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There’s rosemary, that’s for remembrance... and there is

Pansies, that’s for thoughts

Hamlet IV, 5
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identificada. Pacientes sem mutagdo germinativa demonstravel
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amostras de DNA gendmico extraido das 4 tuberosidades corticais do
paciente A (T1- T4). Presenca de heterozigosidade alélica em todas as

lesdes (flechas). *Mutacéo germinativa descrita por (Niida et al. 2001).
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Colunas 3 e 4: amostra de DNA gendmico de sangue periférico do
paciente B (S) e de tuberosidade cortical do paciente (T). Presencga de

heterozigosidade alélica na lesao (flechas).
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Anadlise de perda de heterozigosidade para tuberosidades corticais dos
pacientes A e B, por amplificacdo de PCR marcado com isétopo a*? P-
dGTP, seguida de eletroforese em gel de sequenciamento a 8%. Colunas
1 e 2: amostra de DNA genbémico de sangue periférico do paciente A (S)
e da tuberosidade cortical 1 (T1). Colunas 3 e 4: amostra de DNA
gendmico de sangue periférico do paciente B (S) e da tuberosidade
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as lesdes (flechas).

Figura 6: Analise do Polimorfismo EcoRV do Exon 40 em TSC2
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visualizado com eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%. Amostra de
DNA gendmico de sangue periférico ndo digerida (ND). Amostra de DNA
genbmico de sangue periférico digerida, negativa para o polimorfismo
EcoRV (D-). Amostra de DNA gendmico de sangue periférico digerida,
positiva para o polimorfismo EcoRV (D+). Amostra de DNA genémico de

sangue periférico (S) e das 4 tuberosidades corticais do paciente A (T1-
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T4). Controle negativo (C). Auséncia de polimorfismo EcoRV tanto no

sangue periférico quanto nas 4 lesdes.
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(arrows), 250x. (D) Balloon-cell immunoreactive for HF6 (anti-hamartin) in
a crotical tuber, 250x. (E) Dysmorphic cells belonging to a SEGA, showing

immunopositivity for HF6 (arrows), 150x.

Figure 2: Negative Immunoreactivity in TSC Cardiac Rhabdomyomas and
Kidney AML

(A) Cardiac Rhabdomyoma immunonegative for TSFD (anti-tuberin
antibody), 250x. (B) Cardiac Rhabdomyoma immunonegative for HF6
(anti-hamartin  antibody), 150x. Brown  pigment reflects
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Angiomyolipoma immunonegative for HF6, 250x. Brown pigment

reflects immunohistochemistry background staining.
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Figura 1: Expressao de Hamartina e Tuberina em Lesdes de SNC
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(A)  Célula-baldo imunoreagente para TSDF (anticorpo anti-tuberina)
em tuberosidade cortical, 250x. (B) Neurbnios dismorficos em
tuberosidade cortical, positivos para TSDF (marrom), 250x. (C) Células
dismorficas componentes de astrocitoma subependimario de células
gigantes (SEGA), imunoreagentes para TSDF (marrom), 250x. (D) Célula-
baldo imunoreativa para HF6 (anti-hamartina) em tuberosidade cortical
(marrom), 250x. (E) Células dismorficas componentes de SEGA

imunopositivas para HF6 (marrom), 150x.

Figura 2: Imunonegatividade em Rabdomiomas e AML de TSC
(A) Rabdomioma cardiaco imunonegativo para TSFD (anticorpo anti-
tuberina), 250x. (B) Rabdomioma cardiaco imunonegativo para HF6
(anticorpo anti-hamartina), 150x. Coloracdo em marrom corresponde a
background de imunoistoquimica. (C) Angiomiolipoma renal
imunonegativo para HF6, 250x. Pigmentagcdo em marrom corresponde ao

background de imunoistoquimica.
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INTRODUGAO

O Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC) é wuma doencga
multissistémica, com manifestagbes variadas, atingindo cérebro, rins, olhos,
pulmdes, pele e outros érgaos, em menor frequéncia. TSC é uma patologia
genética, classificada entre as facomatoses, de herangca autossémica
dominante, afetando 1:6000 nascidos vivos, com alta taxa de penetrancia e taxa
de mutagdes novas compreendendo até 75% dos casos (1-4).

O Complexo de Esclerose Tuberosa apresenta heterogeneidade genética,
sendo desencadeado por mutagdes em um dos dois /loci associados a doenca,
TSC1 ou TSC2, genes de supressao tumoral que codificam proteinas com papel
fundamental em diversas rotas de controle celular (5-8).

TSC é um disturbio de migragéo, diferenciacédo e proliferacao celular.
Varias das manifestacdes clinicas sao provocadas pelo desenvolvimento de
hamartomas nos orgaos afetados, tais como rabdomiomas cardiacos,

angiomiolipomas renais, tuberosidades corticais e hamartomas retinianos (1,9).

A migragao celular anébmala tem papel fundamental no desenvolvimento
de manifestacbes neurolégicas. A arquitetura multilaminar cerebral, a
diferenciagdo de neurdnios e astrocitos e a formagao de circuitos integrativos
neuronais funcionais sao extremamente prejudicados, o que provoca formacéao
de tuberosidades corticais, nodulos subependimarios e astrocitomas
subependimarios de células gigantes, levando a um alto indice de retardo
mental, epilepsia de dificil controle e autismo entre os pacientes com

apresentacao precoce, notadamente lactentes e criangas pequenas (10,11).

Os custos psicossociais e o0 custo monetario do tratamento destes
pacientes sao altos. Novas descobertas sobre a genética molecular, a
bioquimica das proteinas, e as interagdes do complexo TSC1/TSC2 tém
contribuido para o entendimento desta patologia tdo devastadora, inclusive
gerando possiveis formas mais eficazes de tratamento. Estes aspectos serao

abordados a seguir.
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REVISAO DA LITERATURA

1. Histérico do Complexo de Esclerose Tuberosa

Désiré-Magloire Bourneville (1840-1909), médico junto ao Servigo de
Pediatria do Hopital de la Salpétriere (Paris), foi o responsavel pela
caracterizagao detalhada e pela cunhagem do nome pelo qual o Complexo de
Esclerose Tuberosa (TSC) €& conhecido até hoje — sclérose tubéreuse des
circonvolutions cérébrales (1).

O relato original de Bourneville (1880), descrevia a historia, os achados
clinicos e de necropsia em uma adolescente com retardo mental, epilepsia e
hemiplegia espastica a direita, que fora a obito durante status epilepticus no
Salpétriere. A paciente iniciou com crises convulsivas parciais ja no primeiro ano
de vida, evoluindo para crises tonico-clénicas generalizada durante o segundo
ano e internagao hospitalar permanente, a partir dos trés anos de idade. A
menina apresentava apéndices cutaneos no pescoco (molluscum pendulum),
bem como “erupcdes vésico-papulares confluentes sobre o nariz, macgas do
rosto e fronte” (12).

O exame macroscoépico da superficie externa dos hemisférios cerebrais
revelou areas nodulares, opacas e escleréticas em algumas das circunvolugdes.
A secc¢ao transversal do cérebro permitiu a observagao de tumores nodulares no
corpo estriado, com projecédo para os ventriculos laterais. As areas esclerdticas
apresentavam uma consisténcia similar a de batatas, dai o adjetivo esclerose
tuberosa. Durante a necropsia, também foram observados pequenos tumores
renais de coloragdo amarelada e consisténcia elastica, variando entre 3-5 mm,
que foram considerados néo relacionados a patologia cerebral (12).

No ano seguinte (1881), Bourneville e Brissaud (13) relataram um
segundo caso de Esclerose Tuberosa Cerebral. A crianga, um menino de quatro
anos, apresentava crises convulsivas, preferencialmente do hemicorpo direito,
que evoluiram para status epilepticus e 6bito. O menino apresentava achados

patolégicos cerebrais similares aos do caso anteriormente descrito. No mesmo
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ano, Hartdegen (14), publicou os resultados de necropsia realizada em um bebé
de dois dias de vida, falecido também devido a status epilepticus; revelando
espinha bifida, sinais de inflamacdo meningea e multiplos pequenos tumores
invadindo os ventriculos laterais cerebrais. Refinando a descricdo dos achados
microscopicos, Hartdegen (14), relatou a presenca de lesdes cerebrais que ele
chamou glioma gangliocellulare cerebri congenitum, contendo tanto células gliais
hiperplasicas, quanto células de tamanho muito aumentado que lembravam
neurénios, oferecendo uma hipotese etioldgica neoplasica para a doenga.

Nas cinco décadas ateriores a categorizacdo da Esclerose Tuberosa
Cerebral por Bourneville, a literatura médica ofereceu dois breves relatos de
lesbdes observadas na Franga na Alemanha que viriam a ser reconhecidas como
sinais patognomoénicos de TSC. Em 1835, em Paris, Rayer publicou um atlas de
doengas dermatologicas contendo, em uma de suas figuras, a face de um
adolescente apresentando multiplas lesbes papulares eritematosas com
distribuicao sobre o nariz e regido zigomatica (1). Friedrich von Recklinghausen
(1862), descreveu no Jornal Mensal de Obstetricia e Ginecologia de Berlim, o
caso de um bebé do sexo masculino, com 6bito nos primeiros minutos de vida,
apresentando varios tumores, tanto protruindo para a superficie cardiaca quanto
para o interior das camaras. O cérebro da crianga também continha “multiplas
escleroses” (15). Infelizmente, este relato nao incluia representagdes graficas
das lesdes. von Recklinghausen, em seu relato sumario, descreveu pela
primeira vez, ao mesmo tempo, as duas lesbes que viriam a ser os achados
patolégicos mais freqientemente presentes em recém-nascidos com TSC (15).

Confirmando a percepcao de tratar-se de uma doencga considerada rara,
com uma constelacdo de sinais frequentemente n&o percebidos como
relacionados, Balzer e Ménétrier (16) publicam ja em 1885, o estudo de um caso
de lesbes de face e pescogo por eles denominadas “adenomas sebaceos”
(variedade tubular), com caracteristicas e distribuicdo muito similares aquelas
relatadas por Rayer e por Bourneville, mas sem que a possivel ligagdo com
relatos anteriores fosse estabelecida. A paciente, uma moc¢a de 24 anos, nao

apresentava retardo mental, crises convulsivas ou qualquer outra patologia.



21

Ja no século XX, Vogt (17) propde que a triade clinica crises convulsivas,
retardo mental/ atraso cognitivo e “adenomas sebaceos”, seja indicativa de
Esclerose Tuberosa Cerebral. Vogt também reconheceu que os tumores
cardiacos e renais, previamente descritos, faziam parte da doenca. A triade de
Vogt permaneceu como a base diagndstica clinica de TSC até a publicagdo do
Consenso de Critérios Diagnosticos em 1992 (1,18). Na segunda década do
século XX, surgiram os dois primeiros artigos na literatura médica relatando a
natureza hereditaria da Esclerose Tuberosa através do estudo de familias
distintas (19,20). A primeira descrigdo de achados oftalmolégicos em TSC foi
publicada por Campbell em 1905. Na década de 1920, van der Hoeve chamou
atencdo para a presengca de hamartomas astrociticos de retina em pacientes
com Esclerose Tuberosa (1).

Reconhecendo a extensa variedade e complexidade dos achados da
patologia, Moolten, em 1942, cunhou o termo moderno Complexo de Esclerose
Tuberosa (TSC) que passou a ser o termo preferencialmente utilizado para a
identificacdo da doencga pela comunidade cientifica (21).

A idéia centenaria de que os pacientes com TSC apresentavam
manifestagdes neuroldgicas e psiquatricas como condi¢cao sine qua non para o
diagndstico, s6 caiu por terra definitivamente ao final da década de 1960,
quando os resultados de um estudo conduzido pela equipe da Clinica Mayo
(EUA), seguindo uma série de 71 pacientes com TSC, revelou que 38% destes

apresentavam inteligéncia dentro da média (1,22).

2. Epidemiologia do Complexo de Esclerose Tuberosa

As estimativas iniciais de prevaléncia e incidéncia do Complexo de
Esclerose Tuberosa estabeleceram a doengca como sendo extremamente rara na
populacado em geral. Tais resultados deveram-se, principalmente, ao fato de que
os critérios diagndsticos eram os da triade de Vogt; portanto, pacientes com
formas mais brandas do espectro da patologia (comprometimento apenas
dematologico, por exemplo), raramente eram diagnosticados como

apresentando TSC; e ao fato de que a maioria das séries de casos, por varias
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décadas, compreenderam apenas a populagdo de criangas e adolescentes
internados em instituicbes psiquiatricas ou em hospitais para retardo mental/
epilepsia de dificil controle (23). Dentre a populagao institucionalizada, a
prevaléncia registrada na Europa Ocidental e nos Estados Unidos variava entre
1:300 e 1:100 (24-26).

Os estudos de base populacional tiveram seu inicio ao final da década de
1950, quando Stevenson & Fisher estimaram a prevaléncia de TSC na
populacdo da Irlanda do Norte em 1:150.000 nascimentos (27). Estimativas na
populacdo norte-americana restrita ao condado de Rochester (Minnesota), ja na
década de 1980, atingiram indices tdo elevados quanto 1:9.704 nascimentos
(28). Em decorréncia de melhor informacéao disponivel a comunidade médica, a
prevaléncia de TSC foi investigada na populacdo chinesa de Hong Kong,
permitindo estimar uma incidéncia de 1:100.000 nascimentos, e demonstrando a
universalidade da doenga (29).

Atualmente, a incidéncia geral do Complexo de Esclerose Tuberosa é
estimada entre 1:6.000 e 1:10.000 individuos, com pequenas variacdes inter-
populacionais (30-32). Estimativas especificas sobre a populagao brasileira n&o
estdo disponiveis. Explorando os relatos histéricos da literatura e as
observacdes da pratica clinica, estabeleceu-se que o Complexo de Esclerose
Tuberosa pode apresentar-se tanto com recorréncia familiar (com heranca
autossbmica dominante e sinais de intensidade variavel), quanto como um
acontecimento isolado dentro de familia (casos esporadicos). Aproximadamente

60% dos casos de TSC s&o considerados eventos esporadicos (32-34).

3. Definigao e Critérios Diagnésticos de TSC

O Complexo de Esclerose Tuberosa é uma patologia multissistémica
caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes hipertroficas, benignas,
conhecidas como hamartomas, que se desenvolvem preferencialmente em
cérebro, pele, rins, coracdo e ossos. A imprevisibilidade da distribuicdo das
lesbes em cada paciente é responsavel pelo amplo espectro fenotipico. Embora

a maioria das manifestagdes clinicas sejam secundarias aos hamartomas,
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neoplasias verdadeiras podem ocorrer, especialmente nos rins e no cérebro,
mas com taxas de malignizacdo comparativamente baixas, 1-10% (9, 35-37).

A TSC (OMIM# 191100) faz parte de um grupo de doengas
neurocutdneas de origem genética e heranga autossdbmica dominante,
conhecidas como facomatoses. O grupo das facomatoses inclui a Doenga de
von Hippel-Lindau, Neurofibromatose tipos 1 e 2 e Sindrome de Nevos de
Células Basais (38).

Hamartoma, termo cunhado em 1904 por Albrecht, deriva do equivalente
grego do verbo errar. Um hamartoma é definido como um grupo circunscrito de
células displasicas, mas apropriadas ao 6rgao ou tecido envolvido, com
tendéncia a crescimento excessivo, podendo dar origem a tumores benignos
sintomaticos ou ndo. O problema esta na desorganizacdo destas células, na
taxa aumentada de replicacédo e na frequente predominancia de apenas um dos
tipos celulares. Exemplos de hamartomas incluem os ndédulos subependimarios,
angiomiolipomas renais e rabdomiomas cardiacos (1,39). Além dos
hamartomas, o Complexo de Esclerose Tuberosa ainda pode apresentar dois
outros tipos de lesoes:

1) Hamartias - grupos de células displasicas mal-alinhadas e mal-
arranjadas, mas apropriadas ao tecido ou érgéo envolvido. A lesao é
circunscrita e as células indiferenciadas ndao se multiplicam ou
aumentam de volume mais rapidamente do que as células normais do
tecido afetado (tuberosidades corticais, heterotopias neurogliais e

cistos renais).

2) Hamartoblastomas — neoplasias malignas raras derivadas dos

hamartomas.

Virtualmente qualquer 6rgao ou tecido pode ser afetado pelo Complexo
de Esclerose Tuberosa. As manifestacdes clinicas sao extremamente variaveis,
mesmo entre membros da mesma familia. Alguns achados de TSC estéo

frequentemente presentes ao nascimento (rabdomiomas cardiacos,
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tuberosidades corticais cerebrais e nodulos subependimarios), ou séo
identificaveis via ecografia morfolégica ou via ecocardiografia fetal
(rabdomiomas cardiacos). Outras complicagdes tendem a desenvolver-se mais
tardiamente (angiomiolipomas renais, linfangioleiomiomatose pulmonar)
(1,9,30,33,40).

Aproximadamente 96% dos pacientes com TSC apresentam um ou mais
tipos de lesbes cutaneas, 90% tém sinais ou sintomas de patologia cerebral,
84% apresentam ou ja apresentaram crises convulsivas, em torno de 70%
desenvolvem patologia renal, e aproximadamente 50% s&o portadores de
hamartomas retinianos (1). Hamartomas também podem ocorrer em figado,
baco e estbmago, mas com uma frequéncia bem menor do que a das lesdes
renais (30,33,41). Entre 50% e 60% das criangas afetadas por TSC apresentam
comportamento autista ou tém o diagndstico de autismo. Uma porcentagem
similar dos pacientes (60%-66%), apresentam retardo mental, usualmente
variando entre moderado e grave, e fortemente relacionado a presenca de
epilepsia e a idade de inicio das manifestagdes de TSC (22,30,33,39,42).

Dada a variabilidade dos achados clinicos do Complexo de Esclerose
Tuberosa, fez-se necessaria a elaboragcédo de critérios diagnosticos uniformes.
Em 1992, o comité apontado pela National Tuberous Sclerosis Association
(EUA) publicou os critérios diagosticos estratificados baseados na presumivel
especificidade dos achados (18). Durante o ano de 1998, um grupo internacional
de clinicos e geneticistas reuniu-se na Tuberous Sclerosis Complex Consensus
Conference, a fim de reavaliar os critérios diagndsticos clinicos a luz das mais
recentes informacgdes clinicas e genéticas sobre TSC (9,43). O painel concluiu
que ndo ha nenhum sinal especifico onipresente nos pacientes de TSC. Da
mesma forma, ndo ha um achado clinico ou de imagem patognoménico da
doenga. O grupo recomendou que o diagnostico definitivo de TSC seja baseado

na soma de achados maiores e de achados menores. Tabela 1
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Critérios Maiores

©COENOOO PR WN =

Angiofibromas faciais ou placas localizadas na fronte
Fibromas ungueais ou periungueais nao traumaticos
Maculas hipomelanéticas (3 ou +)

Placas de Shagreen (nevus de tecido conjuntivo)
Multiplos hamartomas nodulares de retina
Tuberosidades corticais *

Nodulos subependimarios

Astrocitoma subependimario de células gigantes (SEGA)
Rabdomiomas cardiaco (unlco ou multiplos)

10 Linfangioleiomiomatose *
11.Angiomiolipoma renal *

Critérios Menores

©ENOO R WN =

Multiplas erosdes no esmalte dentario
Pdlipos hamartomatosos de reto *
Cistos 6sseos ~

Heterotopias neurogliais *

Fibromas gengivais

Hamartomas nao renais *

Areas acrémicas na retina

Lesdes de pele “tipo confete”
Multiplos cistos renais *

TSC Definitiva:
2 critérios maiores ou 1 critério maior + 2 critérios menores

TSC Provavel:
1 critério maior + 1 critério menor

TSC Possivel:
1 critério maior ou 2 ou mais critérios menores

* Displasia cortical e defeito de migragao de substancia branca, quando ocorrerem juntos,

contam como 1 critério.

Quando linfangiomiomatose e angiomiolipomas renais estiverem presentes, outros
achados de TSC devem estar presentes antes que o diagnostico definitivo possa ser feito.

Sugere se confirmagéao histoldgica.

Conflrmagao radioldgica é suficiente.
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4. Achados Clinicos e Radiolégicos em TSC
As lesdes do Complexo de Esclerose Tuberosa tém apresentacao

multissistémica e evolugédo temporal extremamente variavel. Figura1

Figura 1: Curso Temporal das Les6es de TSC ( Adaptado de Kwiatkowski [33])
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4 1- Manifestacdoes Dermatoldgicas

O envolvimento cutdneo em TSC inclui maculas hipomelandticas, lesdes
de pele tipo confete, angiofiboromas faciais, fibromas periungueais, placas de
Shagreen (hamartomas colagenosos da derme) e placas fibroticas em fronte e
escalpo. As quatro ultimas lesbes sdo bastante raras e tendem a ser
caracteristicas do Complexo de Esclerose Tuberosa (44). As maculas
hipomelandticas, entretanto, sdo frequentemente encontradas na populagcédo em
geral. As maculas hipomelanoticas podem estar presentes em pacientes de
qualquer idade, incluindo neonatos, sendo mais facilmente observadas com o
uso de lampada de Wood. A forma mais caracteristica € de manchas poligonais,
mas formas lembrando folhas ou aglomerados de pequenas maculas brancas (1
a 3mm), também podem estar presentes. Outras lesbes encontradas em TSC

sdo os hamartomas compostos por tecido conjuntivo (elementos vasculares,
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fibrosos e dermais) (44,45). Os angiofiboromas de face sdo as lesbes mais
comuns neste grupo, estando presente em até 75% dos pacientes e
apresentando-se como lesdes papulo-papilares rosadas de distribuicdo malar
(30). Os angiofibromas faciais costumam aparecer entre cinco anos de idade e a
puberdade, requerendo varios procedimentos de abrasdo dermatoldogica por
razdes estéticas. Os fibromas periungueais em TSC sao multiplos (lesbées unicas
podem ser encontradas na populacdo em geral, em decorréncia de trauma), e
costumam aparecer entre 15 e 60 anos de idade. As placas de Shagreen séo
um aglomerado de hamartomas de tecido conjuntivo, de coloracdo avermelhada
ou esverdeada, que ocorrem tipicamente na regiao lombo-sacra. As placas
frontais tém histologia semelhante, mas costumam ocorrer mais precocemente,
podendo estar presentes ao nascimento, e podendo envolver fronte, palpebras,

regiao zigomatica e também/ ou couro cabeludo (1,30,33,35,44).

4 2- Manifestacoes Neuroldgicas

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) no Complexo de
Esclerose Tuberosa inclui as caracteristicas tuberosidades corticais
(classificadas como hamartias), as heterotopias neurogliais, 0s noédulos
subependimarios e os astrocitomas subependimarios de células gigantes
(SEGAs). Lesodes cerebelares sao relatadas em apenas 15% dos pacientes e o
envolvimento da medula 6ssea, na forma de cordomas, € extremamente raro
(1,30,33). As tuberosidades sé&o lesdes focais, ocorrendo predominantemente na
zona de transicdo da substancia cinzenta/ substancia branca cerebral, sendo
mais palidas e mais firmes do que o tecido normal circundante. Tipicamente
envolvem os sulcos entre as circunvolugdes cerebrais, assumindo um formato
circular ou alongado, na mesma orientagéo espacial do giro afetado (1,44).

As tuberosidades corticais sdo freqlentemente isodensas ao tecido
cerebral normal, o que faz da ressonancia magnética uma ferramenta
diagndstica mais acurada do que a tomografia computadorizada, principlamente
em lactentes e pré-escolares (46). A ressonancia magnética com espectroscopia

pode ser uma ferramenta diagndstica util no diagndstico e avaliagcédo das
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tuberosidades cerebrais. Existe clara reducao na razdo NA/ Cr (grupos N-acetil)/
creatina + fosfocreatina) das lesdes, quando comparadas ao tecido cerebral
normal adjacente. O menor nivel de grupos N-acetil € mais provavelmente
causado pela presenga de neurbnios imaturos e de células gliais nas
tuberosidades cerebrais. Lactato ndo é identificado nestas lesbes (47). As
tuberosidades desorganizam e comprometem a arquitetura cortical, sendo
responsaveis, dependendo de seu numero e tamanho, pelas duas principais
manifestagbes neuroldgicas associadas a TSC: crises convulsivas e retardo
mental (30,43,46,48,49).

Espasmos infantis, com eletroencefalograma (EEG) demonstrando
hipsarritmia, sdo achados freqlentes em lactentes com TSC. Este achado,
entretanto, ndo pode ser considerado patognoménico, ja que a lista de
diagndsticos diferenciais para este tipo de crise convulsiva € bastante extensa.
Outros sintomas neurolégicos encontrados em pacientes com TSC, embora
menos comumente, e relacionados a presenca de tuberosidades, incluem
paralisia espastica, hemianopsia, movimentos involuntarios, ataxia e
oftalmoplegia. A prevalénica de crises convulsivas em pacientes com Complexo
de Esclerose Tuberosa, de todas as faixas etarias, estda em torno de 60%;
portanto, a énfase na combinagido de sintomas para um diagnéstico adequado.
Pacientes adolescentes e adultos freqlientemente iniciam sua investigacao,
sendo diagnosticados como afetados por TSC, devido a lesbes renais ou
cardiacas, sem jamais terem apresentado crises convulsivas. Da mesma forma,
em familias com mais de um afetado, pais, tios, avés e irmaos mais velhos de
pacientes com TSC manifestando franco quadro de epilepsia e/ou retardo
mental, podem apresentar apenas lesdes cuténeas (30,33,44).

Heterotopias neurogliais tipicamente localizam-se na substancia branca
subcortical, principalmente abaixo das tuberosidades corticais, sendo compostas
de colecgdes de células neuronais displasicas com orientacdo andmala, ou seja,
nao seguindo os padrées de migragao hierarquica que dara origem as camadas
do tecido cerebral (50-53).



29

Os nodulos subependimarios (SEN) sdo hamartomas de tamanho
variavel, usualmente medindo entre 2-10mm, parcialmente ou totalmente
calcificados, localizados nas paredes dos ventriculos laterais ou do terceiro
ventriculo. Alguns ndodulos projetam-se para o interior dos ventriculos, mas
outros estdo encravados no parénquima da regido dos nucleos da base. Os
nodulos subependimarios sdao a segunda lesdo cerebral mais frequente em
pacientes com TSC, depois das tuberosidades corticais. Os SENs podem ser
visualizados por tomografia computadorizada (TC) de cranio. Algumas lesdes
podem atingir mais de 3cm de diametro, sendo entdo referidas como
astrocitomas ependimarios de células gigantes (SEGAs). A prevaléncia
estimadas dos SEGAs esta entre 5% a 14% dos pacientes com TSC (1,30,54-
56).

Nao existe uma diferengca clara, em termos de macroscopia ou de
histologia, entre os SENs e os SEGAs. Da mesma forma, ndo existe um
consenso quanto a classificagdo dos SEGAs como neoplasias malignas
verdadeiras ou simplesmente hamartomas volumosos. Assim, por convengao
clinica, os hamartomas subependimarios que crescem o suficiente para provocar
sintomas sao designados tumores; e por convengao radiolégica, as lesdes
subependimarias intensificadas pelo uso de contraste em neuroimagem sao
chamadas tumores ou SEGAs. As manifestacdes clinicas dos astrocitomas
subependimarios de células gigantes sdo consequéncia de obstru¢do do fluxo
liqudrico, frequentemente requerendo derivacao peritoneal, colocacado de shunt
intracraniano ou remogao cirurgica para controle dos sintomas de hipertenséo
intracraniana (28,30,56,57).

Quarenta a cinquenta por cento dos pacientes com SEGA sintomatico
apresentam hamartomas nodulares de retina, o que confirma o diagnéstico de
Complexo de Esclerose Tuberosa e de SEGA, antes mesmo da realizagdo de
exame de neuroimagem. O hamartoma de retina mais tipico é o de células gliais
(também chamado de hamartoma astrocitico), identificado como uma area plana
e descorada no exame de fundo de olho, requerendo investigagao oftalmoldgica

especializada para diferenciagdo com retinoblastoma. Outras lesdes
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neurooculares incluem alteragbes pigmentares da retina (manchas acrémicas) e

lesdes gliais multinodulares elevadas (33,58).

4 .3- Manifestacoes Psiquiatricas

Comportamento social inadequado, pobre capacidade de comunicacgao,
atitudes obsessivo-compulsivas, e hiperatividade sdo sintomas comuns e ha
muito tempo identificados em criangas com TSC (1,22). Outros disturbios
comportamentais também relatados incluem impulsividade, déficit de atencéo e
disturbios do sono (59). Embora muitas criangas com TSC apresentem tanto
retardo mental quanto problemas comportamentais, ha um subgrupo de
pacientes apenas com alteragbes de comportamento (33). Mais de 50% das
criangas com Complexo de Esclerose Tuberosa apresentam sintomas dentro do

espectro de autismo (22,60).

4 4- Manifetacoes Renais

Angiomiolipomas (AMLs) s&o a manifestagdo renal mais comum em
Complexo de Esclerose Tuberosa. Angiomiolipomas s&o proliferacoes
desorganizadas, circunscritas, de células diferenciadas componentes de vasos
sanguineos, musculo liso e tecido adiposo (61). Eventualmente até 80% dos
pacientes com TSC desenvolvem AMLs, sendo bilaterais em % dos pacientes e
estando presentes em 2/3 dos rins de TSC avaliados em necropsia (26,30,62).
Angiomiolipomas podem ser a apresentacdo inicial de TSC, sendo mais
frequentes entre adultos e raros em criangas pequenas. As mulheres tendem a
desenvolver AMLs em maior numero e volume quando comparadas aos
homens. Familiares de pacientes afetados por TSC, especiamente de criangas
com epilepsia severa e retardo mental, podem ser identificados como também
afetados por TSC, através da investigacao ecografica renal recomendada, sendo
completamente assintomaticos (1,33,61). Angiomiolipomas nao sao lesdes raras
na populacdo em geral, sendo encontrados em 2,1% das necrépsias. Entretanto,
nos casos isolados de AML, as lesbes tendem a ser pequenas, unicas e

assintomaticas. Pacientes com TSC também frequentemente ndo apresentam
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sintomas devido aos AMLs, pelo menos nas primeiras duas décadas de vida.
Eventualmente, os pacientes podem sofrer sangramento das lesbes, mas
hemorragias com risco de vida sao raras. Ha um pequeno risco de degeneracgéao/
conversdo dos angiomiolipomas em TSC em carcinoma de células renais
(30,44,61).

Cistos renais sao a segunda manifestagado nefrolégica mais comum em
pacientes de TSC. Vinte por cento dos homens e 9% das mulheres afetadas
apresentam evidéncia de doenca cistica. Ao contrario dos AMLs, os cistos renais
sd0 mais comuns nas criangas, inclusive neonatos (1,26,61). Os sintomas
causados pelos cistos renais sao devidos ao efeito de massa provocado,
podendo determinar insuficiéncia renal crénica grave e hipertensao secundaria.
O achado de multiplos cistos renais deve levantar a consideragao do diagnostico
diferencial de doencga renal policistica. A forma autossémica dominante desta
doencga é causada por um gene contiguo ao da TSC (TSC2): o gene PKD1. Em
bebés com outros sinais diagndsticos de Complexo de Esclerose Tuberosa e
doenga renal policistica grave, a sindrome de genes contiguos deve ser
considerada (30,61,63,64).

4 5- Manifestacoes Cardiacas

Rabdomiomas cardiacos sdao muito comuns em neonatos e lactentes com
TSC (50%), sendo tipicamente multiplos e assintomaticos. Multiplos
rabdomiomas sdo raros na populagdo em geral, portanto, sua presenga é um
importante critério diagndstico para o Complexo de Esclerose Tuberosa. A
maioria dos rabdomiomas clinicamente silenciosos tende a diminuir de tamanho,
desaparecendo a medida que a crianga cresce (1,44).

Os pacientes que apresentam sintomas cardiacos em decorréncia dos
rabdomiomas, geralmente o fazem ja no periodo perinatal, podendo desenvolver
insuficiéncia cardiaca, quer devido a obstrugcdo do fluxo sanglineo (lesées
intracavitarias), quer pela deficiéncia de contratilidade do muscular (lesées
intramiocardicas) (30,40). O progndstico para criangas sintomaticas com

envolvimento intramiocardico extenso € extremamente pobre. Complicagdes
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menos comuns dos rabdomiomas cardiacos incluem arritmias, notadamente
sindrome de Wolff-Parkinson-White, e tromboembolismo (1,30,35).
Rabdomiomas cardiacos constituem o unico achado ecografico prenatal
de TSC, sendo, entretanto, raramente visualizados antes das 20 semanas de
gestacdo. Complicagdes cardiovasculares menos frequentes em TSC incluem

aneurismas de aorta, tanto intratoracica quanto abdominal (33).

4 .6- Qutras Manifestacoes Clinicas

Linfangioleiomiomatose (LAM) pulmonar é um achado raro em pacientes
com Complexo de Esclerose Tuberosa, ocorrendo exclusivamente em mulheres
jovens, com uma incidéncia em torno de 6%. Trata-se de uma patologia
progressiva e frequentemente fatal, devido a pneumotdérax espontaneo de
repeticdo, ou devido a faléncia respiratéria continuada, provocada por
proliferacdo difusa de células de musculo liso displasicas nos pulmdes,
infiltrando os septos alveolares, bronquiolos, vasos sanguineos e linfaticos e
apresentando sensibilidade aos hormonios sexuais femininos (33,44,65).

Pdlipos micro-hamartomatosos de reto ocorrem em até 75% de todos os
pacientes com TSC, sendo usualmente numerosos e assintomaticos (33,41).
Hamartomas hepaticos sao visualizados em aproximadamente 25% de todas as
criangas com Complexo de Esclerose Tuberosa (mais comumente em meninas
mais velhas), dificilmente tendo consequéncias clinicas. Erosées do esmalte
dentario sao vistas em 90% dos pacientes com TSC e em apenas 9% da
populagcdo em geral (1,66). O envolvimento 6sseo nos pacientes com TSC é
caracterizado por area unica ou areas multiplas de esclerose, espalhadas pelo
esqueleto, estando presente em 45% a 65% dos pacintes. Estas lesdes sao
assintomaticas e comumente apenas diagnosticadas através de investigagao
radiolégica (1,44).

Tanto criangas quanto adultos afetados com TSC tém risco de
desenvolver neoplasia malignas, embora estas ocorram em baixa frequéncia. Os
dois tipos de neoplasias malignas mais relatados s&o carcinoma de células

renais e angiomiolipoma maligno (inclusive extrarenal). Entre as lesdes de SNC,
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o astrocitoma de células gigantes pode desenvolver -caracteristicas de
malignidade (37).

5. Neuropatologia em Complexo de Esclerose Tuberosa

5.1- Microscopia Optica

As tuberosidades corticais provocam areas de desorganizacédo da
arquitetura do tecido cerebral, causando alteracdo ou perda completa da
orientacdo laminar do cértex, o que frequentemente acarreta crises convulsivas
(51,53,67,68). Em termos de celularidade, estas lesbes podem apresentar
quadros muitos variaveis, desde hipocelularidade (as custas de um numero
reduzido de neurdnios), até franco aumento e compactacao celular, devido ao
excesso de astrocitos presentes. Em contraste com os achados do cortex
cerebral normal circundante, os neurdnios piramidais da tuberosidade cortical
(displasicos, frequentemente de formato estelar), ndo constituem a camada
esperada, podendo ser vistos na camada molecular ou em regides mais
profundas, sugerindo defeito de migragéo precoce, no periodo de organogénese
(57,69,70). Alguns destes neurbnios também apresentam erro de orientagéo
espacial em relacdo a superficie cerebral, posicionando-se horizontalmente ou
inversamente. Os dendritos destes neurbnios também apresentam
posicionamento and6malo, além de varicosidades: estruturas usuais em
neurénios fetais, mas ausentes em neurbnios adultos (69). Alteragdes
degenerativas sdo frequentes nos neurdnios piramidais das tuberosidades
corticais, incluindo picnose, cromatdlise, formagdo de enovelados de
neurofibrilas e acumulo de lipopigmentos ou de glicogénio (57).

Além da presencga de neurdnios displasicos, as tuberosidades corticais
caracteristicamente apresentam células de tamanho muito aumentado,
denominadas células gigantes ou células-baldo, variando entre cinco e dez
vezes 0 tamanho de astrocitos ou neurbnios normais e com citoplasma
abundante, corando-se em rosa claro pela técnica de hematoxilina-eosina
(71,72). A correta classificagéo, etiologia e origem destas células é objeto de

ardente debate e de opinides diametralmente opostas ha pelo menos uma
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década. Enquanto algumas células-baldo manifestam caracteristicas citologicas
neuronais inequivocas, como substancia de Nissl, neurofibrilas citoplasmaticas e
nucleo com enovelamento de cromatina e nucléolo unico proeminente; outras
células-baldo, na mesma lesdo, apresentam caracteristicas compativeis com
origem glial, lembrando astrécitos hipertrofiados com nucleo multilobulado e
auséncia de nucléolo (57,71). A evolugao dos estudos de imunoistoquimica teve,
e continua tendo, um papel fundamental na tentativa de clarificacdo da linhagem
celular original destas células. As células-baldo também podem ser encontradas,
isoladamente, em areas de tecido cerebral normal adjacente (67,68,73). Embora
as células-baldo e os neurdnios displasicos sejam os achados mais notaveis das
tuberosidades corticais, os astrécitos constituem a populagdo celular mais
numerosa. Gliose e hipomielinizagdo das fibras neuronais sdo achados usuais.
As fibras gliais frequentemente estdo arranjadas em densos feixes de orientagao
anOmala. A quantidade de gliose nas tuberosidades corticais aumenta com a
idade, assim como a perda neuronal (69,73).

As heterotopias neurogliais sado compostas, principalmente, pelas
mesmas células-baldo de coloragdo rosada visualizadas nas tuberosidades
corticais. Células neuronais displasicas também estdo presentes, apresentando,
contudo, dimensbes muito reduzidas, quando comparadas aos neurbnios
normais (67,68,73).

Os nddulos subependimarios sado formados por células eosinofilicas
hipertréficas e seus processos, imersas em estroma vascular. As células
apresentam caracteristicas astrociticas, mas tém morfologia epitelidide ou
fusiforme. E freqiiente o desenvolvimento de depdsitos de calcio a partir das
paredes dos vasos do estroma. Assim como nas tuberosidades corticais, a
analise dos nddulos subependimarios também revela a presenca de células de
tamanho muito aumentado, contendo nucleos grandes e lobares, bem como
multiplos nucléolos. Estas células gigantes estdo usualmente localizadas na
regido central das lesbes, com células morfologicamente idénticas, mas
menores, na periferia. A face ventricular dos nédulos subependimarios costuma

ser revestida por uma camada de células ependimarias normais (46,71,73).
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A transicdo de ndédulos ependimarios para astrocitomas de células
gigantes (SEGAs) é bem documentada através de estudos sequenciais de
neuroimagem. A maioria dos casos de TSC onde este espectro de lesbes é
identificado ao mesmo tempo, ocorrem em criangas (73). Do ponto de vista
histopatolégico, os SEGAs parecem diferenciar-se dos nddulos subependimarios
apenas quanto ao seu maior potencial de crescimento. O SEGA tipico tem mais
de 1cm de diametro e implanta-se nas paredes dos ventriculos laterais
(frequentemente proximo a abertura do forames de Monro), podendo causar
sintomas de hipertenséo intracraniana. Invasdo difusa do parénquima normal
circundante, contudo, ndo € uma caracteristica do SEGA (67,72,73). Em termos
de histologia, o SEGA é considerado uma lesao glial, dai sua classificacao entre
os astrocitomas. Os SEGAs apresentam multiplas células poligonais, epitelidides
ou em fuso de tamanho comparativamente aumentado, mas raramente atingindo
as proporcoes gigantescas das células de citoplasma eosinofilico dos nddulos
subependimarios ou das tuberosidades corticais. Devido a coloragdo do
citoplasma, estas células lembram astrocitos. Células com caracteristicas

neuronais sdo muito menos frequentes (57,67,71).

5.2- Imunoistoguimica e Linhagens Celulares

As células constituintes das lesbes do sistema nervoso central em TSC
tém morfologia significativamente diversa daquela apresentada pelas células
normais do tecido, tornando a determinagdo da linhagem celular a qual
pertencem, uma tarefa difici. O uso de imunoistoquimica em tais situagdes,
utilizando tanto marcadores linhagem-especificos para neurdnio ou glia, quanto
marcadores da evolugao temporal/ embriolégica das células, ajuda a clarificar
um debate que acontece ha pelo menos duas décadas. A definicdo do tipo
celular, baseado na presenga ou auséncia de um grupo de marcadores
caracteristicos, parece ser mais especifica do que a definicdo baseada em
descrigdes histoldgicas classicas, principalmente em células anémalas como as

presentes nas tuberosidades corticais e nos SEGAs (57,67,71,74).
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A questdo central em neuropatologia de TSC é a origem das células
gigantes (células-baldo). A determinagcdo da linhagem de tais células pode
fornecer pistas muito importantes em relagéao: (a) ao momento embrionario do
inicio da formacgéao das lesdes cerebrais de TSC; (b) a organizagéo arquitetbnica
cerebral e formacao de interagdes sinapticas afetadas pela TSC; (c) a possivel
interacao das proteinas celulares deficientes em TSC com funcbes basais de
citoesqueleto, sinalizagdo citoplasmatica e controle de crescimento celular (57,
71,74,75).

Estudos conflitantes tém atribuido a origem das células-baldo ora a
linhagem neuronal, ora a linhagem glial. Stefansson e Wollman (76,77),
demonstraram que a maioria das células-baldao da série de tuberosidades
corticais por eles estudada, eram imunoreativas para enolase neurénio-
especifica, mas ndo para a proteina acidica fibrilar glial (GFAP), sugerindo
assim, uma linhagem neuronal para estas células. Em contraste, diferentes
investigadores relataram a significativa imunoreatividade para GFAP das
células-baldo tuberais, em outras séries de lesdes estudadas (78,79), atribuindo-
Ihes uma linhagem glial. Interessantemente, o estudo de Chou e Chou (79)
demonstrou imunoreatividade concomitante das células-baldo tuberais para
marcador neuronal (neurofilamento), astroglial (GFAP), e de oligodendroglia
(galactocerebrosidase). A conclusdo deste estudo foi que as células-balao
podem apresentar caracteristicas neuronais e astrociticas ao mesmo tempo,
implicando um processo de diferenciagdo alterado. A predominancia dos
marcadores, entretanto, parece variar de célula para célula.

Partindo destes achados, buscou-se determinar em que momento da
organogénese ocorreriam as alteragdes de programacgao celular responsaveis
pelas lesdes de SNC do Complexo de Esclerose Tuberosa. As células-baldo das
tuberosidades corticais e dos SEGAs estudados por Arai et al. (72),
demonstraram imunoreatividade consistente a vimentina, um filamento
intermediario da classe Ill; e a nestina, um filamento intermediario classe IV.

Filamentos intermediarios fazem parte da matriz de sustentacdo celular,
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mantendo a morfologia celular estavel, a tensédo elastica e, no caso dos
neurénios, ajudando na orientagao espacial de axénios e dendritos (80).

No desenvolvimento do tubo neural, a vimentina esta presente nas
células neuroepiteliais indiferenciadas em replicacdo; com a maturagdo, a
vimentina é gradualmente substituida por proteina de neurofilamento ou GFAP,
a medida que a célula diferencia-se em neurbnio ou glia. A vimentina coexiste
com GFAP nas células gliais radiais do cérebro fetal durante o periodo de
migragao neuronal, desaparecendo a medida que as células gliais amadurecem
(72). A nestina também é expressa nas células-tronco neuroepiteliais do SNC
em desenvolvimento, podendo servir como marcador de células indiferenciadas
do sistema nervoso central. A nestina € expressa por neurbnios embrionarios
humanos entre 20 e 30 semanas de gestacdo, ndo sendo detectada em
neurdnios apds o nascimento (72,74).

A presenca destes marcadores evolutivos das células do SNC sugere que
as células dismoérficas das tuberosidades corticais e dos SEGAs falharam no
processo de diferenciacdo (72). Em uma série de tuberosidades corticais
estudadas por Crino et al. (74), aproximadamente 80% das células-baldo e 50%-
60% dos neurdnios dismoérficos, a maioria deles de morfologia piramidal, foram
imunoreativos a nestina. As demais células (estroma, vasos sanglineos),
mostraram-se fracamente reativas ou nao reativas.

Yamanouchi et al. (71) tentaram caracterizar a linhagem celular e o
momento embrioldgico de alteragdo evolutiva das células-baldo, expandindo o
painel de marcadores utilizados. Além de vimentina, nestina e GFAP, esses
autores empregaram a proteina associada aos microtubulos 1B (MAP1B — a
primeira MAP a ser expressa por neurbnios em diferenciacdo), MAP2 e
neurofilamento. Além disso, os autores pré-classificaram as células-baldo em
“tipo-neurénio” e “intermediarias”, baseando-se em critérios classicos de
histologia. As células retendo caracteristicas morfolégicas neuronais
mostraram-se imunoreativas para MAP1B, MAP2 e neurofilamento, mas foram
raramente positivas para nestina (5%), vimentina (4%) e GFAP (0%). As células-

baldo “indeterminadas” comumente apresentaram imunoreatividade para nestina
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(88%), vimentina (97%) e MAP1B (91%), mas raramente foram positivas para
neurofilamento (2%). A reatividade para GFAP foi de 52%.

A identificagdo de uma subpopulacdo de células-baldo em um estagio
mais avangado de desenvolvimento neuronal (auséncia de GFAP), estimula a
idéia de que a alteracdo molecular responsavel pelo desenvolvimento de TSC
afeta o controle de ciclo e de maturacido celular de maneira extensa;
corroborando a idéia de que as células dismorficas destas lesdes derivam de
precursores neurogliais em um estagio muito precoce do desenvolvimento do
SNC, retendo caracteristicas tanto neuronais quanto gliais, variaveis conforme a
célula-baldo analisada (57,71,72).

Aprimorando esta observacao, Lee et al. (81) testaram a expressao de
marcadores proteicos representando etapas especificas do desenvolvimento
cerebral, compreendendo proliferagdo neuronal (p34cdc2, CRMP4 —collapsin
response mediator protein 4), migracdao (DCX - doublecortin, LIS1), e
diferenciagao (HuD< NeuN), em tuberosidades corticais e SEGAs de pacientes
com TSC. Também foram comparadas amostras de cértex cerebral de controles
humanos normais e ndédulos subependimarios de ratos Eker (modelo natural de
TSC), como estratégia investigacional para definicdo de maturidade dos
neurdnios dismérficos e das células-baldo. Tanto as células caracteristicas das
tuberosidades corticais quanto dos SEGAs demonstraram perfil heterogéneo de
diferenciagdo, provavelmente compartilhando uma linhagem celular inicial
comum, o0 que corrobora estudos anteriores. Um achado interessante foi o de
que as tuberosidades corticais parecem ser lesées dinamicas, contendo uma
subpopulagao de células recém-geradas, derivadas de precursores celulares em

estado de laténcia dentro da propria lesao (72).

6. Genes de Supressao Tumoral

Nas ultimas décadas, varios mecanismos moleculares responsaveis pelo
desenvolvimento de neoplasias tém sido identificados. Na década de 1970,
Knudson (82), baseado em curvas de incidéncia populacional, demonstrou que

dois eventos (hits) genéticos distintos e limitantes eram necessarios para que
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retinoblastomas fossem clinicamente expressos. Nos casos de retinoblastomas
familiais, o primeiro evento mutacional seria transmitido através da linhagem
germinativa. Nos casos esporadicos, ambos os eventos seriam adquiridos,
ocorrendo no nivel somatico. Investigagdes citogenéticas posteriores sugeriram
que estes dois eventos mutacionais atingiam os dois alelos de um gene. Criou-
se assim o conceito de que a inativacao dos genes supressores de tumores
(GSTs) é a base para a predisposi¢cao tumoral - 0 modelo de Knudson (82-84).

Os genes de supressdo tumoral codificam proteinas envolvidas na
regulacdo e inibicdo da replicagdo celular. A herangca de uma mutacéo
germinativa para um GST (em heterozigosidade), usualmente predispbe a
pessoa afetada ao desenvolvimento de neoplasia. Exemplos de inativacéo
heterozigotica de genes supressores de tumores incluem as doengas genéticas
autossOmicas dominantes classificadas como facomatoses: Neurofibromatose
tipo 1 (NF1), Neurofibromatose tipo 2 (NF2) e doenca de von Hippel-Lindau
(VHL) (85-89).

Um numero crescente de neoplasias familiais com quadro de polipose
e/ou hamartomatose tém sido associadas a genes de supressado tumoral, tais
como sindrome de Cowden (PTEN), sindrome de Li-Fraumeni (p53), além de um
subgrupo de pacientes com Polipose Colbénica Juvenil associados a PTEN
(84,90,91). Mutacbes esporadicas no gene que codifica a proteina pb53 séo
encontradas em uma grande variedade de tumores malignos, enquanto que as
mutagdes germinativas sdo extremamente raras, dando origem a sindrome de
Li-Fraumeni (84). Uma variedade de efeitos bioldgicos tém sido atribuida a perda
de funcdo de supressdo tumoral do PTEN: aumento da proliferacdo celular,
diminuicdo da taxa de apoptose, aumento da angiogénese e perda da inibicdo a
adeséo e migracéo celular (90,92).

As lesdes em TSC também parecem originar-se de anormalidades na
migracao, proliferacao e diferenciacao celulares, resultando no desenvolvimento
de hamartomas e hamartias em tecidos de origem mesodérmica e ectodérmica.
Diante destas similaridades, o Complexo de Esclerose Tuberosa pode ser visto

como uma sindrome predisponente a formacédo de tumores, como as demais
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facomatoses, tendo também um gene de supressao tumoral envolvido em sua
patogénese (2,93).

Uma abordagem para o estudo da perda de funcdo dos genes de
supressdo tumoral é a investigacdo de Perda da Heterozigosidade Alélica
(LOH). Em sindromes tumorais familiais, as células ou tecidos normais
apresentarao heterozigosidade para a mutagado germinativa, enquanto que os
tecidos tumorais devem apresentar homozigosidade, devido a mutacdo somatica
complementar (94). Caso esta mutagao seja uma delecdo, pode-se analisa-la in
vitro, através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), comparando-se o
tecido normal com o tecido tumoral. Para tal, deve-se analisar loci polimérficos
da mesma regidao cromossémica do gene de interesse. Cada locus polimorfico
para o qual o paciente é heterozigoto, amplificara, no tecido normal, dois
produtos de PCR de tamanhos diferentes. Se a mutacdo somatica no tumor for
uma delegao contendo o locus de estudo pela PCR, o DNA do tumor amplificara
somente um produto. Diz-se que ha, entdo, perda de heterozigosidade, o que &

uma demonstragdo do segundo evento mutacional ou mutagdo somatica (95).

7. Genes Responsaveis pelo Complexo de Esclerose Tuberosa

Estudos de ligagcéao revelaram a existéncia de heterogeneidade genética
para o Complexo de Esclerose Tuberosa. A ligacdo de TSC ao cromossomo
9934 foi relatada em 1987 (96). Investigacbes subsequentes produziram
evidéncias significativas para a existéncia de um Jlocus alternativo para a
doenga, levando a sua localizagdo no cromossomo 16p13.3 (97-102). O
Genome Data Base Nomenclature Committee estabeleceu que os loci nos
cromossomos 9 e 16 fossem denominados TSC7 e TSCZ2, respectivamente (2).
Estudos em familias grandes o suficiente para permitir a realizagdo de analise
de ligacdo, demonstraram associagdo ao cromossomo 9934 em
aproximadamente metade dos casos, enquanto os outros 50% tiveram ligacao
ao cromossomo 16p13. N&o existem evidéncias significativas da existéncia de

um terceiro locus associado a TSC (44,103,104).
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7.1- ldentificacdo e Caracterizacdo do Gene TSC2

Entre 1992-1993 andlises de ligacdo sistematicas de todo o genoma
humano reduziram a possibilidade de localizacédo de TSC2 (OMIM# 191092), ao
cromossomo 16p (102,105). A mesma época, uma familia com manifestacdes
tanto de Complexo de Esclerose Tuberosa quanto de Doenga Policistica Renal
Autossdmica Dominante (PKD), foi identificada segregando uma translocagao
envolvendo 16p e 22q (4). O ponto de quebra da tanslocagédo em 16p, uma
regido rica em genes a aproximadamente 2,25 megabases (Mb) do telémero,
também ajudou a identificar um dos genes envolvidos na Doenca Policistica
Renal Autossdmica Dominante PKD1, imediatamente adjacente ao TSC2 (106).
TSC2 E PKD1 tém orientacdo 3’ — 3’, estando seus sinais de poliadenilagao
separados por apenas 60 pares de bases (pb) (107). Alguns pacientes
apresentam sindrome de genes contiguos por mutagédo tanto de PKD1 quanto
de TSC2 (108,109).

Todas essas evidéncias cromossOmicas definiram como regidao de busca
para isolamento do gene uma sequéncia de 300 quilobases (kb). A regido foi
investigada com clonagem posicional, utilizando-se uma série de cosmideos
superponiveis, e analisada para rearranjos em um painel de pacientes de TSC
nao relacionados, utilizando-se uma combinagcdo de hibridizacdo com
imunofluorescéncia in situ (FISH), eletroforese em gel com campo pulsatil e
eletroforese convencional (2). Cinco dele¢cdes foram caracterizadas, todas
envolvendo uma regido de 120kb, a qual continha quatro genes. Apenas um
gene estava deletado em todos os cinco casos. A analise convencional por
Southern Blot confirmou a identidade do gene TSC2 (2,44).

O gene TSC2 cobre aproximadamente 43kb de DNA gendmico, sendo
composto por 41 éxons codificantes e com multiplas isoformas de transcrito
(mRNA) devido a sitios alternativos de splicing nos éxons 25, 26 e 31(110-112);
e 1 éxon lider (1a), que codifica uma sequéncia promotora (109,113). O
transcrito da maior isoforma de TSC2 codifica uma proteina de 1784
aminoacidos (198 kDa), denominada tuberina (114). As isoformas de tuberina

derivadas de mRNA sem os éxons 25 e 31 sdo bastante comuns, demonstrando
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que a significancia funcional das regides codificadas por estes éxons parece ser
minima (4).
Homodlogos do gene TSC2 foram caracterizados em diferentes espécies:

camundongo (111,115), rato (116), baiacu japonés Fugu rubripes (109), e mosca

da fruta Drosophila sp (117). A tuberina apresenta um ziper de leucina entre os

aminoacidos 81e 98 (éxon 3), e 2 dominios enovelados (coiled-coil) entre os
aminoacidos 346-371(éxon 10) e 1517-1674 (éxon 26) (118). Dois dominios
ativadores de transcricdo s&o previstos para a terminacdo carboxilica da
tuberina, compreendendo os aminoacidos 1163-1259 e 1690-1743; além de um
dominio de ligagdo para calmodulina (CaM) entre os aminoacidos 1740-1755
(118,119). A sequéncia de aminoacidos da tuberina também apresenta sitios
potenciais para fosforilagdo por quinases dependentes de AMP e de GMP
ciclicos, proteinoquinase C, caseinoquinase 2 e tirosinoquinases (2,111,120).
Figura 2

Em termos funcionais, a tuberina demonstra homologia parcial com o
dominio catalitico da proteina ativadora GTPase rap1 (rap1GAP), na sua regido
C-terminal, correspondendo aos aminoacidos 1517-1674, codificados pelos
éxons 34-38 (112,121). As GAPs sao reguladores negativos das atividades de
ligacdo e hidrdlise de guanidina-trifosfato (GTP), exercidas pelas proteinas da
superfamilia Ras. A familia de GTPases de baixo peso molecular Ras é
conhecida por regular crescimento, proliferacdo e diferenciagdo celulares. As
proteinas GAP atuam estimulando a atividade intrinseca GTPase das proteinas
ligantes a GTP, mantendo-as no estado inativo (ligado a GDP — guanidina
difosfato). Esta homologia entre a porgcao terminal da tuberina e a rap1Gap
humana, sugere a possibilidade de um papel da tuberina no controle do
crescimento celular, o que condiz com a atividade de um gene de supressao
tumoral (93,109,112,122).

A tuberina também apresenta atividade (fraca) para proteina ativadora
GTPase rabb, in vitro (121,123). Demonstrou-se que a tuberina interage com
rabaptin 5, um parceiro de ligagdo para rab5, o qual atua na regulagdo da

endocitose (123). A capacidade ativadora de GTPase para rap1 e rab5 da
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tuberina &, entretanto, considerada fraca e com repercussdes fisioldgicas ainda
duvidosas (44). Além destas interagdes e homologias, a perda da tuberina leva a
inativagao do p27kip1 (um inibidor de quinase dependente de ciclina), devido ao
transporte ineficiente da proteina do nucleo para o citoplasma (124). A por¢ao C-
terminal da tuberina também foi identificada como interagente especifico para
receptores de hormonios esterdides, embora esta funcdo ainda nao tenha
repercussao fisioldgica clara (125).

Todas essas homologias e atividades observadas in vitro para a tuberina,
além das manifestagdes clinicas de TSC envolvendo lesbes displasicas,
corroboram a idéia de tratar-se de uma doenga causada por alteragao de genes

supressores de tumor.

Figura 2: Organizagdao Génica do TSC2 (adaptado de Krymskaya, 2003 [118])
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Fig 2. Representagao esquematica do gene da tuberina. Dominios ativadores de
transcricdo (TAD). Dominio de ligagao para calmodulina (CaM). Dominio homélogo a
proteina ativadora GTPase rap1 (GAP). Sitios de fosforilagdo dependentes de
proteina quinase B (PKB).

7.2- ldentificacdo e Caracterizacdo do Gene TSC1

A definicdo de uma regido de 1.5Mb, no cromossomo 9q34, como
candidata a localizagdo do gene TSC7 (OMIM# 605284), ocorreu através da
identificacdo de eventos de recombinagcdo meidtica em um grupo de familias

com varios pacientes afetados por TSC (4). A estratégia de identificagdo
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envolveu a selegdo de 11 marcadores microsatélites nesta regido, uma série de
cosmideos superponiveis, cromossomos artificiais P1 (PAC) e cromossomos
artificiais bacterianos (BAC). A localizagao do gene TSC1 foi comprovada, entdo,
em uma subregido de 900kb contendo pelo menos 30 genes (3).

TSC1 é composto por 23 éxons, sendo 21 éxons codificantes (éxons 3 a
23) e dois éxons lideres, sendo o éxon 2 passivel de splicing alternativo. O gene
TSC1 codifica uma proteina de 1164 aminoacidos (130 kDa), denominada
hamartina, altamente conservada em termos evolutivos (homologia a uma

proteina prevista em Schzosaccaromyces pombe), mas com baixa similaridade

com outras proteinas conhecidas em vertebrados (3,44,126-128). A hamartina
contém um dominio transmembrana compreendendo os aminoacidos (aa) 127-
144, bem como um dominio enovelado (coiled-coil) entre os aa 730-996 (3,4,44).
Hamartina e tuberina n&o compartiiham nenhuma sequéncia idéntica de
aminoacidos (129).

Os residuos 145-510 sao necessarios e suficientes para ativacao de Rho
GTPase, e os aminoacidos 881-1084 interagem com a porgao N-terminal das
proteinas ezrina-radixina-moezina (ERM), componentes da familia de
polipeptideos que se ligam a actina (130). As proteinas ERM concentram-se nas
regides ricas em actina da superficie celular, interligando os filamentos de actina
a membrana plasmatica. Estas proteinas estdo envolvidas na formagao de
microvilosidades, na adesédo intercelular, na manutencdo da morfologia e da
mobilidade celular, bem como no trafego transmembrana (131-133). Em cultura
de neurbnios corticais, a hamartina demonstrou associacdo com o
neurofilamento de cadeia leve (NF-L), através dos residuos 674-1164 (134). A
hamartina parece ser integrante do citoesqueleto neuronal, através destas
interagdes diretas com NF-L e ERM (134,135). Figura 3
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Figure 3: Organizagao Génica do TSC1 (adaptado de Krymskaya, 2003[118])

Hamartina
Dominios Dominio Dominio
Estruturais Transmembrana Enovelado
127-144 F30-996
+ T 1vea

Ativagio de Rho GTPase Interagio com ERM
Dominios 145810 881-1084
Funcionais

Ligagéo com Tuberina Interagsio com MF-L

302430 6741164

Fig 3. Representacdo esquematica do gene da hamartina. Dominio de interagéo
com proteinas do citoesqueleto ezrina-radixina-moezina (ERM). Dominio de
interacdo com neurofilamento de cadeia leve (NF-L). Dominio de ativagdo de Rho
GTPase.

Hamartina e tuberina interagem entre si tanto in vitro quanto in vivo,
indicando sua participagao em pelo menos uma via metabdlica comum (50,136-
139). Esta associagcao € mediada através dos aa 302-430 da hamartina e aa 1-
418 da tuberina (140). A fosforilagdo da tuberina (em residuos de serina e
tirosina) regula a interagdo do complexo, mantendo sua solubilidade e impedindo
a auto-agregagao da hamartina. Na auséncia de tuberina, a hamartina é
insoluvel e instavel (114). Falha de fosforilagdo da tuberina esta associada a

perda de atividade de supress&o tumoral da proteina (120,141).

7.3- Mutacoes Germinativas de TSC1e TSC2

Um amplo espectro de mutagdes germinativas em TSC7 e TSC2 tém sido

descritas em associacdo com fendtipo do Complexo de Esclerose Tuberosa.
Existem mais de 400 mutacdes identificadas, a vasta maioria sendo alteragcdes
génicas privativas (2,142,143).

Os casos esporadicos de TSC correspondem a 2/3 de todos os pacientes
diagnosticados. Mutagdes germinativas no locus TSCZ2 sado encontradas mais
frequentemente do que mutagdes TSC7 em casos esporadicos de Complexo de

Esclerose Tuberosa: aproximadamente 60% dos casos (podendo chegar a
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75%), com uma taxa de mutagdo estimada em 2,5 x 10° gametas
(4,44,144 145). Esta diferengca de Jocus tornou-se demonstravel apenas
recentemente, com a melhoria das técnicas de investigagdo molecular e com a
anadlise de séries mais numerosas de pacientes afetados. A propor¢cdo de
distribuicado de mutagdes entre os dois /oci era inicialmente prevista como sendo
50/50. Ao longo do tempo, diferentes investigadores tém demonstrando desde
uma relagdo de aproximadamente 50/50, até uma prevaléncia elevada de
mutagdes em TSC2 (34,39,146-148). A razdo mutacional TSC2/TSC1 em casos
esporadicos pode ser de até 4,2:1, maior do que o previsto, considerando-se as
extensbes gendmicas relativas dos genes e suas regides codificantes. Esta
observacado pode refletir uma taxa de mutagao intrinseca mais elevada para
TSC2 (4,145).

Entre os casos familiais, aproximadamente 50% dos heredogramas estéo
ligados a mutacbes em 9934 e 50% a mutacdes em 16p13.3 (4,105,149).
Considerando-se a taxa de transmissao do alelo parental mutado, em TSC2, nao
ha diferenca, isto é passagem preferencial , quer seja o alelo afetado de origem
materna ou paterna, diferentemente do que acontece em outras doencgas
genéticas, incluindo neurofibromatose 1 (150). Dados sobre TSC1 ainda nao
estdo disponiveis.

Os tipos de mutagdes encontradas no gene da tuberina incluem grandes
delecdes ( varios éxons ou o0 gene inteiro), mutagdes sem sentido, mutagdes de
sentido trocado, alteragbes da matriz de leitura, pequenas insergbes, pequenas
delecbes e alteragdes em sitios de splicing espalhados ao longo do gene
(4,34,36,39,142,143,146,148,149,151-154). A  maioria das mutagdes
identificadas (88%) séo pequenas alteragbes — 38% séo pequenas delegbes e
insercdes, enquanto que os 50% restantes sdo compostos por mutagdes de
ponto sem sentido, de sentido trocado e de splicing. As grandes delecbes e
rearranjos génicos correspondem a 12% das mutagdes identificadas, tendo sido
relatadas exclusivamente para o gene TSCZ2 (34).

Mutacdes de splicing de mRNA sabidamente ocorrem em uma grande

variedade de doencgas, representando aproximadamente 10% dos defeitos
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genéticos totais reconhecidos em todo o mundo (155). A maioria destas
mutagdes afetam os sitios consensuais doadores 5’ e os sitios aceptores 3’. A
freqUéncia e natureza das mutacdes de sitios de splicing em TSC estdo de
acordo com as estimativas gerais TSC: em TSC1 elas representam 8% e em
TSC2 sdo responsaveis por 12% das alteracdes identificadas. E sabido que
sitios de splicing, regides de bifurcagao, sequéncias promotoras ou silenciadoras
do RNA sao acompanhadas de estruturas secundarias. Pela primeria vez, Mayer
et al. (155) demonstraram que mutagdes nestas areas secundarias do mRNA
(longe do sitio 5-3’" propriamente dito), consideradas n&o criticas, tém
repercussado em pacientes clinicamente afetados por mutagcdo em TSC2.

As alteragdes encontradas no gene TSCT1 sao principalmente
microdelegbes, mutagdes sem sentido, insergbes e modificagbes de sitios de
splicing, a maioria provocando a produgao truncada da hamartina. As mutagdes
em TSC1 estdo distribuidas ao longo de toda a regido codificante do gene. A
maioria, mas nao a totalidade das mutag¢des descritas tanto para TSC1 quanto
para TSC2, causam a inativagdo da proteina codificada, quer seja por
incapacidade de transcricdo, quer seja por destruicdo precoce, ou devido a
inadequagao ao mecanismo de transporte intracelular (4,44,145). Ha evidéncias,
entretanto, de que mutagdes de sentido trocado em TSC2, afetem apenas a
funcao da tuberina na multiplas rotas metabdlicas celulares, mas permitam a
tradugéo do produto génico (140,141). Embora existam alguns warmspots para
mutagdes dentro das regides codificantes de TSC1 (éxons 15-21) e TSC2, n&o
ha hotspots claramente definidos (4,34,44,145). A demonstragcdo de que as
mutacdées em TSC17 sao significativamente sub-representadas entre os casos
esporadicos de TSC quando comparadas com a frequéncia encontrada entre os
casos familiais, sugere menores taxas de mutagdo tanto germinativas quanto
somaticas para TSC1 (44).

7.4- Mutacoes Somaticas de TSC1e TSC2

Perda de heterozigosidade alélica (LOH) tanto para o cromossomo 9q34

quanto para o 16p13.3 tem sido documentada nas lesbes do Complexo de
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Esclerose Tuberosa. Estes achados sédo consistentes com a fungdo de genes
supressores de tumor para TSC71 e TSC2 e demonstram que a auséncia de
formas funcionais de tuberina ou hamartina sdo a base da patogénese do
Complexo de Esclerose Tuberosa (3,63,141,156-162). A frequéncia de perda de
heterozigosidade, entretanto, varia amplamente entre os tipos de tumores
investigados. Angiomiolipomas renais revelam uma alta freqiéncia de LOH,
seguidos pelos rabdomiomas cardiacos. Tanto LOH quanto mutagdes
intragénicas para o gene TSC1 foram relatadas em carcinoma de células renais
associados a TSC (3). Ja as lesdes cerebrais (tuberosidades corticais e nddulos
subependimarios), ndo tém demonstrado achados convincentes de perda de
heterozigosidade (162,163).

Diferentes hipdteses para a auséncia da esperada mutagao somatica tém
sido levantadas: (a) falha em testar todos os componentes teciduais primarios do
tumor; (b) contaminagdo com células normais, ndo tumorais, especialmente
células inflamatérias recrutadas ao sitio de proliferacdo tumoral; (c)
haploinsuficiéncia, ou a perda de somente um alelo, poderia ser suficiente para o
desenvolvimento do tumor, especialmente nos tumores do SNC; como tem sido
demonstrado para outras sindromes neoplasicas tais como PTEN, p53, NF1
(4,164-166). Diante destas diferentes possibilidades, € fundamental a precisa
avaliacao de células tumorais.

A hipotese da haploinsuficiéncia alélica, como um mecanismo alternativo
ao modelo de Knudson, em lesdes do SNC do Complexo de Esclerose Tuberosa
foi detalhadamente estudada por Niida et al. (157). Neste elegante trabalho, a
utilizagdo de microscopia com microdissecgdo e captura a laser de células
isoladas, componentes dos tumores, excluiu a possibilidade de contaminacao
dos estudos de LOH por células intactas (componentes conjuntivos ou células
inflamatadrias).

O segundo evento mutacional, previsto no modelo de Knudson, também
nao foi identificado nas lesdes de SNC utilizando-se métodos t&do abrangentes
quanto analise de metilacdo de regides promotoras, analise de clonalidade

tumoral e sequenciamento direto dos genes TSC1 ou TSC2 nos tumores. Estes
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resultados, somados a achados semelhantes de estudos anteriores, corroboram
a hipétese de que haploinsuficiéncia para TSC1 ou TSC2 seja suficiente para o
desenvolvimento das lesées de SNC do Complexo de Esclerose Tuberosa. Sem
duvida, outros fatores microambientais devem estar envolvidos na génese
destas lesdes. A medida que as fungdes do complexo hamartina-tuberina sejam
explicitadas e comprovadas in vivo, o comportamento e desenvolvimento de
tuberosidades corticais, nédulos subependimarios e SEGAs passara a ser
melhor compreendido (145,157,160).

Perda de heterozigosidade e muta¢des somaticas envolvendo os genes
TSC1 e TSC2 tém sido investigadas em hamartomas e tumores esporadicos.
LOH e mutagbes intragénicas no Jocus TSC2 estdo descritas em
angiomiolopomas e LAMs esporadicos, mas estdo ausentes em malformacdes

neurogliais isoladas (167-169).

7.5- Mosaicismo dos Genes TSC71e TSC2

O Complexo de Esclerose Tuberosa é considerado uma patologia de alta

penetrancia, mas com espectro muito variavel de manifestacdes clinicas.
Relatos de aparente nao-penetrancia, em familias com mais de um filho afetado
e pais clinicamente normais, sugeriram a existéncia de mosaicismo gonadal
parental, como ocorre em varias outras doencas genéticas autossémicas
dominantes (32,170-172).

Existem diversas comprovag¢des de mosaicismo tanto germinativo quanto
somatico para os loci TSC1 e TSC2 na literatura. Mosaicismo somatico pode
estar presente em 10% ou mais dos casos de Complexo de Esclerose Tuberosa
atribuidos a mutagdes novas, impondo um desafio ao diagndstico molecular de

afetados e ao aconselhamento genético de casais em risco (32,170-173).

7.6- Relacdo Gendtipo/Fendtipo em TSC

Ha uma grande controvérsia na literatura sobre a relagdo gravidade/
espectro de manifestacdes em pacientes com Complexo de Esclerose Tuberosa

e 0 gene mutado, TSC7 ou TSC2. Outro ponto de discussao associado a este é
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a relagdo entre tipo de mutagdo, manifestagbes clinicas e heranga (casos
familiais ou esporadicos), do mesmo gene afetado.

O primeiro grande estudo com este objetivo investigacional (152),
demonstrou que o comprometimento cognitivo/ retardo mental era
significativamente menos frequente entre pacientes com mutagdo em TSCT;
sugerindo uma possivel explicagéo para a sub-representagao de casos de TSC1
entre os casos esporadicos do Complexo de Esclerose Tuberosa — maior
possibilidade reprodutiva. Em média, as mutagdes TSC7 seriam mais brandas
do que as de TSC2, provocando menor grau de comprometimento mental.
Assim, cada novo caso esporadico de TSC1 teria uma maior chance de fundar
uma familia, quando comparado a pacientes com mutagbes TSC2. A
identificacdo de mutagdes TSC7 também estaria reduzida na populagdo de
casos esporadicos devido ao fenétipo mais leve.

Comprometimento cognitivo/ retardo mental foi escolhido como medidor
de gravidade por tratar-se de um achado “‘maior” e por ser facilmente
documentavel desde os primeiros meses de vida; ao contrario de varias outras
manifestacbes de TSC que sao dependentes da idade. O numero de casos
familiais de TSC71 com comprometimento cognitivo/ retardo mental foi muito
pequeno para ser avaliado independentemente (152). Quando analisados
conjuntamente com os casos esporadicos de TSC1, a prevaléncia de déficit
mental foi menor do que a encontrada na totalidade dos casos TSCZ2. Nenhuma
associagao entre tipo de mutacao e retardo mental foi encontrada (147,152).

No estudo de van Slegtenhorst et al. (153), os pacientes foram
primeiramente classificados quanto a presenca e gravidade das lesbes mais
frequentes de TSC: lesbes de pele, SNC, rim e coragdo. Nao houve diferenca
entre o tipo de mutagédo encontrada e maior gravidade da doenga. Também nao
houve diferenga entre a gravidade dos casos familiais e esporadicos, ou das
mutacdes entre eles. Seis pacientes apresentaram a mesma mutacido, sendo
tanto a presenga quanto a gravidade das manifestagcbes extremamente variavel
entre eles, independentemente de serem casos esporadicos ou familiais. Os

pacientes TSC1 nao foram mais graves do que a populacédo de TSC em geral.
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Kwiatkowska et al. (144) compararam tanto a incidéncia quanto a
gravidade do retardo mental entre casos esporadicos de TSC1 e a totalidade da
coorte de casos esporadicos. Nao foi encontrada diferenga significativa, quer
para incidéncia ou gravidade do comprometimento intelectual, quer para
qualquer outra manifestacao clinica maior, entre TSC1 e TSC2.

Niida et al. (148) investigaram pacientes similarmente avaliados e
classificados para manifestagbes de TSC: retardo mental, lesbes de pele,
comprometimento cardiaco e renal. Nao foi encontrada qualquer relagao
significativa entre gene afetado, tipo de mutagdo e gravidade/ espectro de
manifestagdes clinicas. Ao contrario dos achados de Jones et al. (147), trés dos
4 casos esporadicos de TSC1 apresentavam retardo mental.

Outro extenso estudo (224 casos), utilizou indices detalhados para
avaliacao e classificacdo de manifestacdes clinicas de TSC. Casos esporadicos
causados por mutagdes em TSC1 tiveram, em média, fenétipo mais leve do que
os provocados por mutacbes em TSC2. Os pacientes TSC71 apresentaram
menor frequéncia de convulsdes e de retardo mental (moderado a grave), menor
numero de nddulos subependimarios e tuberosidades corticais, envolvimento
renal mais leve e angiofiboromas faciais menos graves. Embora houvesse
sobreposi¢ao do espectro de achados clinicos entre mutagdes TSC7 e TSC2,
alguns achados (hamartomas de retina, angiomiolipoma hepatico, placas
frontais, cistos e angiomiolipomas renais graves), foram muito raros ou
totalmente ausentes em pacientes TSC1. Tanto mutagbes germinativas quanto
somaticas pareceram ser menos comuns em TSC1 (34).

Uma vez que a expressao fenotipica varia amplamente em pacientes
com TSC, mesmo entre membros da mesma familia, com a mesma mutagao
germinativa, € bastante provavel que outros eventos moleculares, tais como
mosaicismo, natureza e frequéncia do segundo evento mutacional, efeito de
genes modificadores ou de fatores ambientais, possam contribuir
significativamente para estas diferencas. Claramente, mais estudos clinicos,

melhor compreensdo das fungcbes do complexo hamartina-tuberina e de sua
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interagdo com as diversas rotas metabdlicas de controle de crescimento e

diferenciacao celulares sdo necessarios.

8. Genes Homodlogos e Modelos Animais de TSC

Existem modelos de camundongo e Drosophila com alelos mutantes tanto
para TSC1 quanto para TSC2. Além disso, existe uma raga de rato
naturalmente mutante para o gene TSC2, o rato Eker. A identificagdo de genes
homologos e a possibilidade de manipula-los teve, e continua tendo, um papel
fundamental na identificacdo e demonstracdo de funcbes para tuberina e

hamartina.

8.1- Modelo Natural em Rato

O rato Eker foi originalmente descrito, em 1954, como um modelo
hereditario autossémico dominante de adenomas e carcinoma renais. As lesdes
renais variavam em morfologia, incluindo cistos usuais, cistos com proje¢des
papilares e adenomas solidos, identificados ja a partir dos quatro meses de
idade (174). Ha 100% de penetrancia para as lesdes renais em ratos Eker.
Achados em outros 6rgaos variam consideravelmente, inclusive no tempo, como
as lesdes em humanos: a) adenomas pituitarios (55% dos ratos aos dois anos);
b) leiomiomas e leiomiosarcomas uterinos (47%-62% das ratas entre 14 e 24
meses); ¢) hemangiomas esplénicos (23%-68% dos ratos entre 14 e 24 meses);
d) hamartomas cerebrais (62% dos ratos entre 18 e 24 meses), lembrando os
nodulos subependimarios da TSC humana (175-177). As lesbes cerebrais em
rato também apresentam células-balao (imunoreativas para GFAP e para outros
marcadores gliais e astrociticos), e neuronios dismorficos (4).

Estudos de ligacdo localizaram o gene causador da doenga no
cromossomo 10 do rato, sinténico ao cromossomo humano 16p13 (178). A partir
da definigdo do TSC2 em 16p13.3 em humanos, foi identificada uma mutacao do
tipo insercdo no gene do rato, causando truncagem do mRNA e da proteina
resultante (116,179,180). A transfecgdo de plasmidios codificantes para

tuberina, em linhagens de células de carcinoma renal de ratos Eker, suprime o
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crescimento e a morfologia anormais, um resultado consistente com o papel do
gene Tsc2 como responsavel pelo fenétipo da doenca em Eker (181,182). A
geracao de ratos Eker transgénicos (com uma copia adicional do alelo selvagem
Tsc2), demonstrou que o transgene compensava completamente o alelo
mutado, de forma dose-dependente, proporcionando uma base sodlida para o
modelo de Knudson na inativacdo de Tsc2 e consequente desenvolvimento de
tumores nos ratos (183). Perda de heterozigosidade alélica também é
demonstrada em tumores Eker, reforcando a fungdo supressora de tumores de
Tsc2 (176,184,185). Embrides nulos para o gene Tsc2 (Tsc2 EkK/EK) morrem em
idade embrionaria (E) de 10-12 dias apresentando disrupgédo do crescimento e

do desenvolvimento do neuroepitélio (186).

8.2 — Modelos Knockout tsc1 e tsc2 em Camundongos

A geragao de camundongos com disrup¢cdo do gene Tsc?1 ou Tsc2
provocou a expressao de fenotipos similares aos do rato Eker (187-190). Tanto
em camundongos Tsc1™ quanto Tsc2*, ha desenvolvimento de cistoadenomas
renais bilaterais, levando a progressao para carcinoma de células renais em 5%-
15% dos animais entre 18-24 meses (44). Hemangiomas hepaticos s&o vistos
em até 50% dos animais, com maior gravidade nas fémeas; assim como
angiosarcomas periféricos, embora em baixa freqiéncia. Lesbes cerebrais nao
foram identificadas em camundongos (188).

Embrides nulos para Tsc1 ou Tsc2 morrem no meio da gestagao (E10.5-
E12.5), exibindo retardo de crescimento, hipoplasia hepatica, hipertrofia cardiaca
e anemia (188,191). Camundongos knockout condicional para Tsc?1, com
auséncia de expressao de tuberina especificamente em astrocitos, demonstram
crises convulsivas, eletroencefalograficamente detectaveis, a partir do primeiro
més de vida, morrendo a partir do terceiro ou quarto més. Os animais
apresentam aumento do numero de astrocitos e organizagao laminar anormal do
cérebro (192).
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8.3 — Homodlogo TSC em Drosophila

O gene de Drosophila gigas codifica o homoélogo do TSC2 humano. As
proteinas dos genes TSCZ2 e TSC1 humanos sao 26% idénticas e 46% similares
as proteinas homologas em Drosophila. O maior grau de similaridade (53%)
encontra-se na sequéncia de 164 aminoacidos que compreende o dominio
rap1GAP do gene TSC2 (117). Inativagdo de tsc1 ou de tsc2 da origem a
fendtipos idénticos, com organogénese e diferenciagédo celular normal, mas com
aumento do tamanho do 6rgdo (olho e asa), devido a aumento do tamanho
celular, mas com quantidade normal de DNA.

A falta de tsc1 ou de tsc2 resulta na alteracdo do ciclo celular,
caracterizada pela reentrada das células afetadas nos estagios de divisdo e
crescimento (de G1 para S e G2), enquanto as células normais permanecem
quiescentes (117,193). O aumento da expressdao de fsc1 ou de tsc2,
individualmente, ndao tem efeito fenotipico demostravel. Entretanto, sua
expressdo aumentada conjugada resulta em olhos pequenos com menor
nimero de omatideos (126,127). Tanto o gendtipo tsc? ” quanto tsc2 ” sdo
letais embrionarios (117,193).

A presengca de homodlogos de TSCT1 e TSC2 em Drosophila sugere a
existéncia e agdo dos mesmos mecanismos de controle celular em humanos e

moscas, cuja disrupgao pode levar ao desenvolvimento de tumores.

9. Expressao Celular de Hamartina e Tuberina

O transcrito do gene TSC2 (mRNA), bem como sua proteina (tuberina),
sdo amplamente expressos em varios tipos celulares, incluindo células epiteliais,
linfécitos e glandulas enddécrinas, tanto em pacientes com Complexo de
Esclerose Tuberosa e em controles normais, quanto em tecidos murinos
afetados e normais (136,194-198). Padrao similar de expressao é também
observado para o transcrito do gene TSC7 e para sua proteina, hamartina
(72,136,139,198-200).
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A andlise fracionada de componentes celulares revelou a presenca de
tuberina e hamartina preferencialmente no citoplasma, mas com identificagao
também em P100 (fragdo contendo membrana plasmatica e membranas
vesiculares, como Golgi e endossomos), e na fragdo com componentes do
citoesqueleto, mas minima no nucleo (114,137,201). O padrao de expressao em
imunoistoquimica é usualmente de pontilhado perinuclear para tuberina (202) e
de pontilhado citoplasmatico difuso para hamartina (137), com co-localizagao de
ambas as proteinas (136).

Usualmente as lesdes renais (angiomiolipomas), apresentam minima a
inexistente marcagao com anticorpos especificos anti-tuberina e anti-hamartina
(197). Entretanto, alguns angiomiolipomas cuja mutacdo germinativa € TSCT,
podem apresentar imunoreatividade para o produto do gene TSC2 (tuberina), e
vice-versa (203). Analise da localizagdo das proteinas ligadas a TSC em tecido
renal, tanto humano quanto murino, revelaram expressao abundante no néfron
distal. A hamartina, diferentemente da tuberina, também é expressa no ramo
ascendente expresso da algca de Henle e nas células justa-glomerulares, onde
se co-localiza com renina. Esta especificidade de expressdo em células
polarizadas especializadas sugeriu um papel para as proteinas TSC no controle
das bombas de prétons renais (136,198). A expressdo de tuberina e de
hamartina em miocardio sadio de pacientes com TSC usualmente nao difere
daquela encontrada em tecido normal de controles: positiva para miocitos e
células endoteliais. Nos rabdomiomas cardiacos, entretanto, ha distinta redugao
de imunoreatividade (197).

A analise imunoistoquimica de angiofiboromas, utilizando-se anticorpos
anti-tuberina, anti-hamartina e anti-fatores de crescimento angiogénicos (fator de
crescimento basico de fibroblastos [b-FGF], fator de crescimento endotelial
vascular humano [VEGF], fator de crescimento de células endoteliais derivado
de plaquetas [PD-ECGF]), revelou que células intersticiais, com perda de
expressdo de tuberina, apresentam estimulo angiogénico muito importante,
corroborando a idéia do envolvimento do complexo tuberina/lhamartina na

proliferagao e divisao celulares (204).
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Tanto tuberina quanto hamartina sdo expressas em neurbnios e
astrocitos, quando estes estao fisicamente intactos (139). As lesdes no sistema
nervoso central sdo as que apresentam os achados mais discrepantes. Dentre
os diversos estudos publicados, a intensidade de expressao tanto de tuberina
quanto de hamartina tem sido extremamente variavel, o que nado é de todo
inesperado, ja que os relatos a respeito da histologia e citologia das lesbes de
SNC do Complexo de Esclerose Tuberosa também encontraram populacdes de
células em estagios variados de diferenciagao e capacitagéo.

Os corpos celulares de neurbnios e astrocitos normais, geralmente
apresentam marcacgao perinuclear. Os neurénios anémalos podem apresentar-
se tanto com marcagdo muito mais intensa, quanto com marcagado minima,
quando comparados com tecido normal circundante a lesdo, ou com tecido de
pacientes controles normais. Da mesma forma, as células-baldo nas
tuberosidades  corticais sao descritas como  apresentando tanto
hiperpigmentacdo quanto pigmentacdo minima em diferentes relatos
(67,72,139,162,197,199,205). Algumas células com caracteristicas morfologicas
neuronais tém alta reatividade a hamartina, mas nenhuma reatividade a
tuberina; enquanto que grupos adjacentes de células morfologicamente
idénticas, demonstram expressao tanto de hamartina quanto de tuberina (200).

A expressao temporal dos produtos dos genes TSC1 e TSC2 varia com a
idade, tanto em humanos quanto em ratos e camundongos normais. No sistema
nervoso central, a imunoreatividade aumenta a medida que os fetos vao se
desenvolvendo, atingindo expressdes mais elevadas na vida pds-natal. Durante
a vida intra-uterina, a expressao tanto de hamartina quanto de tuberina, vai
decrescendo em tecido cardiaco e renal, sendo menor ainda no periodo pds-
natal (195,200,206). O ¢6rgdo apresentando positividade mais intensa para
tuberina e hamartina na vida intra-uterina é o coragao (195). No cérebro com
TSC, a expressao comparativa de tuberina e hamartina, de acordo com a idade,
€ reduzida tanto nos SEGAs quanto nas tuberosidades corticais. Os
angiomiolipomas renais também revelam comparativamente menos proteina
(195,200,206).
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A secregdo de proteinas envolvidas na montagem da matriz celular
(fibronectina, laminina e tenascina), € marcadamente diminuida em fibroblastos
de lesdes cutaneas de TSC (placa frontal, fiboroma em pescogo e fibroma
ungueal). Estes achados sugerem que o espessamento da pele, caracteristico
das lesdes cutaneas em TSC, possa ser devido, a erros de distribuicdo e
expressao de componentes criticos da matriz extracelular (207).

E interessante, também, o padrdo da expressdo de neurotrofinas em
tuberosidades corticais. Neurotrofinas e seus receptores fazem parte de uma
familia de proteinas que medeiam proliferacdo, diferenciagdo, migracéo e
crescimento de processos axonais/ dendriticos durante o desenvolvimento
cortical. Kyin et al. (208), demonstraram expressao alterada de diversas
neurotrofinas em cérebros de pacientes com TSC, o que pode contribuir para a
formacdo de tuberosidades corticais e de heterotopias neuronais durante a
organogénese.

A integracdo dos achados de imunoistoquimica e de analise de
fracionamento, sugere um papel para as proteinas TSC no transito e no controle
da endocitose celular (194,201,209,210). No caso do sistema nervoso central,
em vista dos varios dominios estruturais e funcionais diferentes nas duas
proteinas, da interagdo da hamartina com proteinas especificas do citoesqueleto
e da integracado destas diversas proteinas com rotas de controle de migracgao,
diferenciagao e formagao de conexdes sinapticas, temos evidéncia clara de um
papel importante das proteinas TSC na arquitetura e integragdo funcional

cerebral.

10. Fungoes Metabdlicas de Hamartina e Tuberina

As multiplas pistas coletadas ao longo de pelo menos uma década de
estudos moleculares, bioquimicos e funcionais, tanto dos genes TSC1 e TSC2
humanos, quanto dos homologos em ratos, camundongos e Drosophila; bem
como os estudos de expressao proteica e de imunoistoquimica de tecidos

normais e de lesdes, levaram a recente integracado dos varios papéis previstos
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para o complexo hamartina-tuberina em rotas de controle, divisdo e crescimento
celular.

Certamente ainda existem muitos pontos obscuros ou totalmente
desconhecidos sobre a ativacao, inativagao e interagcdo do complexo com outras
possiveis rotas metabdlicas. Entretanto, estudos tanto em pacientes com TSC
quanto em pacientes com outras sindromes hamartomatosas e de
linfangioleiomiomatose isolada, estao revelando o papel extenso e fundamental
dos produtos génicos de TSC1 e TSC2 na correta orquestragcédo celular (124-
126,130,134,211-213). Interacbes tém sido comprovadas com a cascata
receptor de insulina/PISK/PKB/Akt/S6K, com mTOR, com as proteinas 14-3-3,
com as proteinas integrantes do citoesqueleto celular ERM e NF-L no sistema
nervoso central, e com membros da superfamilia de receptores de hormoénios
esterdides, através de Célcio e  Calmodulina (CaM) (5,124-
126,129,130,134,211,214). Figura 4

Os genes do Complexo de Esclerose Tuberosa fazem parte da rota INR
(receptor de insulina)/ PI3K/ Akt/PKB/ TSC1/ TSC2/ S6K, inibindo a ativagédo da
divisdo e crescimento celulares desencadeados pela ativacdo de S6K. Estudos
recentes indicam que o gene supressor de tumor TSCZ2 funciona como
antagonista da ativacdo de S6K, uma inibicao que é liberada com a fosforilagao
da tuberina, mediada por PKB (215-218). As proteinas quinases estimuladas por
fatores de crescimento e por insulina: proteina quinase B (PKB)/Akt e p70 S6
quinase ribossémica (S6K) sao reguladoras cruciais do crescimento celular (8).

TSC1 e TSC2 preenchem uma lacuna na cascata de controle celular a
partir de PI3K (Class 1A phosphatidylinositide-3-OH kinase). PI3K nomeia uma
familia grande de subunidades reguladoras p85 e cataliticas p100 (7,216,218).
Em células normais, o complexo TSC1/TSC2 funciona como inibidor de mTOR
(mammalian target of rapamycin). Quando a célula é estimulada a crescer por
fatores de crescimento, nutrientes ou insulina, a ativacdo de PKB/Akt leva a
fosforilagdo da tuberina o que, consequentemente, leva a inativagao da atividade
inibitéria do complexo TSC, através de varios mecanismos: redugao da

atividade, redugdo da ligagdo de TSC71 a TSCZ2 (como demonstrado em
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Drosophila), ou redugdo da meia-vida das proteinas hamartina e tuberina
(8,118,145,219).

Analise genética em Drosophila revelou evidéncias robustas de que tsc1
e tsc2 regulam o tamanho celular através da via receptor de insulina/
fosfoinositideo 3-quinase/Akt/S6 quinase (117,126,127,193).

Nas células onde ha auséncia de TSC7 ou de TSC2, quer seja devido a
ocorréncia espontanea do Complexo de Esclerose Tuberosa, quer seja por
manipulagdo dos genes em linhagens celulares (dele¢ao ou inativagao dos sitios
de fosforilagdo da tuberina alvos do PKB [ Ser 939 e Thr 1462, por exemplo]), a
atividade do mTOR ¢é varias vezes maior do que o normal, mostrando redugao
de responsividade a sinais que normalmente regulam seu funcionamento, via
ativacao de PI3K (118,145,219).

Além do controle exercido pelo complexo TSC sobre mTOR, este também
sofre influéncia de outros fatores metabdlicos tais como ATP (220), acido
fosfatidico (221) e aminoacidos (222), na auséncia do estimulo TSC1/TSC2
(145,219).

A rapamicina € um macrolideo inibidor de mTOR que bloqueia a
fosforilagao de S6K, tanto em células deficientes em TSC2, quanto em células
normais. A proliferacdo de células TSC2 " parece ser altamente sensivel a
rapamicina (223). A rapida defosforilagdo dos substratos do mTOR, S6K e 4E-
BP1, que ocorre em resposta ao tratamento com rapamicina em células nulas
para Tsc1 ou Tsc2 derivadas de ratos Eker, sugere que este possa ser de
grande auxilio terapéutico para pacientes com TSC e pacientes com LAM. A
rapamicina, entretanto, tem agao sobre o mTOR, que esta em posicao distal a
do complexo hamartina/tuberina, ndo tendo efeito sobre a fosforilagdo provocada
no complexo (e consequente inativagdo), causada pela agregacado de PBK/Akt a
tuberina (139,210).

Estudos clinicos com rapamicina em pacientes de TSC e em pacientes de
LAM s&o esperados brevemente (44).

Além da rota PI3K/PKB/Akt/S6K, tuberina e hamartina interagem com as

proteinas 14-3-3. Estas sdo pequenos polipeptideos acidos expressos em
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células eucarioticas que interagem especificamente com proteinas fosforiladas,
facilitando o controle da atividade destas proteinas (129). As proteinas 14-3-3
podem tanto desfazer quanto promover interagdes entre proteinas. Além desta
propriedade, os membros da familia 14-3-3 funcionam como inibidores da
importagdo de fatores/ mesageiros para o nucleo, impedindo a ativagdo do
processo de transcrigdo (129).

Hamartina e tuberina parecem atuar no controle do crescimento celular
regulando negativamente a progressao do ciclo celular. A perda de fung¢ao, quer
da hamartina, quer da tuberina, causa encurtamento da fase G1 e
prolongamento da fase S, com aumento do numero de mitoses e consequente
proliferacdo celular (122,213,224). As proteinas do complexo TSC1/TSC2
também estabilizam os niveis de p27KIP (cyclin-dependent kinase inhibitor p27),
cuja acao sobre as quinases ciclina-dependentes promove a aceleragao do ciclo
celular (225,226).

Evidéncias recentes envolvem tuberina e hamartina em mais uma area do
controle celular: adesdo e mobilidade. A interagdo da hamartina com o
neurofilamento-L e com as proteinas ERM no sistema nervoso central aponta
para uma participagdo no direcionamento e progressdo de axénios e dendritos,
ja que tanto NF-L quanto ERM s&o fundamentais para o citoesqueleto e para o
cone de crescimento neuronal (130,134).

O sistema nervoso central continua sendo a ultima fronteira de
investigacdo dos papéis/ efeitos do complexo hamartina/tuberina. Embora, em
linhas gerais, as células do SNC sigam os mesmos mecanismos de controle das
células de outros 6rgéos, a complexa arquitetura, o processo de migragao e a
baixa taxa de divisdo dos componentes do sistema nervoso central, sugerem
atividades ou interacdes especificas de TSC1/TSC2 com fatores do
microambiente neuronal. A proteina PTEN, mutada ou inibida em varias
sindromes hamartomatosas familiais, poderia ser a causa da formacédo de
lesbes do Complexo de Esclerose Tuberosa no encéfalo, onde nenhuma

mutacgéo dos genes TSC1 ou TSC2 é encontrada (135,145). Figura 4
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Figura 4: Rotas de Interagdo Metabodlica de Hamartina/Tuberina
(adaptado de Krymskaya, 2003 [118])
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Fig 4. Interagcdes metabdlicas do complexo tuberina/hamartina. Estimulagdo da PI3 quinase por
fatores de crescimento, provoca ativagdo de Akt/PKB, levando a fosforilagdo da tuberina e
consequiente liberagdo do controle inibitério sobre S6K. Em paralelo, o complexo
hamartina/tuberina regula negativamente a ativagdo do mTOR mediada por nutrientes e a
fosforilagdo de 4E-BP1. Separadamente,ou em complexo, a tuberina fosforilada associa-se as
proteinas 14-3-3; a hamartina se liga as proteinas ERM, ao neurofilamento-L, e regula Rho.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

. Analisar o espectro mutacional germinativo dos genes TSC71 e TSC2 em

pacientes afetados pelo Complexo de Esclerose Tuberosa.

. Analisar e identificar a natureza do segundo evento mutacional (mutagao
somatica) em lesées do Complexo de Esclerose Tuberosa disponiveis,

especialmente lesdes do SNC.

. Verificar a Perda de Heterozigosidade Alélica em lesdes tumorais do

Complexo de Esclerose Tuberosa.

. Estabelecer a relagdo entre fendtipos e gendtipos dos pacientes

analisados.

. Estabelecer padroes de expressao para Hamartina e Tuberina tanto nos
diferentes tipos celulares, quanto em topografia intracelular, nos
hamartomas disponiveis no Banco de Tumores da Molecular
Neurogenetics Unit (MNU), Massachusetts General Hospital, Harvard
University, USA.
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ABSTRACT

Introduction: Tuberous Sclerosis Complex (TSC), an autosomal dominant
disease caused by mutations in either TSC1 or TSC2 tumor suppressor genes, is
characterized by development of hamartomas, preferentially in kidneys, heart
and in the central nervous system (CNS). There are various cutaneous
manifestations, including multiple hypomelanotic macules, facial angiofibromas
and periungual fiboromas. TSC occurs in both familial and sporadic patterns.
Among the familial cases, causative mutations in TSC71 and TSCZ2 are equally
distributed. In sporadic cases, however, TSC2 can account for up to 2/3 of the
diagnosed patients. Review of specific literature reveals an ongoing controversy
regarding causative gene and its association with phenotypic severity in TSC,
with a suggestion of TSC2 patients being more severely affected, presenting
higher frequencies of seizures, mental retardation and autism. Methods: We
screened 46 patients clinically diagnosed with TSC, using SSCP, direct
sequencing, and long range PCR in order to identify their germline mutations.
Additionally, five cortical tubers were analyzed via LOH and long range PCR in
an effort to identify their second hit mutation (somatic mutation). Results: We
found a statistically significant under-representation of TSC71 germline mutations
among sporadic cases of Tuberous Sclerosis Complex (P= 0,03; Fisher's exact
test), but an equivalent distribution of TSC7 and TSC2 in familial cases (P>0,05).
There were no statistically significant differences between phenotypes developed

by patients with TSC7 or TSCZ2 mutations. Conclusions: In contrast to kidney
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angiomyolipomas and cardiac rhabdomyomas caused by TSC, the five cortical
tubers analyzed here showed no loss of heterozygosity (LOH), for a panel of 8
microsatellite markers scanning TSC1 and TSC2, supporting the hypothesis of

haplo-insufficiency being enough for TSC lesion development in the CNS.

MeSH Terms: Tuberous Sclerosis Complex, Hamartoma, TSC1, TSC2.
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INTRODUCTION

Tuberous Sclerosis Complex (TSC) (OMIM# 191100) belongs to a group
of genetic neurocutaneous disorders of autosomal dominant inheritance, known
as phakomatoses. The group includes von Hippel-Lindau syndrome,
Neurofibromatosis types 1 e 2, and Basal Cell Nevus Syndrome, among others
(OMIM). TSC is a multi-systemic disorder characterized by the presence of
benign, hypertrophic lesions called hamartomas, which preferentially target brain,
skin, kidneys, heart and bones. The unpredictable distribution of lesions in each
patient is responsible for the disease’s ample phenotypic spectrum (Gomez et al.
1999). Despite the majority of clinical manifestations being secondary to
hamartoma formation, truly neoplasic lesions can develop, especially affecting
kidneys and brain (hamartoblastomas). Malignant transformation rates, however,
are comparatively low, 1-10% (Roach and Delgado 1995; Wilson et al. 1996; Al-
Saleem et al. 1998; Roach et al. 1998). Examples of hamartomas include
subependymal nodules, kidney angiomyolipomas (AMLs), and cardiac
rhabdomyomas (Au et al. 1998; Eble 1998; Gomez et al. 1999).

Tuberous Sclerosis Complex can also present with a different group of
lesions, classified as hamartias — areas of misaligned, misarranged dysplastic
cells, but appropriate for the organ or tissue involved. The lesion is
circumscribed, and the undifferentiated cells do not multiply or grow more rapidly
than the normal cells of the organ. Examples of hamartias include cortical tubers,
neuroglial heterotopias, and renal cysts (Roach et al. 1998; Gomez et al. 1999;

Scheithauer and Reagan 1999).
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Virtually any organ or tissue can be affected by Tuberous Sclerosis
Complex lesions, with highly variable combinations of clinical findings, even
among family members. Some TSC manifestations can be present at birth
(cortical tubers, subependymal nodules), or be prenatally identified via
morphological ultrasound  and/or  fetal  echocardiography  (cardiac
rhabdomyomas). Other TSC complications tend to develop later in life, such as
kidney  angiomyolipomas, and pulmonary lymphangioleiomyomatosis
(Kwiatkowski and Short 1994; Nir et al. 1995; Weiner et al. 1998; Gomez et al.
1999).

Approximately 96% of TSC patients have one or more skin lesions, 90%
present signs or symptoms of brain involvement, 84% currently have or have had
seizures, nearly 70% develop pathological findings in the kidneys, and
approximately 50% suffer from retinal hamartomas (Gomez et al. 1999).
Hamartomas can also be detected in liver, spleen, and stomach, but in a much
lower frequency then that found for kidney involvement (Kwiatkowski and Short
1994; Weiner et al. 1998; Kim et al. 2000). Between 50% and 60% of TSC
affected children are diagnosed with autism, or present autistic behaviors. A
similar percentage of the patients (60%-66%), are moderately to severely
mentally challenged, a finding closely associated with presence of epilepsy and
age of onset of TSC manifestations (Curatolo et al. 1991; Kwiatkowski and Short
1994; Smalley et al. 1994; Au et al. 1998; Weiner et al. 1998).

Tuberous Sclerosis Complex has an incidence of 1:6000 births, with

sporadic cases, due to new mutations, accounting for up to 75% of the patients
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(Weiner et al. 1998). The remaining cases present familial patterns of
inheritance. Linkage studies revealed the existence of genetic heterogeneity for
TSC, with different loci associated with the disease. Subsequent investigations
achieved the identification and sequencing of the two genes associated with
Tuberous Sclerosis Complex, mapping to chromosomes 9934 and 16p13.3,
respectively TSC1 (OMIM # 605284) and TSC2 (OMIM # 191092) (Fryer et al.
1987; Kandt et al. 1992; Povey et al. 1994).

The TSC1 gene is composed by 21 coding exons and 2 leader exons (van
Slegtenhorst et al. 1997). TSC2 has 41 coding exons, with multiple
transcriptional isoforms, because of the alternative splicing of exons 25, 26 and
31 (Xu et al. 1995; Olsson et al. 1996); and 1 leader exon (1a) encoding a core
promoter sequence (Maheshwar et al. 1996; Kobayashi et al. 1997). Each locus
associated with Tuberous Sclerosis Complex accounts for approximately 50% of
the detected familial cases (Kwiatkowski et al. 1993). Among sporadic cases,
however, distribution of mutational rates between the two loci is extremely
variable, with different investigators reporting from a 50/50 ratio, to a prevalence
of 75%, in favor of TSC2 mutations (Au et al. 1998; Jones et al. 1999; Niida et al.
1999; Dabora et al. 2001).

This discrepancy of findings generated a heated debate in the literature
regarding disease severity/ mutational spectrum in TSC patients, and their
mutated gene, TSC7 or TSC2. Another point of content, related to this
controversy, is the association of mutation type and clinical findings in familial

and sporadic cases, harboring the same mutated gene. Extensive and equally
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well conducted studies have demonstrated from a more severe TSCZ2 related
phenotype in sporadic cases, to total absence of genotypic/phenotypic
associations (Jones et al. 1997; Jones et al. 1999; Niida et al. 1999; van
Slegtenhorst et al. 1999).

TSC1 encodes a highly evolutionarily conserved 130 kDa protein, named
hamartin, without significant homology to other mammalian proteins (Krymskaya
2003). TSC2 codes for a 200 kDa protein, denominated tuberin (Nellist et al.
1999). Hamartin contains a transmembrane domain spanning amino acids (aa)
127-144, as well as a coiled-coil region coded by aa 719-998 (van Slegtenhorst
et al. 1997). Tuberin shows partial homology to the catalytic domain of Rap1
GTPase-activating protein (GAP), at its C-terminal region. Tuberin also presents
mild in vitro Rap1a and Rab5 GTPase- activating protein activity (Wienecke et al.
1995; Xiao et al. 1997). The product of TSC2 has been shown to interact with
rabaptin 5, a binding partner of Rab), active in endocytosis regulation (Xiao et al.
1997). Tuberin takes part in the regulation of cell cycle, as well as demonstrated
in both mammalian and Drosophila cells (Soucek et al. 1997; Soucek et al. 1998;
Ito and Rubin 1999; Tapon et al. 2001). Aside from all these interactions, loss of
tuberin causes inactivation of p27kip1, an inhibitor of cyclin-dependant kinase;
due to ineffective transportation of the protein from nucleus to cytoplasm (Soucek
et al. 1998). The C-terminal region of tuberin has been identified as a specific
interactor for steroid hormones receptors (Henry et al. 1998).

Hamartin and tuberin interact in vivo, supporting their participation in at

least one common metabolic pathway (Plank et al. 1998; van Slegtenhorst et al.
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1998; Gutmann et al. 2000; Murthy et al. 2000; Catania et al. 2001). This
interaction is mediated by hamartin amino acids 302-430 and tuberin aa 1-418
(Hodges et al. 2001).

Loss of allelic heterozygosity (LOH) for chromosomes 16p13.3 e 9934 has
been demonstrated in lesions of Tuberous Sclerosis Complex, a finding
consistent with tumor suppressor gene roles for both TSC7 and TSC2
(Carbonara et al. 1994; Green et al. 1994; Henske et al. 1996; Sepp et al. 1996;
van Slegtenhorst et al. 1997). LOH ascertainment, however, is extremely variable
among the various types of lesions found in TSC. While loss of heterozygosity is
frequently observed in kidney angiomyolipomas, similar findings are quite rare in
other lesions, especially those involving the central nervous system (CNS)
(Henske et al. 1997; Au et al. 1999; Niida et al. 2001).

The hypothesis of allelic haplo-insufficiency as an alternative explanation
to the Knudson model (1971) for tumor suppressor genes, in CNS lesions of the
Tuberous Sclerosis Complex, has been studied in detail by Niida et al. (2001).
The second hit event, anticipated by the Knudson model, was not identified in
TSC brain lesions employing such encompassing methods as promoter
methylation analysis, clonality analysis, and direct sequencing of both TSC1 and
TSC2 genes in a panel of tumors (Niida et al. 2001). The results of this finely
crafted study, along with similar reports from other investigators, corroborate the
hypothesis of allelic haplo-insufficiency of either TSC71 or TSCZ2 being sufficient to
cause the development of CNS lesions in patients with Tuberous Sclerosis

Complex. As the functions of the hamatin-tuberin complex become better
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understood and proved in vivo, the behavior and developmental characteristics of
cortical tubers, subependymal nodules, and subependymal giant-cell
astrocytomas (SEGAs) can be elucidated and used in therapeutic strategies
(Henske et al. 1996; Niida et al. 2001; Kwiatkowski 2003).

Our goals in this study were: (a) to determine the type, number and
distribution of TSC71 and TSCZ2 mutations, in a cohort of unselected
Tuberous Sclerosis Complex patients; (b) to investigate possible genotypic/
phenotypic associations; (c) to investigate the presence of loss of heterozygosity

in brain lesions of TSC.
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MATERIALS AND METHODS

Patients

We analyzed 46 unrelated Tuberous Sclerosis Complex (TSC) patients
(38 sporadic cases and 8 familial cases), randomly selected, from genomic DNA
samples and fibroblast cell lines kept as part of the TSC Sample Bank at the
Molecular Neurogenetics Unit, Massachusetts General Hospital (MGH)-East,
Harvard University, Charlestown, EUA. The patients were referred by the TSC
Clinic at Massachusetts General Hospital, by the National Tuberous Sclerosis
Alliance, or by private physicians. All patients were clinically diagnosed with
Tuberous Sclerosis Complex according to established criteria (Roach et al.
1998). The study was approved by the MGH Institutional Review Board. All
samples were only included in the panel after written informed consent had been
obtained from patients and/or their parents or legal guardians. Throughout the
stage of sample analysis, the investigator had no knowledge of patients” clinical
histories and/or findings. Patients with at least one similarly affected relative were
considered familial cases of TSC. The maijority of cases included in the study
were from Northern European/ Caucasian extraction (84.8%). Four patients were
of Hispanic descent (8.7%), two patients were Ashkenazi Jews (4.3%), and one
patient was of Muslim Arabic ancestry (2.2%). Age distribution among cases
varied between 30 weeks of gestation and 55 years old. Four patients had their
diagnosis of TSC established prenatally, with subsequent termination of

pregnancy. Genomic DNA was extracted from all samples using standard
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proteinase K digestion, followed by phenol/chloroform extraction, and ethanol
precipitation. A panel of control samples was formed by approximately 150
samples from clinically diagnosed TSC patients, previously reported (Beauchamp
et al. 1998; Niida et al. 1999; Niida et al. 2001). We employed SPSS statistical
package version 10.0 for analysis of all variables. Categorical variables were
tested using chi-square test (x°) or Fisher's exact test. Continuous variables

were assessed with Mann-Whitney test.

Brain Lesions Samples

Five cortical tubers from 2 different patients with TSC were included in the
study (patient A: lesions 1-4, patient B: lesion 5). Patient A has had her germline
mutation (TSC2 4207delG, D1400—1410X), previously reported (Niida et al.
2001). Patient B was analyzed as part of the present study, with failure in
identifying his germline alteration. Tissue samples were obtained via autopsy or
surgery through the TSC clinic at Massachusetts General Hospital, through the
National Tuberous Sclerosis Alliance, and as referrals from private physicians.
The study was approved by the MGH Internal Review Board. For investigation of
patient A four cortical tubers, genomic DNA was extracted from tissues kept
frozen at -80° C, using standard digestion with proteinase-K, followed by
phenol/chloroform extraction, and ethanol precipitation. The fifth cortical tuber,
obtained from patient B, had its genomic DNA extracted from paraffin-embedded
tissues. In brief, after scrapping the 6-8um specimens, the material was
deparaffinized by xylene, followed by serial washes with ethanol. The tissues

were then digested in buffer (1x Tris-EDTA [pH 8,0], 0,5% Tween 20 and 1mg of
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proteinase-K /ml), at 50°C for 3-5 days, followed by phenol/ chloroform extraction

and ethanol precipitation.

Screening of Germline Mutations by SSCP

Mutational screening of the TSC7 and TSC2 genes was performed on
genomic DNA from the patients, using primer sets described previously for exons
1-41 of TSC2 (Genome Database; Au et al. 1998; Beauchamp et al. 1998; Niida
et al. 1999), and exons 3-23 of TSC1 (Genome Database; Niida et al. 1999).
Accession numbers at the Genome Database: for TSC2 - 6053944-6054026; for
TSC1 - 9866052-9866076, 9866079. These primer sets have been designed to
flank splice junctions of each coding exon. Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) was performed according to previously published
methods (Orita et al. 1989; Beauchamp et al. 1998). Briefly, 200 ng of genomic
DNA was amplified in a volume of 10ul for 30 cycles consisting of 1min of
denaturing at 94°C, 30seg — 1min of annealing at 55°C - 62°C, and 30seg - 1min
of elongation at 72°C. We employed «*’P-dCTP as radioactive tracer. Following
amplification, the samples were diluted 1:1 in buffer containing 0.05% sodium
dodecyl sulfate (SDS), 256mM disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA),
47.5% formamide, 0.05% bromophenol blue, and 0.05% xylene cyanol. The
diluted products were then denatured at 95°C for 5min and analyzed on
nondenaturing gels containing 8% polyacrylamide and 8% glycerol. The gels

were electrophoresed during 14-22h, at 6-8 W, dried, and exposed to Kodak X-
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OMAT film, for 3 hours, at -80°C (quick exposure) or for 8-12 hours (overnight),

at room temperature.

Genomic DNA Direct Sequencing

The direct sequencing process followed previously reported technique
(Beauchamp et al. 1998; Niida et al. 1999). Patient samples found to have an
SSCP mobility shift were submitted to a new amplification process. Once
reamplified, each sample was prepared for direct sequencing by combining 5-8pl
of PCR product with 1 U Exonuclease | (USB) and 2 U shrimp alkaline
phosphatase (SAP) (Amersham, Arlington Heights, IL, USA), and incubated at
37°C for 15 min, followed by 85°C for 15min. After Exonuclease I/SAP treatment,
2ul of the prepared sample was sequenced with a**P-dATP using the AmpliCycle
Sequencing Kit (Apllied Biosystems, Foster City, Ca), and the protocol supplied
by the manufacturer. The sequencing reaction was performed for 26 cycles of 1
min denaturing at 95°C, 1min annealing at 55-62°C, and 1 min elongation at
72°C, followed by termination of the reaction with stop solution (95% formamide,
20mM EDTA, 0.05% bromophenol blue, and 0.05% xylene cyanol). The samples
were then loaded on a 6% denaturing polyacrylamide gel, and electrophoresed at
80W. After drying, the gels were exposed to Kodak X-OMAT film, at room
temperature, for 12-48 hours. All TSC brain lesions had their germline mutation,

when identified, confirmed by SSCP and direct sequencing.
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Loss of Heterozyqosity (LOH) Analysis

In order to determine loss of heterozygosity (LOH) on the five cortical
tubers, we used nine chromosomal markers including D9S2126, D9S1830,
D9S1199, D9S1198 and D9S150 for TSCT; and D16S525, TSC2EcoRV, KG8
and D16S665 for TSC2 (Rose et al. 1999; Niida et al. 2001). All markers, with the
exception of TSC2 EcoRV, were evaluated by PCR amplification using o P-
dGTP, followed by separation on an 8% sequencing gel and then
autoradiography. TSC2 exon 40 polymorphism (TSC2 EcoRV), was tested by
PCR amplification, followed by enzymatic digestion with EcoRV, and visualization
using electrophoresis on a 12% polyacrylamide gel, stained with etidium bromide
and visualized with bromophenol blue. In addition, whenever possible, identified
germline mutations were used as additional LOH markers. When the germline
mutation was a small deletion, PCR products underwent electrophoresis on 8%
sequencing gel. When the germline mutation was a single-base-pair substitution,
LOH was investigated at these sites by SSCP and direct sequencing (Niida et al.
2001). In every analysis, only when the intensity, compared to that in the blood
control, of one allele was decreased > 50% was LOH scored as positive (Louis et

al. 1992).

Long Range PCR Analysis on Brain Lesions
To screen for relatively large TSC7 and TSC2 gene rearrangements on all

available hamartomas, we employed long range PCR, amplifying fragments
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between 7kb and 11kb, utilizing the Expand Long Template PCR System (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany). We used methods, conditions and
primers originally described by Jones et al. (1999), but with resynthesized
primers TSC2 7-15F, TSC2 7-17R e TSC2 26-41F, as developed by Niida et al.
(2001). After amplification, the products were electrophoresed on 0.7% agarose

gels, for 1-3 hours, at 100V.
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RESULTS

A total of 46 patients with Tuberous Sclerosis Complex were screened.
Twenty-five patients had their germline mutations identified (54.3%),
comprising three TSC1 mutations (6.5%), and 22 TSC2 mutations (47.8%)
(Table 1). No association was found between type of mutation (nonsense,
missense, frameshift or splicing), and specific phenotype. The three TSC1
mutations detected were frameshift alterations, causing the synthesis of a
truncated protein. The small number of identified TSC1 cases, however, does
not have enough statistical power to corroborate a stronger association

between TSC1 and frameshift mutations.

Analysis of eight familial TSC patients, corresponding to 17.4% of the
panel, revealed an equivalent distribution of TSC1 (2 patients), and TSC2 (3
patients) mutations, resulting in a statistically non-significant difference
(P>0.05) (Tables 1-3). Among sporadic cases of Tuberous Sclerosis Complex,
on the other hand, there was a clear under-representation of TSC7 mutations
(1 case — 33.3%), against 19 patients with TSC2 mutations (86.4%), a
statistically significant difference (P= 0.03; Fisher's exact test) (Tables 1, 2,

and 4).

A bimodal distribution for age frequency was observed among studied
patients: peaks around 5 years old and around 40 years old (Figure 1). This
bimodal age frequency distribution, for patients undergoing molecular

investigation, reflects the development of TSC lesions over time: neurological
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manifestations (seizures, mental retardation) presenting early, and kidney

problems, appearing later in life (Gomez et al. 1999).

Patients with identified germline mutations showed lower mean age (16
years), when compared with those without detected TSC mutations (28 years).
In addition, cases with no germline mutation detected, had a higher mode for

age when compared to TSC1 and TSC2 patients (Figure 2).

None of the TSC clinical characteristics assessed showed statistically
significant associations with TSC1 or TSC2 mutations (Table 5). However, the
small number of Tuberous Sclerosis Complex cases attributed to TSC1
mutations most likely decreased the statistical power for analysis of
frequencies. Comparison between TSCZ2 patients and TSC cases without
known germline mutation, revealed a tendency towards a statistically
significant difference for neurological findings (mental retardation, seizures,
and CNS lesions taken as a group), with TSC2 patients being affected more
often (P= 0.07; Fisher's exact test). For all other clinical characteristics, no
significant difference was found between the TSC2 and the no-mutation

groups.

Analysis of the five cortical tubers, extracted from 2 patients, failed to
reveal loss of allelic heterozygosity (LOH) for any of the assayed markers,
including the EcoRV polymorphism on TSC2 exon 40 (Figures 3-6). All lesions
were informative for at least two markers. For tubers 1-4 (patient A), with an
identified germline mutation, other polymorphisms detected during first hit

screening served as additional markers, also failing to demonstrate any loss of
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heterozygosity. Since the germline mutation was unknown for the fifth cortical
tuber (patient B), testing was performed using all TSC71 and TSC2 markers
comprising the panel. No LOH was found. Due to the possibility of large
deletions, especially for TSC2, additional investigation using long range PCR
was performed on the fifth tuber. Again, there was no evidence of complex

rearrangements or large deletions (pictures not shown).
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DISCUSSION

Mutational frequencies found in the present study are in accordance with
the rates previously reported in the literature for both familial and sporadic cases
of Tuberous Sclerosis Complex. Similarly, the mutation detection rate is
equivalent to those published by other investigators, around 55%, using SSCP
and direct sequencing (Beauchamp et al. 1998; Jones et al. 1999; Niida et al.
1999; van Slegtenhorst et al. 1999). We are aware that higher rates of mutation
detection (65-75%) have been found employing denaturing high-performance
liquid chromatography (DHPLC). This technique, however, is only available in a
very limited number of laboratories throughout the world (Choy et al. 1999;
Emmerson et al. 2003). Therefore, diagnostic rates reported are usually based
on SSCP, known to present limitations in sensibility, and direct sequencing
findings. Fifty percent of the patients composing our panel, despite their clinical
diagnosis as TSC cases, did not have their germline mutations identified at either
TSC1 or TSC2. Aside from limitations of method, other possibilities must be
considered as plausible explanations for failure in identifying DNA changes.

Tuberous Sclerosis Complex is considered to be a high penetrance
disorder, but with an extremely variable phenotype. Apparent nonpenetrance, in
families with more than one affected offspring, but with clinically unaffected
parents, suggest the existence of parental gonadic mosaicism for TSC, as
reported for several other autosomal dominant conditions (Verhoef et al. 1995;
Yates et al. 1997; Kwiatkowska et al. 1998; Rose et al. 1999; Verhoef et al. 1999;

Emmerson et al. 2003).
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Both germline and somatic mosaicisms have been described for the two
genomic loci involved in the development of Tuberous Sclerosis Complex.
Somatic mosaicism can be present in up to 10% of TSC cases due to new
mutations, posing a significant challenge for the molecular diagnosis of clinically
affected patients, as well as for correct genetic counseling (Verhoef et al. 1995;
Kwiatkowska et al. 1998; Rose et al. 1999; Verhoef et al. 1999). Cellular
mosaicism rates as low as 6.5% can be present in routinely assayed tissues,
such as skin and peripheral blood (Emmerson et al. 2003). These low mutation
rates cannot be ignored as possible explanations for failure in detecting germline
mutations, when strictly analyzing cells belonging to easily accessible tissues
(the usual tissues for mutational screening), such as epidermis and peripheral
lymphocytes (Emmerson et al. 2003), as was the case with the present study.
We cannot exclude that several of the patients in which the germline mutations
went unidentified were cases of low rate or preferential mosaicism, in tissues
directly compromised by TSC, but usually of restricted or difficult access for
routine analysis such as brain, kidneys and gametes.

Frequency of loss of heterozygosity (LOH) varies widely among different
lesions typical of Tuberous Sclerosis Complex. Kidney angiomyolipomas show
high rates of LOH, followed by cardiac rhabdomyomas, while cortical tubers,
SEGAs and subependymal nodules rarely display such characteristics (Henske
et al. 1997; Au et al. 1999; Niida et al. 2001). Failure in detecting second hit
mutations in CNS lesions of Tuberous Sclerosis Complex can reflect the

insufficiency of haploid levels of hamartin and/ or tuberin in suppressing the
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activity of downstream proteins kept under inhibition by the TSC peptides,
involved in cell growth control, cell division and cell differentiation. Haplo-
insufficiency, as a trigger mechanism for the development of tumors, has been
demonstrated for other genetic syndromes associated with tumor suppressor
genes, such as PTEN, p53, NF1 (Marsh et al. 1998; Venkatachalam et al. 1998;
Ingram et al. 2000).

The absence of somatic mutations in the cortical tubers analyzed in the
present study, corroborate the haplo-insufficiency hypothesis for brain
hamartoma formation in TSC.

The central nervous system continues to be the final frontier for
investigating the roles and effects of TSC7 and TSC2. Even if, in general lines,
CNS cells are subjected to the same control mechanisms as the cells from other
organs, CNS’s complex architecture, its cells migration process, and their low
division rates, suggest specific activities and interactions of the TSC1/TSC2

complex with factors present in the neuronal microenvironment.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Bimodal Age Distribution Among Screened Patients
Group of 46 patients analyzed for germline mutation in TSC7 or TSC2.
Bimodal distribution for age frequency in patients undergoing molecular
confirmation of diagnosis (early childhood and adulthood); corresponding
to the timeline presentation of Tuberous Sclerosis Complex clinical

findings —neurological and renal manifestations, respectively.

Figure 2: Age Distribution Among Patient Groups
General median for the three groups was 17 years of age (IIQ= 6.7 — 38
years). Age mode for undetected germline mutation patients was higher
than that for patients with known mutations. Patients without demonstrable
germline mutations also had higher mean age (28 years old), while cases
of confirmed TSC17 or TSC2 molecular diagnosis revealed a mean age of

16 years.
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Figure 3: LOH Analysis Using Marker D16S283 forTSC2
Loss of heterozygosity analysis in the four cortical tubers extracted from
patient A, employing PCR amplification with o** P-dGTP as radio tracer,
followed by electrophoresis on 8% sequencing gel. Normal control
genomic DNA sample from peripheral blood (C), patient A genomic DNA
sample from peripheral blood (B), genomic DNA samples extracted from
the four cortical tubers of patient A (T1- T4). Presence of allelic
heterozygosity in all studied lesions (arrows). *Germline mutation

described by Niida et al. (2001).

Figure 4: LOH Analysis Using Marker D9S1830 forTSC1
Loss of heterozygosity analysis for the cortical tuber from patient B, using
PCR amplification with «** P-dGTP as radio tracer, followed by
electrophoresis on 8% sequencing gel. Lanes 1 and 2: genomic DNA
sample from peripheral blood (B) and cardiac rhabdomyoma (R) obtained
from a different TSC patient (germline mutation TSC2 D359Y). Lanes 3
and 4: genomic DNA sample from patient B’s peripheral blood (B) and
cortical tuber (T). Presence of allelic heterozygosity demonstrated for the

lesion (arrows).
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Figure 5: LOH Analysis Using Marker D16S525 forTSC2
Loss of heterozygosity analysis for cortical tubers of patients A and B,
employing PCR amplification using o> P-dGTP as radio tracer, followed
by electrophoresis on 8% sequencing gel. Lanes 1 and 2: genomic DNA
sample taken from patient A’s peripheral blood (B) and cortical tuber 1
(T1). Lanes 3 and 4: genomic DNA sample taken from patient B’s
peripheral blood (B) and cortical tuber (T). Presence of allelic

heterozygosity demonstrated for both lesions (arrows).

Figure 6: Analysis of TSC2 Exon 40 EcoRV Polymorphism
TSC2 gene exon 40 polymorphism (TSC2 EcoRV) investigation, tested by
PCR amplification, followed by enzymatic digestion with EcoRV, and
visualization on a 12% polyacrylamide gel. Not digested genomic DNA
sample from control peripheral blood (ND). Digested genomic DNA
sample from peripheral blood, negative for the EcoRV polymorphism (D-).
Digested genomic DNA sample from peripheral blood, positive for the
EcoRV polymorphism (D+). Genomic DNA samples from patient A
peripheral blood (B), and four cortical tubers (T1- T4). Negative control
(C).Absence of TSC2 exon 40 EcoRV polymorphism in blood and tubers

from patient A.
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FIGURE 1: Bimodal Age Distribution Among Screened Patients
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FIGURE 2: Age Distribution Among Patient Groups
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FIGURE 3: LOH Analysis Using Marker D16S283 forTSC2
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FIGURE 4: LOH Analysis Using Marker D9S1830 forTSC1
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FIGURE 5: LOH Analysis Using Marker D16S525 forTSC2
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FIGURE 6: Analysis of TSC2 Exon 40 EcoRV Polymorphism
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TABLE 1: Distribution of TSC7 and TSC2 Mutations Among 46 TSC

Patients
NM MM SP FS Del Total N
TSC1 Mutations
0 0 0 2 0 2 (25%)? 8
Familial
Sporadic 0 0 0 1 0 1 (3%)° 38
Total 0 0 0 3 0 3 (6,5%) 46
TSC2 Mutations
Familial 0 1 1 1 0 3 (37,5%)? 8
Sporadic 6 8 1 4 0 19 (50%)° 38
Total 6 9 2 5 0 22 (48%) 46
NM = nonsense mutation FS = frameshift mutation
MM = missense mutation Del = deletion
SP = splicing mutation N = screening sample number

@ = Not significant difference (P>0.05)
b = Significant difference (P= 0,03; Fisher’s exact test)



TABLE 2: TSC1 Mutations
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Patient Inheritance Mutation Exon/ Sequence Codon
Type Intron Alteration Change
37 Familial Exon 10 989insT  L330fs—>340X?
Frameshift
39 Sporadic  Frameshift ~ Exon15 1977delT  L586fs—624X
41 Familial Exon 19  2722insA  K834fs—839X
Frameshift
@ (Choy et al. 1999)
TABLE 3: TSC2 Mutations in Familial Cases
Patient Inheritance Mutation  Exon/ Sequence Codon
Type Intr Alteration Change
on
25 Familial Exon 27 3175A—C T1059P
Missense
28 Familial Exon 13 1410delC S470fs—484X
Frameshift
40 Familial o Exon 20 3’Intron19 Splicing
Splicing GoA Acceptor




TABLE 4: TSC2 Mutations in Sporadic Cases
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Patient Mutation Exon/ Intron Sequence Codon
Type Alteration Change
4 Missense Exon 39 5135C—>T P1709L
5 Missense Exon 39 5145C—A A1712D
7 Nonsense Exon 5 582C—-G Y194X
9 Missense Exon 37 4897G-oT D1633Y
10 Frameshift Exon 40 5238-5255del ~ H1746Q>%°/
1747-1752del
13 Nonsense Exon 26 3028C—T Q1010x°
16 Nonsense Exon 10 1111C->T Q371X
18 Missense Exon 10 1075G->T D359Y
19 Missense Exon 40 5159G—>A R1720Q
26 Nonsense Exon 2 187C—>T Q63X
27 Missense Exon 17 1917G—-A R639Q
29 Frameshift Exon 11 1149del 7bp M383fs—386X
33 Missense Exon 23 2713C>T R905W?
34 Nonsense Exon 13 1372C—>T R458X'
38 Splicing Exon 12 1258-2A—-G 3’intron11
AG->GG
42 Frameshift Exon 37 4933-4934 F1645fs—>1651X°
del TT
43 Frameshift Exon 26 3098insA Y1033X¢
44 Nonsense Exon 3 268C—T Qoox°ef
45 Missense Exon 16 1832G—>A R611QP

2 (Au et al. 1998), ® (Beauchamp et al. 1998), ° (Jones et al. 1999), ¢ (Niida et al. 1999),
® (Choy et al. 1999), f (Dabora et al. 2001)
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TABLE 5: Clinical Findings in Patients with TSC71, TSC2 or Unknown

Germline Mutation

Lesion TSC1 TSC2 Unknown Mutation
N=3 N= 22 N=21
Angiofibroma* 2 (66,7) 14 (73,7) 18 (90)
Liver AML 0 1(4,5) 1(4,8)
Kidney AML 1(33,3) 5(22,7) 5 (23,8)
Renal Cysts 2 (66,7) 12 (54,5) 15 (71,4)
Seizures 2 (66,7) 16 (72,7) 13 (61,9)
Gingival Fibroma * 0 1(6,7) 0
Ungual Fibroma * 2 (66,7) 6 (31,6) 7 (36,8)
Retinal Hamartoma 0 3 (14,3) 0
Lymphangioleiomyomatosis 1(33,3) 1(4,5) 0
(LAM)
Hypomelanotic Macules* 3 (100) 16 (88,9) 15 (71,4)
Subependymal Nodules 2 (66,7) 18 (85,7) 11 (52,4)
Forehead Plaque * 2 (66,7) 3 (16,6) 8 (38,1)
Shagreen Patch * 0 8 (44,4) 4 (20)
Cardiac Rhabdomyoma 0 7 (31,8) 2 (9,5)
Mental Retardation * 1(33,3) 15 (83,3) 10 (47,6)
SEGA 1(33,3) 6 (27,3) 1(4,8)
Cortical Tubers 2 (66,7) 13 (59,1) 7 (33,3)

* For characteristics not evaluated in the fetuses (all of them with identified
TSC2 mutations), percentage quotes in parenthesis refer to a total of 42

patients.
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TABLE 6: Loss of Heterozygosity (LOH) Analysis in CNS Lesions

Patient Lesion Block GLM KG8 16AC SM6 CW2 SM7 2126 1830 1199 1198

BIT B/T B/T B/T B/T BIT BT BIT BIT

28936 Tuber 1 Frozen E33 4207delG*  H/H H/H H/H  NI/NI - H/H - - - -
Tuber 2 Frozen E33 4207delG*  H/H H/H H/H  NI/NI - H/H - - - -
Tuber 3 Frozen E33 4207delG*  H/H H/H H/H  NI/NI - H/H - - - -
Tuber 4 Frozen E33 4207delG*  H/H H/H H/H NINI H/H - - - -

26524 Tuber 5 Paraffin Unknown NI/NI H/H  NI/NI H/H HH NI/NI HH HH HH

GLM — Germline Mutation

H - Heterozygous - Marker Not Tested. TSC2 Germline Mutation
NI — Not Informative Marker * Germline Mutation described in (Niida et al. 2001)
B — Blood

T — Cortical Tuber
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RESUMO

Introdugdao: O Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC), doenga
autossdmica dominante causada por mutagbes em um dos genes supressores
de tumor TSC1 ou TSC2, é caracterizado pelo desenvolvimento de hamartomas,
preferencialmente em rins, coracdo e sistema nervoso central (SNC). Ha
diferentes manisfestagcdes cutdneas, como manchas hipocromicas multiplas,
angiofiboromas faciais e fibromas periungueais. Existem casos familiais e
esporadicos de TSC. Dentre os familiais, ha distribuicdo equitativa do
envolvimento dos genes TSC1 e TSC2. Entre os casos esporadicos, mutagoes
em TSC2 podem ser responsaveis por até 2/3 dos afetados. Existe controvérsia
na literatura quanto a associacdo entre gene mutado e gravidade da
apresentacao de TSC, sugerindo-se que casos com mutagdo em TSC2 sejam
mais graves, com maior frequéncia de crises convulsivas, retardo mental e
autismo. Métodos: Analisamos 46 pacientes, clinicamente diagnosticados com
TSC, através de SSCP, sequénciamento direto e PCR de longo alcance para
identificacdo de mutagdes germinativas. Investigamos cinco tuberosidades
corticais através de estudo de LOH e PCR de longo alcance na tentativa de
detectar o segundo evento mutacional (mutagdo somatica). Resultados: Houve
significativa subrepresentacédo de TSC17 entre os casos esporadicos (P= 0,03;
teste exato de Fisher), mas distribuicdo génica semelhante para os casos
familiais (P>0,05). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre

fendtipos desenvolvidos por pacientes com mutacbes TSC7 ou TSC2



Conclusées: Diferentemente dos achados em angiomiolipomas renais e
rabdomiomas cardiacos, as cinco tuberosidades corticais analisadas né&o
demonstraram perda de heterozigosidade alélica (LOH) para marcadores TSC1
ou TSC2, corroborando a hipétese de que haploinsuficiéncia seja suficiente para

o desenvolvimento de lesdes cerebrais em TSC.

MeSH Terms: Tuberous Sclerosis Complex, Hamartoma, TSC1, TSC2.



INTRODUGAO

O Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC) (OMIM# 191100) faz parte de
um grupo de doencgas neurocutaneas de origem genética e heranga autossdmica
dominante, conhecidas como facomatoses. O grupo das facomatoses inclui a
Doenca de von Hippel-Lindau, Neurofiboromatose tipos 1 e 2 e Sindrome de
Nevos de Células Basais (OMIM). A TSC é uma patologia multissistémica,
caracterizada pela presenca de lesdes hipertroficas, benignas, conhecidas como
hamartomas, desenvolvendo-se preferencialmente em cérebro, pele, rins,
coragdo e ossos. A imprevisibilidade da distribuicdo das lesées em cada
paciente é responsavel pelo amplo espectro fenotipico (Gomez et al. 1999).
Embora a maioria das manifestagdes clinicas seja secundaria aos hamartomas,
neoplasias verdadeiras podem ocorrer, especialmente nos rins e no cérebro
(hamartoblastomas).  Entretanto, as taxas de malignizagdo séao
comparativamente baixas, 1-10% (Roach and Delgado 1995; Wilson et al. 1996;
Al-Saleem et al. 1998; Roach et al. 1998). Exemplos de hamartomas incluem os
nodulos subependimarios, os angiomiolipomas renais (AMLs) e os rabdomiomas
cardiacos (Au et al. 1998; Eble 1998; Gomez et al. 1999).

Além dos hamartomas, o Complexo de Esclerose Tuberosa ainda pode
apresentar-se com lesdes classificadas como hamartias - grupos de células
displasicas mal-alinhadas e mal-arranjadas, mas apropriadas ao tecido ou 6rgao
envolvido. A leséo é circunscrita e as células, indiferenciadas, ndo se multiplicam
ou aumentam de volume mais rapidamente do que as células normais do tecido

afetado. Sdo exemplos de hamartias as tuberosidades corticais, as heterotopias



neurogliais e os cistos renais (Roach et al. 1998; Gomez et al. 1999; Scheithauer
and Reagan 1999).

Virtualmente qualquer 6rgao ou tecido pode ser afetado pelo Complexo
de Esclerose Tuberosa, com combinagdes de achados clinicos extremamente
variaveis, mesmo entre membros da mesma familia. Algumas manifestagbes de
TSC estdo presentes ja ao nascimento (como rabdomiomas cardiacos,
tuberosidades corticais cerebrais e nodulos subependimarios), ou séo
identificaveis via ecografia morfolégica ou via ecocardiografia fetal
(rabdomiomas cardiacos). Outras complicagdes tendem a desenvolver-se mais
tardiamente (angiomiolipomas renais, linfangioleiomiomatose pulmonar)
(Kwiatkowski and Short 1994; Nir et al. 1995; Weiner et al. 1998; Gomez et al.
1999).

Aproximadamente 96% dos pacientes com TSC apresentam um ou mais
tipos de lesbes cutaneas, 90% tém sinais ou sintomas de patologia cerebral,
84% apresentam ou ja apresentaram crises convulsivas, em torno de 70%
desenvolvem patologia renal, e aproximadamente 50% s&o portadores de
hamartomas retinianos (Gomez et al. 1999). Hamartomas também podem
ocorrer em figado, bago e estbmago, mas com uma frequéncia bem menor do
que no rim (Kwiatkowski and Short 1994; Weiner et al. 1998; Kim et al. 2000).
Entre 50% e 60% das criancas afetadas por TSC apresentam comportamento
autista ou tém o diagnostico de autismo. Uma porcentagem similar dos
pacientes (60%-66%), apresenta retardo mental, usualmente variando entre

moderado e grave, e fortemente relacionado a presenca de epilepsia e a idade



de inicio precoce das manifestacées de TSC (Curatolo et al. 1991; Kwiatkowski
and Short 1994; Smalley et al. 1994; Au et al. 1998; Weiner et al. 1998).

O Complexo de Esclerose Tuberosa apresenta uma frequéncia na
populacdo de 1:6000 nascimentos, sendo que até 75% dos casos séao
esporadicos, devido a mutagbes novas (Weiner et al. 1998). O restante dos
casos tém heranga familial. Estudos de ligagdo revelaram a existéncia de
heterogeneidade genética para a doenga, com 2 Joci associados a TSC.
Investigagdo subsequente produziu a identificagdo e sequenciamento dos dois
genes associados ao Complexo da Esclerose Tuberosa, localizados nos
cromossomos 9934 e 16p13.3, respectivamente TSC1 (OMIM # 605284) e TSC2
(OMIM # 191092) (Fryer et al. 1987; Kandt et al. 1992; Povey et al. 1994).

O gene TSC1 tem 21 éxons codificantes e 2 éxons lideres (van
Slegtenhorst et al. 1997). O gene TSCZ2 tem 41 éxons codificantes, com
multiplas isoformas de transcrito, devido a sitios alternativos de splicing nos
exons 25, 26 e 31 (Xu et al. 1995; Olsson et al. 1996), e 1 éxon lider (1a) que
codifica uma sequéncia promotora (Maheshwar et al. 1996; Kobayashi et al.
1997). Cada locus do Complexo de Esclerose Tuberosa tem sido associado a
aproximadamente 50% dos casos familiais analisados (Kwiatkowski et al. 1993).
Nos casos esporadicos, entretanto, a propor¢cao de distribuicido de mutacdes
entre estes dois loci é bastante variavel, com diferentes investigadores
demonstrando desde uma relagdo de aproximadamente 50/50, até uma
prevaléncia mais elevada de mutagdes em TSCZ2 (Au et al. 1998; Jones et al.

1999; Niida et al. 1999; Dabora et al. 2001).



Esta diferenca de achados gerou uma grande controvérsia na literatura
sobre a relagao gravidade/ espectro de manifestagbes e gene mutado (TSCT ou
TSC2), em pacientes com Complexo de Esclerose Tuberosa. Outro ponto de
discussao associado a este é a relacado entre tipo de mutacdo, manifestacoes
clinicas e casos familiais ou esporadicos do mesmo gene afetado. Estudos
amplos e igualmente bem fundamentados demonstraram tanto fendtipo mais
grave atribuivel a mutagées em TSCZ2 e em casos esporadicos, quanto auséncia
de associagao gendtipo/fendtipo (Jones et al. 1997; Jones et al. 1999; Niida et
al. 1999; van Slegtenhorst et al. 1999).

TSC1 codifica uma proteina de 130 kDa, denominda hamartina, sem
homologia significativa com outras proteinas em mamiferos(Krymskaya 2003).
TSC2 codifica uma proteina de 200kDa, denominada tuberina (Nellist et al.
1999). Hamartina contém um dominio transmembrana compreendendo os
aminoacidos (aa) 127-144, bem como um dominio enovelado (coiled-coil) entre
0s aa 719-998 (van Slegtenhorst et al. 1997). Tuberina demonstra homologia
parcial com o dominio catalitico da proteina ativadora Rap1 GTPase, na sua
regidao C-terminal. Também apresenta atividade (fraca) para Rap7a e para
proteina ativadora Rab5 GTPase, in vitro (Wienecke et al. 1995; Xiao et al.
1997). Demonstrou-se que a tuberina interage com rabaptin 5, um parceiro de
ligacdo para Rabb, o qual atua na regulacéo da endocitose (Xiao et al. 1997). A
tuberina também participa da regulacéo do ciclo celular, conforme demonstrado
tanto em células de mamiferos quanto em Drosophila (Soucek et al. 1997;

Soucek et al. 1998; Ito and Rubin 1999; Tapon et al. 2001). Além destas



interacoes, perda da tuberina leva a inativacédo do p27kip1, um inibidor de kinase
dependente de ciclina; devido ao transporte ineficiente da proteina do nucleo
para o citoplasma (Soucek et al. 1998). A porgdo C-terminal da tuberina foi
identificada como interator especifico para receptores de horménios esterdides
(Henry et al. 1998).

Hamartina e tuberina interagem entre si in vivo, indicando sua
participagdo em uma via metabdlica comum (Plank et al. 1998; van Slegtenhorst
et al. 1998; Gutmann et al. 2000; Murthy et al. 2000; Catania et al. 2001). Esta
associacdo € mediada através dos aa 302-430 da hamartina e aa 1-418 da
tuberina (Hodges et al. 2001).

Perda de heterozigosidade alélica (LOH) nos cromossomos 16p13.3 e
9g34 tem sido demonstrada nas lesées do Complexo de Esclerose Tuberosa, o
que é consistente com a fungao de gene de supresséo tumoral, tanto para TSC1
quanto para TSCZ2 (Carbonara et al. 1994; Green et al. 1994; Henske et al. 1996;
Sepp et al. 1996; van Slegtenhorst et al. 1997). A presencga de LOH, entretanto,
€ muito variavel entre os diferentes tipos de lesdo. Enquanto a perda de
heterozigosidade €& frequentemente observada nos angiomiolipomas renais,
achados similares em outros tipos de lesdo, principalmente os tumores
envolvendo o sistema nervoso central (SNC), permanecem minimos ou
duvidosos (Henske et al. 1997; Au et al. 1999; Niida et al. 2001).

A hipétese da haploinsuficiéncia alélica como um mecanismo alternativo
ao modelo de Knudson (1971), em lesées do SNC do Complexo de Esclerose

Tuberosa, foi detalhadamente estudada por Niida et al. (2001). O segundo



evento mutacional, previsto no modelo de Knudson, néo foi identificados nas
lesbes de SNC utilizando-se métodos tdo abrangentes quanto anadlise de
metilagdo de regides promotoras, andlise de clonalidade tumoral e
sequenciamento direto dos genes TSC?1 ou TSC2 nos tumores (Niida et al.
2001). Estes resultados, somados a achados semelhantes de estudos
anteriores, corroboram a hipotese de que haploinsuficiéncia para TSC7 ou TSC2
seja suficiente para o desenvolvimento das lesées de SNC do Complexo de
Esclerose Tuberosa. A medida que as fungdes do complexo hamartina-tuberina
sejam explicitadas e comprovadas in vivo, 0 comportamento e desenvolvimento
de tuberosidades corticais, nodulos subependimarios e astrocitomas
subependimarios de células gigantes (SEGAs) passara a ser melhor
compreendido (Henske et al. 1996; Niida et al. 2001; Kwiatkowski 2003).

Os objetivos deste estudo foram: (a) determinar o tipo, o numero e a
distribuicdo das mutacbes dos genes TSC71 e TSC2, em um grupo nhao
selecionado de pacientes com Complexo de Esclerose Tuberosa; (b) investigar
as possiveis associagdes genotipo/ fendtipo; (c) investigar a presencga de perda

de heterozigosidade alélica em lesdes cerebrais de TSC.



MATERIAIS E METODOS

Amostras de Pacientes

Analisamos 46 pacientes ndo relacionados (38 casos esporadicos e 8
casos familiais), afetados pelo Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC),
selecionados aleatoriamente, a partir de amostras de DNA genbmico e de
linhagens de fibroblastos, mantidas no Banco de Amostras de Pacientes TSC da
Molecular Neurogenetics Unit, Massachusetts General Hospital (MGH)-East,
Harvard University, Charlestown, EUA. Os pacientes foram identificados através
da clinica de TSC do Massachusetts General Hospital, da National Tuberous
Sclerosis Alliance, EUA, ou através de médicos particulares. Todos os pacientes
foram clinicamente diagnosticados de acordo com os critérios estabelecidos
para TSC (Roach et al. 1998). O estudo foi aprovado pelo Institutional Review
Board do MGH. Todas as amostras foram incluidas apdés obtencdo de
consentimento informado dos pacientes ou de seus pais/ responsaveis legais.
Durante a analise dos materiais, o pesquisador desconhecia a histéria clinica/
achados clinicos dos pacientes. Pacientes com pelo menos um familiar afetado
foram definidos como casos familiais de TSC. A grande maioria dos pacientes
eram de ascendéncia Norte-Européia/Caucasiana (84,8%). Quatro pacientes
tinham ascendéncia Hispanica (8,7%), dois pacientes eram Judeus Ashkenazi
(4,3%), e um paciente era de origem Arabe Islamica (2,2%). A distribuicdo etaria
dos pacientes variou entre 30 semanas de gestagéo e 55 anos de idade. Quatro

pacientes tiveram diagnodstico clinico pré-natal de TSC, sendo as gestagdes



interrompidas. DNA gendmico foi extraido utilizando-se técnica padrdo de
digestdo com proteinase K, seguida de extracdo com fenol/cloroférmio e
precipitacdo com etanol. O painel de amostras de controle foi formado por pelo
menos 40 individuos nao-relacionados, obtidos através do Centre d’Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH), e por aproximadamente 150 amostras de
pacientes clinicamente diagnosticados com TSC, previamente relatados
(Beauchamp et al. 1998; Niida et al. 1999; Niida et al. 2001). Utilizou-se o
pacote estatistico SPSS 10.0 para as analises de variaveis. Variaveis
categéricas foram testadas utilizando-se teste de qui-quadrado (3°) ou Teste
Exato de Fisher. As variaveis continuas foram testadas através de Teste de

Mann-Whitney.

Amostras de Lesdes Cerebrais

Cinco tuberosidades corticais de dois pacientes diferentes com TSC
foram incluidas neste estudo (paciente A: lesdes 1 — 4; paciente B: lesao 5). O
paciente A teve sua mutagdo germinativa (TSC2 4207delG, D1400—1410X),
descrita anteriormente (Niida et al. 2001). O paciente B foi analisado durante o
presente estudo, ndo tendo sua mutagdo germinativa identificada. As amostras
teciduais foram obtidas via necropsia ou cirurgia, através da clinica de TSC do
Massachusetts General Hospital (EUA), da National Tuberous Sclerosis Alliance
(EUA), e de médicos particulares. O estudo foi aprovado pelo Institutional
Review Board do MGH. Nas quatro lesdes do paciente A, o DNA foi extraido de

tecidos congelados a -80° C, através de digestdo padrdo com proteinase K,



seguida de extragao por fenol/cloroformio e precipitagdo em etanol. Para analise
da quinta tuberosidade cortical (paciente B), o DNA gendmico foi extraido a
partir de espécime montado em bloco de parafina. Brevemente, apds corte da
lesdo em laminas de 6-8um, o tecido foi deparafinizado com xileno, seguido de
lavagem seriada em etanol. O espécime foi entdo digerido em tampao (1x Tris-
EDTA [pH 8,0], 0,5% Tween 20 e 1mg de proteinase K /ml), a 50°C durante 3-5

dias, seguido de extracdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo com etanol.

Analise de Mutacoes Germinativas por SSCP

A triagem de mutagdes para os genes TSCT1 e TSC2 foi realizada
utilizando-se DNA gendmico dos pacientes. Foram empregados pares de
primers descritos anteriormente para os éxons 1-41 de TSC2 (Genome
Database; Au et al. 1998; Beauchamp et al. 1998; Niida et al. 1999), e para os
éxons 3-23 de TSC1 (Genome Database; Niida et al. 1999). Numeros de acesso
no Genome Database para TSC2: 6053944-6054026 e 9866052-9866076,
9866079 para TSC1. Estes primers foram desenhados de maneira a
flanquearem os sitios de splicing de cada éxon codificante. A analise por Single
Strand Conformation Polymorphism (SSCP) foi realizada baseando-se em
procedimento anteriormente publicado (Orita et al. 1989; Beauchamp et al.
1998). Resumidamente, 200ng de DNA gendmico foram amplificados até um
volume de 10ul durante 30 ciclos, consistindo de 1min de desnaturacdo a 94°C,

30seg — 1min para anelamento entre 55°C e 62°C, e 30seg - 1min para

alongamento do fragmento. Utilizou-se a*P-dCTP como isétopo marcador. Apds



a amplificagdo, as amostras foram diluidas 1:1 em tampao contendo 0,05%
dodecil sulfato de sodio (SDS), 256mM tetra-acetato etilenodiamino dissédico
(EDTA), 47,5% formamida, 0,05% azul de bromofenol e 0,05% cianol xileno. Os
produtos da diluicdo foram entdo desnaturados a 95°C durante 5min e
analisados em gel ndo desnaturante, contendo 8% poliacrilamida e 8% glicerol.
Os géis foram submetidos a eletroforese durante 14-22h, a 6-8 W, secados e
expostos a filme Kodak X-OMAT, durante 3 horas, em temperatura de -80°C

(rapida exposigao) ou durante 8-12 horas (overnight), em temperatura ambiente.

Sequenciamento Direto do DNA Genbmico

O processo de sequenciamento direto seguiu técnica previamente
publicada (Beauchamp et al. 1998; Niida et al. 1999). Amostras de pacientes
apresentando alteracdo de mobilidade no SSCP foram submetidas a novo
processo de amplificacdo. Uma vez amplificada, cada amostra foi preparada
para sequenciamento direto, combinando-se 5-8ul do produto do PCR com 1 U
de exonuclease 1 (USB) e 2 U de fosfatase alcalina derivada de camarao (SAP)
(Amersham, Arlington Heights, IL, USA). Incubou-se a mistura a 37°C durante 15
min, seguido de aquecimento a 85°C por 15min. Apds o tratamento com
exonuclease 1 /SAP, 2ul da amostra preparada foram seqiienciados com o P-
dATP, utilizando-se o AmpliCycle Sequencing Kit (Apllied Biosystems, Foster
City, Ca, USA) e o protocolo fornecido pelo fabricante. A reacédo de

sequenciamento compreendeu 26 ciclos compostos por 1 min de desnaturagao



a 95°C, 1min de anelamento com temperatura entre 55-62°C e 1 min de
alongamento a 72°C, seguido de término da reagao através da utilizacdo de
solugéo de parada (95% formamida, 20mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol e
0,05% cianol xileno). As amostras foram entdo aplicadas em gel desnaturante de
poliacrilamida a 6% e submetidos a eletroforese a 80W. Apds a secagem, os
géis foram expostos ao filme Kodak X-OMAT, em temperatura ambiente durante
12-48 horas. Todas as amostras de lesdes cerebrais de TSC tiveram suas
mutagdes germinativas, quando conhecidas, confirmadas por SSCP e

sequenciamento direto.

Analise de Perda de Heterozigosidade (LOH)

Para a analise de perda de heterozigosidade nas cinco lesdes corticais do
Complexo de Esclerose Tuberosa, foram utilizados marcadores microsatélites
incluindo D9S2126, D9S1830, D9S1199, D9S1198 e D9S150 para TSCfT;
D16S525, TSC2EcoRV, KG8 e D16S665 para TSCZ2 (Rose et al. 1999; Niida et
al. 2001). Todos os marcadores, com exce¢édo do TSC2 EcoRV, foram testados
por amplificagdo de PCR marcado com isétopo o** P-dGTP, seguido de
eletroforese em gel de sequenciamento a 8%. O polimorfismo no éxon 40 do
gene TSC2 (TSC2 EcoRV), foi testado com amplificacao por PCR, seguido de
digestdao enzimatica com EcoRV e visualizado com eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%, com brometo de etidio e azul bromofenol. Além disso,
sempre que possivel, a mutagao germinativa identificada foi empregada como

marcador adicional de LOH. Quando a mutagdo germinativa revelou-se uma



delecdo pequena, produtos de amplificagdo por PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de sequenciamento a 8%. No caso de mutagéo germinativa
por substituicdo de base puntual, LOH foi investigado neste local através de
SSCP e de sequenciamento direto (Niida et al. 2001). Em todas as analises de
perda de heterozigosidade, apenas a reducdo de mais de 50% da intensidade
de um alelo, quando comparado a intensidade do alelo normal em sangue, foi

considerada positiva para LOH (Louis et al. 1992).

PCR de Longo Alcance em Lesbdes Cerebrais

Objetivando investigar possiveis rearranjos ou dele¢des grandes dos
genes TSC1 e TSC2 nos hamartomas estudados, utilizou-se a técnica de PCR
de longo alcance, amplificando fragmentos entre 7bk e 11kb com o Expand Long
Template PCR System (Roche Applied Science, Mannheim, Germany).
Utilizaram-se método, condi¢des e primers originalmente descritos por (Jones et
al. 1999), mas com modificagbes dos primers TSC2 7-15F, TSC2 7-17R e TSC2
26-41F, de acordo com (Niida et al. 2001). Apos amplificacdo dos fragmentos,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,7%, durante

1-3 horas com corrente constante de 100V.



RESULTADOS

Entre os 46 casos analisados, foram identificadas muta¢cdes dos genes
causadores do Complexo de Esclerose Tuberosa em 25 pacientes (54,3%),
sendo trés mutagbes em TSC17 (6,5%) e 22 mutagbes em TSC2 (47,8%)
(Tabela 1). O tipo de mutacéo identificado (nonsense, missense, frameshift ou
splicing), nao revelou associacdo com um fendtipo especifico. As trés
mutagdes encontradas para o gene TSC17 foram alteracbes de matriz de
leitura (frameshift), provocando a sintese de uma proteina truncada. O
pequeno numero de casos de TSC17, entretanto, ndo apresenta poder
suficiente para corroborar uma maior associacéo deste gene com mutacdes

tipo frameshift.

A analise dos oito casos familiais, correspondendo a 17,4% do painel,
revelou uma distribuicdo equivalente entre mutagées TSC1 (2 pacientes) e
TSC2 (3 pacientes), sendo a diferengca nao significativa (P>0,05) (Tabelas 1-
3). Ja entre os casos esporadicos do Complexo de Esclerose Tuberosa, ha
uma clara subrepresentagdo dos casos atribuidos a mutagdes no gene TSC1
(1 caso - 33,3%), contra 19 pacientes com mutagcédo em TSC2 (86,4%), sendo
esta diferenga estatisticamente significativa (P= 0,03; teste exato de Fisher)

(Tabelas 1, 2 e 4).

Houve distribuicdo bimodal quanto a maior frequéncia de idade dos
pacientes investigados: um grupo na faixa dos 5 anos de idade e outro grupo
em torno dos 40 anos de idade (Figura 1). Esta distribuicdo bimodal da idade

dos pacientes enviados para avaliagcdo molecular, associa-se com expressao



temporal dos achados do Complexo de Esclerose Tuberosa: manifestacoes
neurolégicas (crises convulsivas, retardo mental) desenvolvem-se

precocemente e achados renais, tardiamente (Gomez et al. 1999).

A média de idade dos pacientes com mutacao identificada foi de 16 anos,
contra 28 anos de média entre aqueles sem mutagdo germinativa detectada.
A moda para a idade dos pacientes buscando comprovagédo diagndstica
molecular, mas sem mutagdo germinativa identificada, foi também mais

elevada do que as encontradas para TSC1 e TSC2 (Figura 2).

Dentre todas as caracteristicas clinicas de TSC avaliadas, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos TSC7 e TSC2 para
nenhum dos achados clinicos (Tabela 5). Entretanto, o poder estatistico da
anadlise de frequéncias esta provavelmente reduzido devido ao pequeno
numero de casos de TSC atribuiveis a mutacées em TSC171. A comparacao
entre o grupo dos pacientes TSC2 e o grupo sem mutagcdo germinativa
identificada, revela tendéncia a uma diferenga significativa para a presenca de
comprometimento neurologico (tomando-se retardo mental, convulsdes e
lesées de SNC em conjunto), sendo os pacientes TSC2 mais afetados (P=
0,07; teste exato de Fisher). Para as demais caracteristicas, ndo houve

diferenga significativa entre os dois grupos.

O estudo das cinco tuberosidades corticais provenientes de dois
pacientes, ndo demonstrou presenca de perda de heterozigosidade alélica
(LOH) para nenhum dos marcadores testados, incluindo o polimorfismo para

EcoRV do éxon 40 de TSCZ2 (Figuras 3-6). Todas as lesbes mostraram-se



informativas para pelo menos dois marcadores. Nas lesbes T1-T4, para as
quais a mutagcdo germinativa era conhecida em TSC2, polimorfismos génicos
identificados durante a busca da mutagdo germinativa e usados como
marcadores complementares, também ndo revelaram LOH. A quinta
tuberosidade cortical (paciente B), devido ao desconhecimento da mutagao
germinativa, foi testada com marcadores para os genes TSC1 e TSC2. Nao
houve qualquer achado indicativo de LOH. Devido a possibilidade de grandes
delec¢des génicas, especialmente para TSC2, utilizamos investigagao por PCR
de longo alcance. N&o houve achados compativeis com dele¢cdes ou

rearranjos complexos (fotos ndo apresentadas).



DISCUSSAO

As frequéncias de mutagdes encontradas no presente estudo estdo de
acordo com as taxas descritas na literatura para casos familiais e esporadicos
de Complexo de Esclerose Tuberosa. Da mesma forma, a taxa de detecgéo de
mutacdes equivale aquelas descritas em estudos anteriores, em torno de 55%,
utilizando-se SSCP e sequenciamento (Beauchamp et al. 1998; Jones et al.
1999; Niida et al. 1999; van Slegtenhorst et al. 1999). Sabemos que taxas mais
elevadas de detecgdo de mutagdes (65-75%) foram obtidas com a técnica de
denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC). Esta técnica,
contudo, esta disponivel em poucos laboratérios no mundo (Choy et al. 1999;
Emmerson et al. 2003). Sendo assim, as taxas de diagndstico usualmente
encontradas sado baseadas em SSCP (limitada sensibilidade) e sequenciamento
direto. O fato de termos aproximadamente 50% dos casos do painel estudado,
clinicamente diagnosticados como Complexo de Esclerose Tuberosa, mas sem
identificacdo de mutacdes, quer em TSC1, quer em TSC2, aventa outras
possibilidades além daquelas ligadas a metodologia de investigagdo molecular
empregada.

O Complexo de Esclerose Tuberosa é considerado uma patologia de alta
penetrancia, mas com espectro de manifestacdes clinicas muito variaveis.
Relatos de aparente ndo-penetrancia em familias com mais de um filho afetado
e pais clinicamente normais, sugeriram a existéncia de mosaicismo gonadal

parental, como ocorre em varias outras doengas genéticas autossdmicas



dominantes (Verhoef et al. 1995; Yates et al. 1997; Kwiatkowska et al. 1998;
Rose et al. 1999; Verhoef et al. 1999; Emmerson et al. 2003).

Existem diversas comprovagbes de mosaicismo tanto germinativo
quanto somatico para os loci TSC1 e TSCZ2 na literatura. Mosaicismo somatico
pode estar presente em 10% dos casos de Complexo de Esclerose Tuberosa
atribuidos a mutagdes novas, impondo um desafio ao diagndstico molecular de
afetados e ao aconselhamento genético de casais em risco (Verhoef et al. 1995;
Kwiatkowska et al. 1998; Rose et al. 1999; Verhoef et al. 1999). Taxas de
mosaicismo celular tdo baixas quanto 6,5% podem estar presentes nos tecidos
estudados (Emmerson et al. 2003). Estes numeros certamente n&o nos
permitem descartar que a falha em detectar mutagdes germinativas deva-se a
analise restrita de células derivadas de tecido sanglineo ou epiderme,
empregadas neste estudo (Emmerson et al. 2003). Nao podemos excluir que
varios dos casos sem mutagdo germinativa identificada tenham taxa de
mosaicismo baixo ou seletivo em tecidos de dificil acesso para investigacéo
rotineira, mas fundamentais para o desenvolvimento das lesbes de TSC como
cérebro, rins ou gametas.

A frequéncia de perda de heterozigosidade (LOH) varia amplamente entre
as lesdes tipicas do Complexo de Esclerose Tuberosa. Angiomiolipomas renais
revelam uma alta frequéncia de LOH, seguidos pelos rabdomiomas cardiacos,
enquanto que as tuberosidades corticais, SEGAs e nodulos subependimarios
raramente apresentam tal caracteristica (Henske et al. 1997; Au et al. 1999;

Niida et al. 2001). A auséncia de identificacdo de mutagbes somaticas em lesdes



do SNC pode dever-se ao fato de que a manutencdo do nivel hapldide das
proteinas do complexo TSC seja insuficiente para manter a inibigdo das diversas
rotas de controle de crescimento e divisdo celular mantidos sob regulagédo pela
hamartina e pela tuberina. Haploinsuficiéncia como mecanismo causador de
tumores tem sido demonstrada para outras sindromes, decorrentes de mutagao
em genes de supressao tumoral, tais como PTEN, p53, NF1 (Marsh et al. 1998;
Venkatachalam et al. 1998; Ingram et al. 2000).

A auséncia de mutacbes somaticas nas tuberosidades corticais
analisadas no presente estudo corrobora a hipotese da haploinsuficiéncia como
desencadeadora dos hamartomas do sistema nervoso central em TSC.

O sistema nervoso central continua sendo a Uultima fronteira de
investigacdo dos papéis/ efeitos dos genes causadores do Complexo de
Esclerose Tuberosa. Embora, em linhas gerais, as células do SNC sigam os
mesmos mecanismos de controle das células de outros 6rgaos, a complexa
arquitetura, o processo de migragéo e a baixa taxa de divisdo dos componentes
do sistema nervoso central, sugerem atividades ou interagdes especificas de

TSC1/TSC2 com fatores do microambiente neuronal.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Distribuicao Bimodal da Idade dos Pacientes Analisados
Grupo de 46 pacientes analisados para mutagdo germinativa em TSC17 ou
TSC2. Quadro bimodal para maior frequéncia de idade com achados
clinicos levando a investigagdo molecular: infancia precoce e idade
adulta; correspondendo a distribuicdo temporal dos achados clinicos em
Complexo de Esclerose Tuberosa - manifestagdes neuroldgicas e renais,

respectivamente.

Figura 2: Distribuicao Etaria entre Grupos
Mediana geral para os trés grupos de pacientes foi de 17 anos (lIQ= 6,7 —
38 anos). A moda etaria entre os pacientes sem mutagdo germinativa
identificada é mais elevada do que a dos pacientes com mutagao
identificada. Pacientes sem mutacdo germinativa demonstravel
apresentam uma média etaria de 28 anos, enquanto os pacientes com
diagnostico molecular TSC1 e TSC2 apresentam meédia de idade mais

baixa, 16 anos.



Figura 3: Analise de LOH para Marcador D16S283 em TSC2
Andlise de perda de heterozigosidade para as quatro tuberosidades
corticais do paciente A, por amplificagdo de PCR marcado com is6topo
a*? P-dGTP, seguida de eletroforese em gel de seqilienciamento a 8%.
Amostra de DNA gendmico de sangue periférico de controle normal (C),
amostra de DNA gendmico de sangue periférico do paciente A (S),
amostras de DNA gendmico extraido das quatro tuberosidades corticais
do paciente A (T1- T4). Presenga de heterozigosidade alélica em todas as

lesdes (flechas). *Mutacao germinativa descrita por (Niida et al. 2001).

Figura 4: Analise de LOH para marcador D9S1830 em TSC1
Anadlise de perda de heterozigosidade em tuberosidade cortical do
paciente B, por amplificacdo de PCR marcado com isétopo a*? P-dGTP,
seguida de eletroforese em gel de sequenciamento a 8%. Colunas 1 e 2:
amostra de DNA genbmico de sangue periférico (S) e de rabdomioma
cardiaco (R) de paciente TSC (mutagdo germinativa TSC2 D359Y).
Colunas 3 e 4: amostra de DNA gendémico de sangue periférico do
paciente B (S) e de tuberosidade cortical do paciente (T). Presenga de

heterozigosidade alélica na lesao (flechas).



Figura 5: Analise de LOH para marcador D16S525 TSC2
Analise de perda de heterozigosidade para tuberosidades corticais dos
pacientes A e B, por amplificacdo de PCR marcado com isétopo o? P-
dGTP, seguida de eletroforese em gel de sequenciamento a 8%. Colunas
1 e 2: amostra de DNA gendmico de sangue periférico do paciente A (S)
e da tuberosidade cortical 1 (T1). Colunas 3 e 4: amostra de DNA
gendmico de sangue periférico do paciente B (S) e da tuberosidade
cortical do paciente (T). Presenca de heterozigosidade alélica em ambas

as lesodes (flechas).

Figura 6: Analise do Polimorfismo EcoRV do Exon 40 em TSC2
Polimorfismo no éxon 40 do gene TSC2 (TSC2 EcoRV), foi testado com
amplificacdo por PCR, seguida de digestdo enzimatica com EcoRV e
visualizado com eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%. Amostra de
DNA gendmico de sangue periférico ndo digerida (ND). Amostra de DNA
genbmico de sangue periférico digerida, negativa para o polimorfismo
EcoRV (D-). Amostra de DNA gendmico de sangue periférico digerida,
positiva para o polimorfismo EcoRV (D+). Amostra de DNA genémico de
sangue periférico (S) e das quatro tuberosidades corticais do paciente A
(T1- T4). Controle negativo (C). Auséncia de polimorfismo EcoRV tanto no

sangue periférico quanto nas 4 lesdes.



FIGURA 1: Distribuicao Bimodal da Idade dos Pacientes Analisados

Histogram

12

Std. Dev =16.54
Mean =21.5
N =46.00

Frequency

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550



FIGURA 2: Distribuigao Etaria entre Grupos

loJeole]

 ———
2 N
104
O L] L]
N= 21 3
No muttion TCI




FIGURA 3: Analise de LOH para Marcador D16S283 em TSC2

Paciente A*

C S T1 T2 T3 T4




FIGURA 4: Analise de LOH para marcador D9S1830 em TSC1

Controle LOH - Paciente B




FIGURA 5: Analise de LOH para marcador D16S525 TSC2

Paciente A Paciente B

S T S T




FIGURA 6: Analise do Polimorfismo EcoRV do Exon 40 em TSC2

ND D- D+ S- T1- T2- T3- T4- C

-—
=
-
-
-
=

5

""

13




TABELA 1: Distribuicao das Mutagées em TSC7 e TSC2

NM MM SP FS Del Total N
Mutacdes TSC1
0 0 0 2 0 2 (25%)? 8
Familial
Esporadico 0 0 0 1 0 1(3%)° 38
Total 0 0 0 3 0 3 (6,5%) 46
Mutagdes TSC2
Familial 0 1 1 1 0 3 (37,5%)? 8
Esporadico 6 8 1 4 0 19 (50%)° 38
Total 6 9 2 5 0 22 (48%) 46
NM = mutagdo nonsense FS = mutagao de frameshift
MM = mutacédo missense Del = delecao
SP = mutagao de splicing N = numero de pacientes analisados

@ = diferenga nao significativa (P>0.05)
b = diferenca significativa (P= 0,03; teste exato de Fisher)



TABELA 2: Mutagoes no gene TSC1

. Herancga Tipo de Exon/ Alteragdo  Alteragao de
Paciente ~ .
Mutacao Intron de Cédon
Seqiiéncia
37 Familial Frameshift ~ Exon 10 989insT  L330fs—340X?

39 Esporadico  Frameshift  Exon 15  1977delT  L586fs—>624X

41 Familial  Frameshift Exon 19  2722insA  K834fs—839X

@ (Choy et al. 1999)

TABELA 3: Mutagées no gene TSC2 em Casos Familiais

Paciente Herancga Tipode Exon/Intron Alteragido de Alteragao de
Mutacgao Sequéncia Cédon
25 Familial ~ Missense Exon 27 3175A—C T1059P

28 Familial ~ Frameshift  Exon 13 1410delC  S470fs—484X
40 Familial ~ Splicing Exon 20 3’Intron19 Splicing

G—HA Acceptor




TABELA 4: Mutagoes no gene TSC2 em Casos Esporadicos

Paciente Tipo Sie Exon/ Intron Alterggéo .de AItera'géo
Mutacao Sequéncia de Cédon
4 Missense Exon 39 5135C>T P1709L
5 Missense Exon 39 5145C—A A1712D
7 Nonsense Exon 5 582C—G Y 194X
Missense Exon 37 4897G—T D1633Y
10 Frameshift Exon40  5238-5255del ~ H1746Q%¢/
1747-1752del
13 Nonsense Exon 26 3028C—>T Q1010x°
16 Nonsense Exon 10 1111C>T Q371X
18 Missense Exon 10 1075G—->T D359Y
19 Missense Exon 40 5159G—A R1720Q
26 Nonsense Exon 2 187C—>T Q63X
27 Missense Exon 17 1917G—>A R639Q
29 Frameshift Exon 11 1149del 7bp M383fs—386X
33 Missense Exon 23 2713C—T R905W?
34 Nonsense Exon 13 1372C>T R458X'
38 Splicing Exon 12 1258-2A—G J’intron11
AG->GG
42 Frameshift Exon 37 4933-4934 F1645fs—>1651X°
del TT
43 Frameshift Exon 26 3098insA Y1033X“
44 Nonsense Exon 3 268C—T Q90X
45 Missense Exon 16 1832G—A R611Q*>°¢

2 (Au et al. 1998), ® (Beauchamp et al. 1998), ° (Jones et al. 1999), ¢ (Niida et al. 1999),
® (Choy et al. 1999), f (Dabora et al. 2001)




TABELA 5: Achados Clinicos entre Pacientes TSC1, TSC2 e Sem Mutacgao

Achado TSC1 TSC2 Sem Mutagao
N=3 N= 22 N=21
Angiofiboroma* 2 (66,7) 14 (73,7) 18 (90)
AML Figado 0 1(4,5) 1(4,8)
AML Rim 1(33,3) 5(22,7) 5(23,8)
Cistos Renais 2 (66,7) 12 (54,5) 15 (71,4)
Convulsdes 2 (66,7) 16 (72,7) 13 (61,9)
Fibroma Gengival* 0 1(6,7) 0
Fibroma Ungueal* 2 (66,7) 6 (31,6) 7 (36,8)
Hamartoma Retina 0 3 (14,3) 0
Linfangioleiomiomatose 1(33,3) 1(4,5) 0
(LAM)
Maculas* 3 (100) 16 (88,9) 15 (71,4)
Hipomelandticas
Nodulos 2 (66,7) 18 (85,7) 11 (52,4)
Subependimarios
Placa Frontal* 2 (66,7) 3 (16,6) 8 (38,1)
Placa de Shagreen* 0 8 (44.,4) 4 (20)
Rabdomioma Cardiaco 0 7 (31,8) 2 (9,5)
Retardo Mental* 1(33,3) 15 (83,3) 10 (47,6)
SEGA 1 (33,3) 6 (27,3) 1(4,8)
Tuberosidades Corticais 2 (66,7) 13 (59,1) 7 (33,3)

* Nas caracteristicas ndo avaliadas nos fetos (todos com mutagao TSC2
identificadas), as proporgdes entre parénteses referem-se ao total de 42
pacientes.






TABELA 6: Analise de Perda de Heterozigosidade (LOH) em Les6es SNC

Paciente Lesdo Bloco GLM KG8 16AC SM6 Cw2 SM7 2126 1830 1199 1198
SIT SIT SIT SIT SIT SIT SIT SIT SIT
28936 Tuber 1 Congelado E33 4207delG* H/H H/H H/H  NI/NI  H/H - - - -
Tuber 2 Congelado E33 4207delG* H/H H/H H/H  NI/NI  H/H - - - -
Tuber 3 Congelado E33 4207delG* H/H H/H H/H  NI/NI  H/H - - - -
Tuber4 Congelado E33 4207delG* H/H H/H H/H  NINI  H/H - - - -
26524 Tuber 5 Paraffin Desconhecida NI/NI. HH NI/NI  HH HH NI/NI  HH HH HH

GLM — Mutacado Germinativa

H — Heterozigosidade Presente
NI — Marcador Nao Informativo

S — Sangue

T — Tuberosidade Cortical

- Marcador Nao Testado, Mutacao Germinativa em TSC2
* Mutacado Germinativa descrita em (Niida et al. 2001)
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ABSTRACT

Introduction: Tuberous Sclerosis Complex (TSC) is a degenerative
neurocutaneous disease, of autosomal dominant inheritance, affecting 1:6000
births, caused by mutation in one of two tumor suppressor genes, TSCT1 or
TSC2; resulting in the development of hamartomas and low-grade neoplasms in
multiple organs, including brain, heart, kidneys, and skin. Methods: We used
specific antibodies against hamartin (HF6) and tuberin (TSDF), the gene
products of TSC71 and TSC2, respectively, to analyze protein expression in
kidney angiomyolipomas (AMLs), cardiac rhabdomyomas, cortical tubers, and
subependymal giant-cell astrocytoma (SEGA). Samples were obtained through
autopsy or surgery, from six unrelated TSC patients, with ages between 33
weeks of gestation and 61 years old, as well as equivalent tissues from normal
controls. Results: Hamartin and tuberin co-localized on the cytoplasm of normal
control cells. Cardiac rhabdomyomas and kidney angiomyolipomas were
immunonegative for both proteins. Dysmorphic neurons and balloon-cells, in
cortical tubers and SEGA, were strongly immunopositive for both hamartin and
tuberin, corroborating previous findings of Tuberous Sclerosis Complex CNS
lesions behaving distinctly from lesions in other organs. The new polyclonal anti-
tuberin antibody (TDSF), proved to be as specific as the standard polyclonal
antibody (C20), in recognizing tuberin cell expression. Conclusions: Retention
of both hamartin and tuberin expression in brain lesions of Tuberous Sclerosis

Complex, suggests allelic haplo-insufficiency or disruption of phosphorylative
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inhibition over the TSC1/TSC2 complex, caused by changes in various
modulating proteins involved in cell growth and cell division control, as sufficient

conditions to cause hamartomatous development in CNS structures.

MeSH terms: Tuberous Sclerosis Complex, Immunohistochemistry, Tuberin,

Hamartin, Tumor Suppressor Genes
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INTRODUCTION

Tuberous Sclerosis Complex (TSC), is a multi-systemic disease, of
autosomal dominant inheritance, caused by mutations in TSC7 (9934) or TSC2
(16p13.3) (1,2), characterized by epilepsy, mental retardation, autism, and
multiple hamartomas affecting various organs. Major TSC lesions include cortical
tubers, subependymal nodules (SENs), and sybependymal giant-cell
astrocytomas (SEGAs) in brain, multiple retinal nodular hamartomas,
hypomelanotic macules, facial angiofiboromas, shagreen patches and periungual
fibromas of the skin, cardiac rhabdomyomas, renal angiomyolipomas (AMLs) and
pulmonary lymphangioleiomyomatosis (3,4,5).

The spectrum of TSC clinical manifestations varies widely among patients,
even among affected family members. Up to 75% of TSC cases are due to new
mutation, being classified as sporadic cases (6,7). TSC2 mutations are more
prevalent among TSC sporadic patients. In familial cases of Tuberous Sclerosis
Complex, on the other hand, there is an equivalent representation of TSC2 and
TSC1 mutations, with approximately 50% for each locus (6).

TSC2 produces a 5.5 kb transcript that encodes the ~ 180 kDa protein
tuberin; TSC1 originates an 8.6 kb transcript that encodes the ~ 135k Da protein
hamartin (1,2). Loss of heterozygosity (LOH), for both TSC7 and TSC2, has been
documented in hamartomas of Tuberous Sclerosis Complex, corroborating the
classification of the TSC genes as tumor suppressor genes (2,8 -11). Incidence

of LOH, however, is significantly lower in central nervous system (CNS) lesions



187

associated with TSC, than in kidney angiomyolipomas and cardiac
rhabdomyomas (10,12), leading to the hypothesis of bi-allelic functional loss
being unnecessary for development of TSC brain lesions. Haploid levels of either
TSC1 or TSC2 proteins, could be insufficient to maintain inhibitory control over
metabolic pathways involved in cell growth, differentiation and division
(6,7,13,14). Hamartin and tuberin function as a protein complex, with their
physical interaction proven in vitro and in vivo (6,15,16).

There continues to be several obscure or completely unknown aspects
concerning hamartin/tuberin complex activation, inactivation, and its interactions
with other metabolic pathways. Nonetheless, recent studies involving patients
with TSC, other hamartomatous syndromes, and isolated
lymphangioleiomyomatosis, are disclosing the extensive and fundamental roles
of TSC1 and TSC2 in correct cell orchestration (17-23).

Hamartin and tuberin have been shown to interact with the insulin
receptor/PI3K/PKB/Akt/S6K signalling pathway, with mTOR, with 14-3-3 proteins,
with neuronal cytoskeleton proteins ERM (ezrin/ radixin/ moesin) and NF-L, and
with members of the superfamily of steroid hormone receptors, through Calcium
and Calmodulin (CaM)(17-22,24,25). Tuberous Sclerosis Complex genes interact
with the INR (insulin receptor)/ PI3K/ Akt/PKB/ TSC1/ TSC2/ S6K pathway, by
inhibiting activation of cell division and cell growth triggered by S6K. TSC2
functions as an antagonist to S6K activation (p70 S6 ribosomal kinase), an
inhibitory control overcome by phosphorylation of tuberin, mediated by PKB

(protein kinase B) (26-29). S6K and PKB are crucial regulators of cell growth
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(30). TSC1 and TSC2 fill a known gap in the cell control pathway downstream
from PI3K (Class 1A phosphatidylinositide-3-OH kinase).

In normal cells, the TSC1/TSCZ2 functions as an inhibitor of mTOR
(mammalian target of rapamycin). When stimulated to grow by growth factors,
nutrients or insulin, activation of PKB/Akt leads to phosphorylation of tuberin,
which consequently leads to inactivation of the inhibitory activity of the TSC
complex, through several mechanisms: reduced activity, reduced binding of
TSC1 to TSC2 (as shown in Drosophila), or reduced half-life of hamartin and
tuberin (30-33).

In cells lacking TSC1 or TSC2, be it due to spontaneous occurence of
Tuberous Sclerosis Complex, or through cell line gene manipulation (deletion or
inactivation of tuberin phosphorylation sites targeted by PKB), mTOR activity is
increased several-fold over normal, showing reduced responsiveness to signals
normally regulating its activity via PI3K activation (31-33).

In addition to TSC proteins action over mTOR, it can also be influenced by
other metabolic stimuli, such as ATP (34), phosphatidic acid (35), and amino
acids (36), in the absence of TSC1/TSC2 stimulation (32,33).

Tuberin and hamartin also interact with 14-3-3 proteins, specific
modulators of phosphorylated proteins activities (24). Members of the 14-3-3
family also function as inhibitors of cell factors/ messagers transport into the
nucleous, therefore preventing activation of transcription (24).

Hamartin and tuberin seem to control cell growth by negatively

regulating cell cycle progression. Loss of function of either hamartin or tuberin
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shortens the G1 phase of the cell cycle, and prolong the S phase, causing
increased mitotic figures and consequent cell proliferation (23,37,38).
TSC1/TSC2 complex proteins also play a role in stabilizing the level of p27KIP
(cyclin-dependent kinase inhibitor p27), and in this manner inhibit the activity of
CDKs (cyclin-dependant kinases) and cell cycle progression (39,40).

Recent evidences demostrate the involvement of tuberin and hamartin in
yet another area of cell control: adhesion and mobility. Hamartin’s interaction with
neurofilament-L (NF-L) and with ERM proteins in the central nervous system,
points towards TSC1/ TSC2 participation in dentritic and axonal progression and
positioning, since NF-L and ERM proteins are essential components of neuronal
cytoskeleton and growth cone (20,21).

The central nervous system continues to be the final frontier for
investigating the roles and effects of TSC7 and TSC2. Even if, in general lines,
CNS cells are subjected to the same control mechanisms as the cells from other
organs, CNS’s complex architecture, its cells migration process, and their low
division rates, suggest specific activities and interactions of the TSC1/TSC2
complex with factors present in the neuronal microenvironment.

The protein PTEN, mutated or inhibited in several familial hamartomatous
syndromes, could be an alternative cause for the development of brain lesions in
Tuberous Sclerosis Complex, when TSC171 or TSC2 mutations go undetected
(32,41).

The numerous clues collected in over a decade of biochemical, molecular

and functional studies, from human TSC17 and TSC2 genes, as well as from their
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mouse, rat and Drosophila homologues; along with immunohistochemistry and
protein expression assays, in both TSC lesions and normal tissues, led to the
recent integration of the various predicted roles for the hamartin/tuberin complex
in cell division and growth pathways.

The present study aimed at: (a) testing the recognition of tuberin by the
new polyclonal antibody TSDF; (b) determining through immunohistochemistry,
employing antibodies HF6 and TSDF, the localization and expression of hamartin
and tuberin in kidney AMLs, cardiac rhabdomyomas, cortical tubers, SEGA, and
hamartomatous gastric polyp from Tuberous Sclerosis Complex patients; (c)
comparing patterns of expression for hamartin and tuberin in these lesions,

allowing for evaluation of allelic haplo-insufficiency on the different hamartomas.
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MATERIALS AND METHODS

Tissues

Tuberous Sclerosis Complex (TSC) specimens, from human adult and
fetal tissues, including kidney angiomyolipomas (AMLs), cardiac rhabdomyomas,
cortical tubers, subependymal giant-cell astrocytoma (SEGA), and
hamartomatous gastric polyp were obtained via autopsy or surgery through the
Department of Pathology at Massachusetts General Hospital (MGH), Boston,
USA. All analyzed patients fitted clinical diagnostic criteria for TSC as established
by the Tuberous Sclerosis Consensus Conference (3). Permission for samples
assessment was obtained from patients’s parents and/or legal guardians, by
signed informed consent approved by the MGH Institutional Review Board.
Normal control tissues (heart, brain and kidney) came from adult patients, who
underwent autopsy, with pathologies not affecting TSC target organs. Controls
belonged to the sample archives of the Department of Pathology at MGH. All
tissue samples were formalin-fixed and paraffin-embedded, being posteriorly cut
in 6-8um thick slides for immunohistochemistry analysis.

The TSC panel comprised 13 lesions, obtained from six unrelated
patients, without family history of Tuberous Sclerosis Complex (Table 1). Autopsy
details and germline mutation investigation for one patient have been previously
reported (12). Genomic screening revealed TSC2 germline mutations in three
patients (cases 1-3): one deletion (D1400fs—1410X), and two nonsense
mutations (G90X, G1010X). The other three Tuberous Sclerosis Complex

patients (cases 4-6) did not have their germline mutations identified (Table1).
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Antibodies

Antisera against synthesized peptides, in accordance to the cDNA
deducted sequence for TSC1 and TSC2 (1,2), were raised in rabbits. The
polyclonal antibody HF6 (Research Genetics, Huntsville, AL), recognizing
hamartin’s exon 15 amino acid sequence, was employed in a concetration of
1:40 for immunohistochemistry. Characterization of HF6 has been previously
described (42). The polyclonal antibody TSDF recognizes the amino acid
sequence for exons 29-33 of tuberin (aa 1165-1393), having been recently
developed at Dr Ramesh’s lab (Molecular Neurogenetics Unit, Massachusetts
General Hospital, Charlestown, MA), from a His-tagged fusion protein. Western
blotting and immunoblotting assays, showed the recognition by TSDF of a ~ 200
kDa protein (corresponding to the molecular weight of tuberin). TSDF specificity
in identifying tuberin was identical to that of the standard polyclonal anti-tuberin
antibody C20 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), which recognizes the
extreme C-terminal region of tuberin. TSDF was used for immunohistochemical
analysis on a concentration of 1:5. HF6 and TSDF underwent process of affinity
elution according to method described by Olmstead (43). Before utilization in
immunohistoquemistry, HF6 and TSDF, obtained through affinity elution, were
submitted to a concentrating procedure. Briefly, using the Microcon kit YM-10
(Millipore Corporation, MA), 500ul of antibody were placed on the reservoir of the
specific filtration tube. The tube was then centrifuged at 14.000 rpm, at 4°C, for

15 minutes. Final antibody volume desired was 100ul, which could require

repeated centrifugation at 14.000 rpm/ 4°C for additional 10 to 20 minutos. The
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centrifugation product collected at the bottom of filtration unit was stored at 4°C
for later use. The filtration reservoir was then inverted and fixed to a new tube.
This new unit was centrifuged at 1.000 rpm/ 4°C for 3 minutes. The final

concentrate was then employed for immunostaining.

Immunohistochemistry

Lesions and control tissue specimens, 6-8um thick, set in glass slides,
were dewaxed in xylene for 10 minutes, and rehydrated through standard graded
ethanol technique (EtOH 100%-70%) and 0.5% H»O,/ methanol bath for 21
minutes total. The slides were then washed in PBS (phosphate-buffered saline)
for 3 minutes, 3 times. The samples were microwaved in sodium citrate buffer
(pH 6.0) for 10 minutes for HF6 and for 15 minutes for TSDF. Slides were then
blocked with 10% normal goat serum (NGS), in PBS/ 1% BSA (bovine serum
albumin)/ 2% milk, for 30 minutes. HF6 was applied at a concentration of 1:40 in
PBS/ 1%BSA, for 12 hours (overnight), at 4°C. For TSDF, a 1:5 dilution was
used, in otherwise identical conditions. The following day, all samples were
incubated for 30 minutes, at room temperature, with biotinylated goat anti-rabbit
antibody (BGAR)(Vector Laboratories, Burlingame, GA), followed by avidin-
biotin-peroxidase conjugate (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA), also for 30 minutes. Diaminobenzidine (DAB) was used as
chromagen, followed by counter-staining with hematoxylin (Richard-Allen
Scientific Hematoxylin 2). The immunohistochemical process was completed with

progressive dehydration with graded ethanol and xylene.
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Controls for TSDF were performed with C20, and with HF3 for HF6 (42).
Slides with normal kidney, heart and brain tissues underwent the same
immunohistochemical process for TSDF and HF6 staining. Negative controls for
both antibodies used normal human renal, cardiac and brain sections, submitted
to the same immunostaing procedure except for incubation in PBS instead of the

primary antibody.



195

RESULTS

All pictures depict TSC lesions. Hamartin and tuberin showed identical
intracellular localization (cytoplasm granulate), on brain, renal and cardiac control
tissues. No nuclear expression of either hamartin or tuberin was detected in any
of the samples. All TSDF and HF6 deprived specimens were immunonegative,
with only the nuclei staining for hematoxylin.

Immunohistochemistry of normal brain samples showed hamartin and
tuberin staining on neuronal bodies (pictures not shown). Gray matter neurons,
and some of the glial cells had granular cytoplasmatic staining, while on the white
matter, only a small number of glial cells presented any positivity for hamartin
and tuberin.

Cytoplasms of cells from renal tubules and collecting tubules of normal
kidney specimens were strongly immunoreactive for tuberin and hamartin.
Glomeruli were negative for both TSC7 and TSC2. Tuberin and hamartin
immunoreactivity were prominent in normal cardiac myocytes and smooth
muscle cells, in contrast to the immunonegativity of heart valves and roots of
major cardiac vessels.

Immunohistochemical study of cortical tubers and subependymal giant-cell
astrocytoma (SEGA) revealed strong tuberin and hamartin positivity on the
cytoplasms of dysmorphic neurons and balloon-cells (Figure 1). Cytoplasmic

granulate was the pattern of expression. Dysmorphic neurons showed
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immunoreactivity extending to the proximal areas of cell processes. The
underlying connective tissue was immunonegative for TSC7 and TSC2.

Kidney angiomyolipomas (AMLs) and cardiac rhabdomyomas were
negative for TSC1 and TSC2. There was, however, moderate positivity within
blood vessels of renal tissue, most likely due to migration of inflammatory cells to
the lesion, corroborating findings reported by previous studies analyzing tuberin
and hamartin expession in normal adult and fetal organs (44,45) (Figure 2). Both
cardiac rhabdomyomas had identified TSC2 germline mutations (Table 1).
Among the 4 kidney angiomyolipomas studied, only 2 of them (obtained from the
same autopsy case, patient 1), had detected TSC2 germline mutations (12)
(Table 1). The other 2 angiomyolipomas (patients 4 and 5), despite their
unknown mutational status, showed immunonegative pattern identical to patient
1.

The gastric hamartomatous polyp (photo not shown), was
immunonegative for hamartin and tuberin on mucosal epithelial cells and smooth-
muscle cells. This pattern is the exact opposite of normal gastric tissue staining,
where smooth-muscle and epithelial components are strongly positive for TSC1
and TSC2 (44,45). Glands from the underlying layers were immunopositive for
both proteins. The gastric hamartomatous polyp presented a TSC2 germline

mutation (Table 1).
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DISCUSSION

The TSC2 gene transcript (mMRNA), as well as its encoded protein
(tuberin), are amply expressed in various cell types, including epithelial cells,
lymphocytes, and endocrine glands, both in Tuberous Sclerosis Complex
patients and normal controls; and in murine affected and normal tissues (42,44-
46). Similar pattern of expression is also observed for the transcript of TSC1 and
for its protein, hamartin (14,42,45). The immunohistochemical pattern for tuberin
is usually that of perinuclear punctiform staining (47), while hamartin has a more
diffuse cytoplasmatic punctiform expression (48), both proteins co-localize,
however (42).

On unaffected areas of renal tissue from TSC patients, as well an in
normal controls, there is strong reactivity to tuberin and hamartin on collecting
tubules and renal tubules. Usually, kidney lesions (angiomiolypomas - AMLS),
show weak to inexistent reactivity to specific anti-tuberin and anti-hamartin
antibodies, reflecting the bi-allelic loss of genic activity compatible with the
Knudson model for tumor suppressor (14,15,42,45,49). Likewise, expression of
tuberin and hamartin in healthy myocardium from TSC patients usually does not
differ from the pattern observed in normal controls: immunoreactive myocytes
and endothelial cells. Cardiac rhabdomyomas, however, show a distinctive
reduction or even absence of staining (50,51). Molecular analysis for TSC7 and

TSC2 on these two types of lesions corroborates the loss of activity for both
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alleles, frequently demonstrated through loss of heterozygosity (LOH) assays
(2,8-12).

The results of the present analysis confirm the immunonegativity of kidney
angiomyolipomas and cardiac rhabdomyomas for both tuberin and hamartin,
independing on which gene harbors the germline mutation. Absence of
immunoreactivity for TSC1/TSC2 was equally demonstrated for the gastric
hamartomatous polyp (picture not shown), which had a known TSC2 mutation on
exon 33. The absence of identifiable protein expression for the Tuberous
Sclerosis Complex genes on these lesions, supports silencing of tumor
suppressor genes as the causative mechanism by which renal, cardiac, and
gastric TSC hamartomas develop.

Tuberin and hamartin are strongly expressed in physically intact neurons
and astrocytes (13). The literature shows, however, a controversy concerning
the subcellular expression and localization of TSC proteins in central nervous
system lesions. There are reports of absence of immunoreactivity for dysmorphic
neurons and balloon-cells from cortical tubers and subependymal giant-cell
astrocytomas (SEGASs) (52-54). Imunonegativity TSC1/TSC2 products would be
in agreement with the Knudson model for tumor suppressor genes loss of
function (49). Other studies, however, show presence of hamartin/ tuberin (either
intense or dicrete) on the cytoplasm and proximal areas of process formation of
equally anomalous cells from Tuberous Sclerosis Complex brain lesions

(10,50,51,55).



199

Variability of findings is not entirely unexpected, however, since older
histological and cytological reports on CNS lesions of Tuberous Sclerosis
Complex show sub-populations of cells in varied stages of capacitation and
differentiation  (54,56-59). Cells demonstrating characteristic neuronal
morphology might be strongly reactive to hamartin, but negative for tuberin
expression; while adjacent morphologically identical cells may demonstrate both
tuberin and hamartin immunoreactivity (55).

The present study, in demonstrating retention of co-localized expression
of hamartin and tuberin in dysmorphic neurons and balloon-cells of cortical
tubers and SEGA, strengthen the hypothesis of TSC proteins not being
completely lost in CNS lesions (51,55).

It is possible, therefore, that a second (somatic) mutation, might not be
essential for the development of cortical tubers, subependymal nodules and
SEGAs. The presence of haploid levels of tuberin or hamartin might be
insufficient to keep the complex’s inhibitory activities over neuroglial replication,
differentiation and migration, functions activated by downstream gene products
under the negative control of TSC1/ TSC2 tumor suppressor genes (24,30-
32,60).

Considering the several distinctive structural and functional domains of the
two TSC proteins, hamartin’s interaction with specific neuronal cytoskeletal
proteins (ERM)(20), and the integration of these various proteins in pathways

controlling cell migration, differentiation and synaptic formation, we have clear
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evidence of the important role TSC proteins exert in the architecture and
functional integration of the brain.

The anti-tuberin antibody commercially available, and wused in
immunohistochemistry studies (C20 - Santa Cruz Biotechnology, CA), is a
polyclonal peptide. Thus far, no monoclonal antibody against the TSC2 gene
product has been successfully generated. C20 recognizes only the extreme C-
terminal region of tuberin (exon 41). TSDF recognizes a larger and more
proximal region of the protein (exons 29-33), encompassing one of the predicted
transcription-activating domains and several PKB/Akt dependant phosphorylation
sites (24,30-32,60). Specificity for a more proximal region of the TSC2 protein
could identify truncated gene products that are still viable, but go undetected by
C20. Our immunostaining results, in demonstrating identical tuberin
immunoreactivity for TSDF and C20, establish the new anti-tuberin antibody as

an excellent alternative for detection of TSC2 protein expression.
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FIGURE LEGENDS

Figure1: Hamartin and Tuberin Expression in TSC Brain Lesions
(A) Balloon-cell immunoreactive for TSDF (anti-tuberin antibody) in a
cortical tuber, 250x. (B) Dysmorphic Neurons from a cortical tuber,
positive for TSDF, 250x. (C) Dysmorphic cells belonging to a
Subependymal giant-cell atrocytoma (SEGA), immunoreactive for TSDF
(arrows), 250x. (D) Balloon-cell immunoreactive for HF6 (anti-hamartin) in
a cortical tuber, 250x. (E) Dysmorphic cells belonging to a SEGA, showing

immunopositivity for HF6 (arrows), 150x.

Figure 2: Negative Immunoreactivity in TSC Cardiac Rhabdomyomas and
Kidney AML

(A) Cardiac Rhabdomyoma immunonegative for TSFD (anti-tuberin
antibody), 250x. (B) Cardiac Rhabdomyoma immunonegative for HF6
(anti-hamartin antibody), 150x. Brown pigment reflects
immunohistochemistry background staining. (C) Kidney Angiomyolipoma
immunonegative  for HF6, 250x. Brown pigment reflects

immunohistochemistry background staining.
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TABLE 1: Panel of Screened Tuberous Sclerosis Complex Lesions

No. | Age/ Sex Source Tissue Germline Mutatiom
1* 61yo/F Autopsy Brain TSC2, X33
4 cortical tubers (4207delG,
1 SEGA D1400fs—>1410X)
Kidney
2 AML
Stomach
1 hamartomatous polyp
34
weeks of Autopsy Heart TSC2, X3 (G90X)
gestation/ 1 rhabdomyoma
NA
33
weeks of Autopsy Heart TSC2,
gestation/ 1 rhabdomyoma X26 (G1010X)
NA
23yo /M Autopsy Kidney 1 AML UGM
35yo0/F Surgery Kidney 1 AML UGM
40yo /M Surgery Brain UGM
1cortical tuber

* Previously reported germline mutation (12)
AML (kidney angiomyolipoma)

SEGA (subependymal giant-cell astrocytoma)
NA (not available), UGM (Unknown Germline Mutation)
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FIGURE 1: Hamartin and Tuberin Expression in TSC Brain Lesions

A Cortical Tuber (TSDF) B Cortical Tuber (TSDF)
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FIGURE 2: Negative Immunoreactivity in TSC Cardiac Rhabdomyomas and
Kidney AML

Cardiac Rhabdomyoma (TSDF)
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RESUMO

Introdugdao: O Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC) é uma patologia
neurocutdnea degenerativa, de heranga autossOmica dominante, afetando
1:6000 nascidos vivos, causada por mutacdo em um dos dois genes
supressores de tumores, TSC71 ou TSC2; resultando na formacdo de
hamartomas e neoplasias de baixo grau em multiplos 6rgéos, incluindo cérebro,
coragao, rins e pele. Métodos: Empregando anticorpos especificos para
hamartina (HF6) e tuberina (TSDF), produtos génicos de TSC71 e TSC2,
analisamos a expressao destas duas proteinas através de imunoistoquimica em
angiomiolipomas renais (AMLs), rabdomiomas cardiacos, tuberosidades
corticais e astrocitoma subependimario de células gigantes (SEGA) obtidos
através de necrdpsia ou cirurgia, de 6 pacientes com diagndstico clinico de TSC,
variando entre 33 semanas de gestagdo e 61 anos, e em tecidos equivalentes
normais de pacientes controles. Resultados: Hamartina e tuberina tiveram
expressao equivalente no citoplasma das células dos tecidos normais.
Angiomiolipomas e rabdomiomas cardiacos foram negativos para ambas as
proteinas. Neurdnios dismorficos e células-baldo das tuberosidades corticais e
do SEGA foram fortemente positivos para hamartina e tuberina, corroborando
achados anteriores de que as lesbes de SNC do Complexo de Esclerose
Tuberosa comportam-se diferentemente daquelas em outros 6rgdos. O novo
anticorpo policlonal anti-tuberina (TDSF), mostrou-se tado especifico para

expressao da proteina quanto o anticorpo policlonal padrao C20.



Conclusoées: A retencdo de expressao de hamartina e tuberina em lesdes do
SNC sugere que haploinsuficiéncia alélica ou disrupgao da inibicdo fosforilativa
do complexo TSC1/TSC2, provocada por alteracbes em outras proteinas
moduladoras da cadeia de controle de crescimento/ divisdo celulares, sejam

suficientes para causar o desenvolvimento de hamartomas cerebrais.

MeSH termos: Tuberous Sclerosis Complex, Immunohistochemistry, Tuberin,

Hamartin, Tumor Suppressor Genes



INTRODUGAO

O Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC), € uma patologia
multissistémica, de heranga autossémica dominante, causada por mutacdes do
gene TSC71 (9934) ou do gene TSC2 (16p13.3) (1,2), caracterizada por
epilepsia, retardo mental, autismo e multiplos hamartomas em diversos 6rgaos.
As principais lesbes de TSC incluem tuberosidades corticais, nodulos
subependimarios e astrocitomas subependimarios de células gigantes (SEGAS)
no ceérebro, multiplos hamartomas nodulares na retina, maculas
hipomelandticas, angiofiboromas faciais, placas de Shagreen e fibromas
periungueais na pele, rabdomiomas cardiacos, angiomiolipomas renais (AMLs) e
linfangioleiomiomatose pulmonar (3,4,5).

O conjunto de achados de TSC varia amplamente entre pacientes
afetados, inclusive dentro da mesma familia. Até 75% dos casos de TSC séo
devidos a mutagbes novas, sendo classificados como casos esporadicos (6,7).
Entre os casos esporadicos, ha uma maior presenga de mutagdes no gene
TSC2. Ja entre os casos de Complexo de Esclerose Tuberosa familiais, a
distribuicdo de mutacgdes entre TSC2 e TSC1 € equivalente, aproximadamente
50% para cada locus (6).

O gene TSC2 produz um trascrito de 5,5kb que codifica uma proteina de
aproximadamente 180kDa, denominada tuberina; TSC1 da origem a um trascrito
de 8,6kb que codifica uma proteina com aproximadamente 135kDa, chamada

hamartina (1,2). Perda de heterozigosidade (LOH) tanto para TSC1 quanto para



TSC2 tem sido documentada em hamartomas do Complexo de Esclerose
Tuberosa, corroborando a classificagdo dos genes TSC como genes de
supressao tumoral (2,8 -11). A incidéncia de LOH, entretanto, € muito menor em
lesbes do sistema nervoso central (SNC) do que em angiomiolipomas e
rabdomiomas (10,12), levando a hip6tese de que a perda funcional bi-alélica do
gene mutado possa ndo ser necessaria para o desenvolvimento de lesdes
cerabrais em TSC. Niveis hapldides de producao proteica quer de TSC1, quer
de TSC2, seriam insuficientes para manter o controle inibitério sobre rotas de
crescimento, diferenciagéo e divisado celulares (6,7,13,14). Hamartina e tuberina
funcionam como um complexo proteico, com interagao fisica comprovada tanto
in vitro quanto in vivo (6,15,16).

Ainda existem muitos pontos obscuros ou totalmente desconhecidos
sobre a ativacao, inativacdo e interacdo do complexo hamartina/tuberina com
outras rotas metabdlicas. Entretanto, estudos recentes tanto em pacientes de
TSC quanto em pacientes de outras sindromes hamartomatosas e de
linfangioleiomiomatose isolada, estdo revelando o papel extenso e fundamental
dos produtos génicos de TSC1 e TSC2 na correta orquestragao celular (17-23).

Hamartina e tuberina comprovadamente interagem com a cascata
receptor de insulina/PISK/PKB/Akt/S6K, com mTOR, com as proteinas 14-3-3,
com as proteinas integrantes do citoesqueleto celular ERM e NF-L no sistema
nervoso central, e com membros da superfamilia de receptores de horménios
esteroides, através de Calcio e Calmodulina (CaM)(17-22,24,25). Os genes do

Complexo de Esclerose Tuberosa participam da rota INR (receptor de insulina)/



PI3K/ Akt/PKB/ TSC1/ TSC2/ S6K, inibindo a ativacdo da divisao e do
crescimento celular desencadeada pela ativagdo de S6K. O gene TSCZ2 funciona
como antagonista da ativagdo de S6K (p70 S6 quinase ribossémica), uma
inibicdo que é liberada com a fosforilagdo da tuberina, mediada por PKB
(proteina quinase B) (26-29). S6K e PKB sao reguladores cruciais do
crescimento celular (30). TSC1 e TSC2 preenchem uma lacuna na cascata de
controle celular a partir de PI3K (Class 1A phosphatidylinositide-3-OH kinase).

Em células normais, o complexo TSC1/TSC2 funciona como inibidor de
mTOR (mammalian target of rapamycin). Quando a célula é estimulada a
crescer por fatores de crescimento, nutrientes ou insulina, a ativagdo de PKB/Akt
leva a fosforilacdo da tuberina que, consequentemente, leva a inativacdo da
atividade inibitéria do complexo TSC, através de varios mecanismos: reducao da
atividade, redugdo da ligagdo de TSC71 a TSCZ2 (como demonstrado em
Drosophila), ou redugdo da meia-vida das proteinas hamartina e tuberina (30-
33).

Nas células onde ha auséncia de TSC7 ou de TSC2, quer seja devido a
ocorréncia espontanea do Complexo de Esclerose Tuberosa, quer seja por
manipulagdo dos genes em linhagens celulares (dele¢do ou inativagao dos sitios
de fosforilagdo da tuberina alvos do PKB), a atividade do mTOR é varias vezes
maior do que o normal, mostrando reducdo de responsividade a sinais que
normalmente regulam sua fungao, via ativagao de PI3K (31-33).

Além do controle exercido pelo complexo TSC sobre mTOR, este também

sofre influéncia de outros fatores metabodlicos tais como ATP (34), acido



fosfatidico (35) e aminoacidos (36), na auséncia do estimulo TSC1/TSC2
(32,33).

Tuberina e hamartina interagem ainda com as proteinas 14-3-3, que
especificamente modulam a atividade de proteinas fosforiladas (24). Além desta
propriedade, os membros da familia 14-3-3 funcionam como inibidores da
importagdo de fatores/ mesageiros para o nucleo, impedindo a ativagdo do
processo de transcrigao (24).

Hamartina e tuberina parecem atuar no controle do crescimento celular,
regulando negativamente a progressao do ciclo celular. A perda de fung¢ao, quer
da hamartina, quer da tuberina, causa encurtamento da fase G1 e
prolongamento da fase S, com aumento do numero de mitoses e consequente
proliferagdo celular (23,37,38). As proteinas do complexo TSC1/TSC2 também
estabilizam os niveis de p27KIP (cyclin-dependent kinase inhibitor p27), cuja
acao sobre as quinases ciclina-dependentes promove a aceleragdo do ciclo
celular (39,40).

Evidéncias recentes envolvem tuberina e hamartina em mais uma area do
controle celular: adesdo e mobilidade. A interagdo da hamartina com o
neurofilamento-L e com as proteinas ERM no sistema nervoso central aponta
uma participagao no direcionamento e progressao de axodnios e dendritos, ja que
tanto NF-L quanto ERM sao fundamentais para o citoesqueleto e para o cone de
crescimento neuronal (20,21).

O sistema nervoso central continua sendo a Uultima fronteira de

investigacdo dos papéis/ efeitos do complexo hamartina-tuberina. Embora, em



linhas gerais, as células do SNC sigam os mesmos mecanismos de controle das
células de outros érgéos, a complexa arquitetura, o processo de migragao e a
baixa taxa de divisdo dos componentes do sistema nervoso central, sugerem
atividades ou interacdes especificas de TSC1/TSC2 com fatores do
microambiente neuronal. A proteina PTEN, mutada ou inibida em varias
sindromes hamartomatosas familiais, poderia ser a causa da formacdo de
lesbes do Complexo de Esclerose Tuberosa no encéfalo, onde nenhuma
mutacao dos genes TSC17 ou TSC2 é encontrada (32,41).

As multiplas pistas coletadas ao longo de pelo menos uma década de
estudos moleculares, bioquimicos e funcionais, tanto dos genes TSC1 e TSC2
humanos, quanto dos homdlogos em ratos, camundongos e Drosophila; bem
como os estudos de expressao proteica e de imunoistoquimica de tecidos
normais e de lesdes, levaram a recente integracado dos varios papéis previstos
para o complexo hamartina-tuberina em rotas de controle, divisdo e crescimento
celular.

Os objetivos deste estudo foram: (a) testar a capacidade de
reconhecimento do novo anticorpo anti-tuberina TSDF; (b) empregar os
anticorpos HF6 e TSDF para localizar, utilizando imunoistoquimica, sitios de
expressdo de hamartina e tuberina em AMLs, rabdomiomas cardiacos,
tuberosidades corticais, SEGA e pdlipo hamartomatoso gastrico de pacientes
com Complexo de Esclerose Tuberosa; (c) comparar os padrbes de expressao
de hamartina e tuberina nestas lesbes, permitindo a avaliacdo de

haploinsuficiéncia génica nos diferentes hamartomas.



MATERIAIS E METODOS

Tecidos

Espécimes de lesbes do Complexo de Esclerose Tuberosa (TSC) em
tecido humano fetal e adulto, incluindo angiomiolipomas (AMLs), rabdomiomas
cardiacos, tuberosidades corticais, astrocitoma subependimario de células
gigantes (SEGA) e polipo hamartomatoso gastrico foram obtidos através de
necrépsias ou cirurgias junto ao Departamento de Patologia do Massachusetts
General Hospital (MGH), Boston, EUA. Todos os pacientes, preenchiam os
critérios diagndsticos para TSC, de acordo com as normas estabelecidas pela
Tuberous Sclerosis Consensus Conference (3). Permissédo para utilizacdo dos
tecidos foi obtida dos pais ou responsaveis legais dos pacientes, conforme termo
de consentimento informado aprovado pelo Institutional Review Board do MGH.
Controles de tecidos normais (coracdo, cérebro e rim) de pacientes adultos
foram obtidos a partir do arquivo de pecas do Departamento de Patologia do
MGH, utilizando-se espécimes provenientes de autopsias de casos sem doenca
envolvendo os 6rgaos envolvidos em TSC. Todos os tecidos foram fixados em
formalina e preservados em blocos de parafina, posteriormente cortados em
laminas de 6-8um para a analise imunoistoquimica.

O painel de TSC foi composto por 13 lesdes, provenientes de seis
pacientes ndo relacionados, sem histéria familial de Complexo de Esclerose
Tuberosa (Tabela 1). Dados da necropsia e da investigagdo mutacional

germinativa do paciente 1 foram previamente publicados (12). Analise genética



revelou mutagbes germinativas de TSC2 em trés pacientes (1-3), sendo uma
delecdo (D1400fs—1410X), e duas mutagdes sem sentido (G90X, G1010X). Os
outros trés pacientes com Complexo de Esclerose Tuberosa nao tiveram suas

mutacdes germinativas identificadas (Tabela 1).

Anticorpos

Antisoros contra peptideos sintetizados, de acordo com a sequéncia
deduzida do cDNA de TSC171 e TSC2 (1,2), foram produzidos em coelhos. O
anticorpo policlonal HF6 (Research Genetics, Huntsville, AL), que reconhece a
sequéncia de aminoacidos do éxon 15 da hamartina, foi utilizado em
concentracdo de 1:40 para imunoistoquimica. A caracterizagao do anticorpo foi
previamente descrita (42). O anticorpo policlonal TSDF reconhece a sequéncia
de aminoacidos entre os éxons 29 e 33 do gene da tuberina (aa 1165-1393),
tendo sido recentemente desenvolvido no laboratério da Dra. Ramesh
(Molecular Neurogenetics Unit, Massachusetts General Hospital, Charlestown,
MA), a partir de fusdo proteica His-tagged. Através do processo de Western
blotting e de immunoblotting, foi comprovado o reconhecimento de proteina na
faixa de 200 kDa (correspondendo ao peso molecular da tuberina), e
especificidade de identificagdo proteica do TSDF igual a do anticorpo padréao
anti-tuberina C20 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), que reconhece a
por¢cdo C-terminal da tuberina. TSDF foi utilizado para imunohistoquimica em
concentracédo 1:5. Tanto HF6 quanto TSDF passaram por processo de eluigao
por afinidade de acordo com o método de Olmstead (43). Para a realizagcéo de

imunoistoquimica, HF6 e TSDF foram submetidos a método de concentragao do



material obtido via elugdo por afinidade. Brevemente, utilizando-se o Microcon kit
YM-10 (Millipore Corporation, MA), 500ul de anticorpo foram colocados no
reservatorio do tubo de filtracdo. O tubo foi centrifugado a 14.000 rpm, na
temperatura de 4°C, durante 15 minutos. O volume final de anticorpo
concentrado desejado é de 100ul, o que pode requerer centrifugagao repetida a
14.000 rpm/ 4°C por mais 10 a 20 minutos. O liquido resgatado no tubo de
coleta na base do instrumento de filtragem foi guardado a parte. Inverteu-se o
reservatorio do aparelho de filtragcdo, acoplando-o a um novo tubo de coleta.
Este conjunto foi centrifugado a 1.000 rpm/ 4°C durante 3 minutos. O

concentrado final foi utilizado para a coloragao por imunoistoquimica.

Imunoistoquimica

Cortes das lesdes e dos tecidos controles, com espessura entre 6-8mm,
foram montados em laminas, deparafinizados em xileno por 10 minutos, e
reidratados utilizando-se a técnica padrado de etanol de graus variados (EtOH
100%-70%) e 0,5% H>02/ metanol por 21 minutos. As laminas foram entdo
lavadas em PBS (solugéo salina tamponada com fosfato) durante 3 minutos, por
3 vezes. Os espécimes foram colocados em microondas em tampéao de citrato
de sédio pH 6,0 durante 10 minutos para HF6 e durante 15 minutos para TSDF.
As laminas foram entdo bloqueadas com soro caprino normal a 10% (NGS),
albumina de soro bovino (BSA) a 1% e PBS com leite a 2%, durante 30 minutos.
O anticorpo HF6 foi aplicado as laminas na diluicdo 1:40 em PBS/BSA 1%,
permanecendo por um periodo de 12 horas (overnight), a 4°C. Para TSDF,

empregou-se a diluicdo 1:5, com tempo e condi¢des iguais de incubacdo. As



secgdes foram subsequentemente incubadas, em temperatura ambiente,
durante 30 minutos, com anticorpo caprino biotinilado anti-coelho (BGAR)(Vector
Laboratories, Burlingame, GA), seguido de complexo avidina-biotina-peroxidase
(Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA), também por 30
minutos. Diaminobenzidina (DAB) foi usada como cromogeno, seguido de
contra-coloracdo com hematoxilina (Richard-Allen Scientific Hematoxylin 2). O
processo foi completado com desidratagao progressiva das laminas em etanol e
xileno.

Controles para TSDF foram feitos com C20, e para HF6, com HF3 (42).
As laminas com tecido normal de rim, coracdo e cérebro foram submetidas aos
mesmos processos de imunoistoquimica para TSDF e HF6. Controles negativos
para ambos os anticorpos foram realizados em tecido renal, cardiaco e cerebral
humano, utilizando-se o0 mesmo procedimento imunoistoquimico, mas com

incubacado com PBS, ao invés de com o anticorpo primario.



RESULTADOS

Todas as fotos apresentadas sdao de lesbes presentes em TSC.
Hamartina e tuberina demonstraram distribuicdo celular idéntica (granulado
citoplasmatico), nos tecidos cerebrais, renais e cardiacos de controle. Nao
houve expressédo nuclear de tuberina em nenhum dos espécimes avaliados.
Todas as laminas privadas de anticorpo primario (TSDF ou HF6), nao
apresentaram qualquer imunoreatividade, tendo apenas os nucleos celulares
corados pela hematoxilina.

A imunoistoquimica dos tecidos cerebrais de controle demonstrou
localizagdo da hamartina e da tuberina nos corpos celulares dos neurdnios (fotos
nao mostradas). Na substancia cinzenta, os neurénios e algumas células gliais
apresentaram marcacgao granular citoplasmatica, enquanto que na substancia
branca, apenas um pequeno numero de células gliais mostraram-se positivas
para hamartina e tuberina.

As laminas de tecido renal normal apresentaram forte imunoreatividade
para tuberina e hamartina nos citoplasmas das células dos tubulos renais e dos
tubos coletores. Os glomérulos foram negativos para TSC1 e TSC2. Os tecidos
cardiacos normais demonstraram forte marcacdo imunoistoquimica dos
citoplasmas dos miocitos e das células musculares lisas para hamartina e
tuberina, em contraste com a imunonegatividade das valvulas e das raizes dos

vasos cardiacos maiores.



O estudo imunoistoquimico das tuberosidades corticais e do astrocitoma
subependimario de células gigantes (SEGA) revelou forte reatividade do
citoplasma dos neurdnios dismorficos e das células-baldo tanto para hamartina
quanto para tuberina (Figura 1). O padrdo de expressao foi o de granulado
citoplasmatico. Nas células neuronais dismoérficas, a imunoreatividade
frequentemente extendeu-se para as areas proximais dos processos celulares.
O tecido conjuntivo subjacente mostrou-se imunonegativo.

Os angiomiolipomas (AMLs) renais e os rabdomiomas cardiacos
mostraram-se negativos tanto para expressdo de TSC17 quanto de TSC2. Ha,
entretanto, moderada positividade dos vasos sanguineos do tecido renal,
provavelmente devido a presenga de células inflamatérias que migraram para a
lesdo, corroborando achados de estudos anteriores avaliando a expressao de
tuberina e hamartina em tecidos normais adultos e fetais (44,45) (Figura 2).
Ambos os rabdomiomas apresentaram mutagdo germinativa identificada em
TSC2 (Tabela 1). Dentre os 4 angiomiolipomas estudados, dois deles,
provenientes da necrépsia do mesmo paciente, tinham mutagdo germinativa
conhecida em TSC2 (12) (Tabela 1). Os outros dois angiomiolipomas (pacientes
4 e 5), cujas mutagdes germinativas nédo foram identificadas, demonstraram
padrao de imunonegatividade idéntico ao dos demais.

O pdlipo hamartomatoso gastrico (figura ndo apresentada), demonstrou
imunonegatividade, tanto do epitélio quanto das células musculares, para
hamartina e tuberina. Este achado é exatamente o oposto do encontrado em

amostras de tecido gastrico normal, onde os componentes musculares e



epiteliais sado fortemente positivos para TSC1 e TSC2 (44,45). As glandulas do
tecido subjacente mostraram-se imunopositivas. A mutagdo germinativa do

polipo hamartomatoso gastrico era conhecida para TSC2 (Tabela 1).



DISCUSSAO

O transcrito do gene TSC2 (mRNA), bem como sua proteina (tuberina),
sdo amplamente expressos em varios tipos celulares, incluindo células epiteliais,
linfécitos e glandulas enddécrinas, tanto em pacientes com Complexo de
Esclerose Tuberosa e em controles normais; quanto em tecidos murinos
afetados e normais (42,44-46). Padrdo similar de expressdo é também
observado para o transcrito do gene TSC7 e para sua proteina, hamartina
(14,42,45).

O padrao de expressao em imunoistoquimica € usualmente de pontilhado
perinuclear para tuberina (47) e de pontilhado citoplasmatico difuso para
hamartina (48), com co-localizagdo de ambas as proteinas (42).

Nas amostras de tecido renal ndo afetado de pacientes de TSC e de
controles normais, ha forte reatividade para tuberina e hamartina tanto nos
tubulos renais quanto nos tubos coletores. Usualmente as lesbes renais
(angiomiolipomas - AMLs), apresentam fraco a inexistente marcagdo com
anticorpos especificos anti-tuberina e anti-hamartina, refletindo a perda de
atividade génica bi-alélica, compativel com o modelo de Knudson para genes
supressores de tumores (14,15,42,45,49). Da mesma forma, a expressao de
tuberina e hamartina em miocardio sadio de pacientes com TSC, usualmente
nao difere daquela encontrada em tecido normal de controles: positividade para
midcitos e células endoteliais. Nos rabdomiomas, entretanto, ha distinta reducao

ou auséncia de imunoreatividade (50,51). A analise génica de TSC1 e TSC2



nestes dois tipos de lesédo corrobora a perda de atividade de ambos os alelos do
gene mutado através da frequente demostragdo de perda de heterozigosidade
(LOH) (2,8-12).

Os resultados do presente estudo confirmam a imunonegatividade dos
angiomiolipomas e dos rabdomiomas cardiacos para tuberina e hamartina,
independentemente da identificagdo da mutacdo germinativa. A auséncia de
imunoreatividade para TSC1/TSC2 foi igualmente encontrada no pdlipo
hamartomatoso gastrico (foto ndo apresentada), cuja mutagdo germinativa foi
comprovada no éxon 33 do gene TSC2. A auséncia de expressdo proteica
identificavel para os genes causadores do Complexo de Esclerose Tuberosa
nestas lesdes, demonstra que o modelo de agado/ silenciamento dos genes
supressores de tumores € o mecanismo pelo qual os hamartomas renais,
cardiacos e gastricos de TSC desenvolvem-se.

Tanto tuberina quanto hamartina sao fortemente expressas em neurdnios
e astrocitos quando estes estdo fisicamente intactos (13). Existe, entretanto,
uma divergéncia de achados na literatura quanto a expressdo e a localizag&o
subcelular das proteinas de TSC em lesdes do sistema nervoso central. Ha
relatos de auséncia de imunoreatividade, tanto em neurénios displasicos quanto
em células-baldo de tuberosidades corticais e de astrocitomas subependimarios
de células gigantes (SEGAs) (562-54). Esta imunonegatividade para os produtos
de TSC1/TSC2 estaria de acordo com o modelo de Knudson (49) para a perda
de fungdo dos genes supressores de tumores. Outros estudos, contudo,

revelaram presenga de hamartina/ tuberina no citoplasma e na porgéo proximal



dos processos celulares das mesmas células anémalas em lesdes de SNC do
Complexo de Esclerose Tuberosa, quer de forma intensa, quer de forma
atenuada (10,50,51,55).

Esta variabilidade de achados néo é de todo inesperada, ja que os relatos
a respeito da histologia e citologia das lesbes de SNC do Complexo de
Esclerose Tuberosa também encontraram populagbes de células em estagios
variados de diferenciacdo e capacitagdo (54,56-59). Algumas células com
caracteristicas morfolégicas neuronais podem apresentar alta reatividade a
hamartina, mas nenhuma reatividade a tuberina; enquanto que grupos
adjacentes de células morfologicamente idénticas, podem demonstrar expressao
tanto de hamartina quanto de tuberina (55).

Os achados do presente estudo, ao demonstrarem a manutencdo de
imunoreatividade co-localizada para hamartina e tuberina, tanto em neurénios
dismoérficos quanto em células-baldo de tuberosidades corticais e de SEGA,
reforca a hipotese levantada por trabalhos anteriores de que as proteinas TSC
nao sao completamente perdidas nas lesdes de SNC (51,55).

E possivel, portanto, que a presenca de uma segunda mutacgéo
(somatica), ndo seja essencial para o desenvolvimento de tuberosidades
corticais, nédulos subependimarios e SEGAs. A presenca de niveis haploides de
tuberina ou hamartina pode ser insuficientes para manter a atividade inibitéria
sobre replicagédo, diferenciagdo e migragdo das células neurogliais, funcgdes
ativadas por produtos génicos mantidos sob controle negativo pelos genes

supressores de tumores TSC1/TSC2 (24,30-32,60).



Em vista dos varios dominios estruturais e funcionais diferentes das duas
proteinas TSC, da interacdo da hamartina com proteinas especificas do
citoesqueleto (ERM)(20), e da integracdo destas diversas proteinas com rotas
de controle de migracdo, diferenciacdo e formacdo de conexdes sinapticas,
temos evidéncia clara de um papel importante das proteinas TSC na arquitetura
e integracao funcional cerebral.

O anticorpo comercialmente disponivel e utilizado como padrdo para
deteccédo de tuberina em imunoistoquimica (C20 - Santa Cruz Biotechnology,
CA), também é um peptideo policlonal. Nao existe até o momento, um anticorpo
monoclonal para o produto génico de TSC2 . O C20 reconhece apenas a porgéo
terminal extrema da tuberina (éxon 41). TSDF reconhece uma regido maior e
mais proximal da proteina (éxons 29-33), compreendendo um dos dominios de
ativacao de transcricido previstos e sitios de fosforilacdo dependente de PKB/Akt
(24,30-32,60). A especificidade para uma regido mais proximal da proteina
poderia identificar produtos génicos truncados, mas ainda viaveis, codificados
por TSC2 e ndo detectados por C20. Os resultados do presente estudo,
demonstrando imunoreatividade para tuberina idéntica aquela observada com o
uso de C20, coloca o TSDF como uma excelente alternativa para estudos de

expressao proteica do gene TSC2.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Expressao de Hamartina e Tuberina em Les6es de SNC
(A) Célula-baldo imunoreagente para TSDF (anticorpo anti-tuberina) em
tuberosidade cortical, 250x. (B) Neurdnios dismérficos, em tuberosidade
cortical, positivos para TSDF, 250x. (C) Células dismorficas componentes
de astrocitoma subependimario de células gigantes (SEGA),
imunoreagentes para TSDF (flechas), 250x. (D) Célula-baldo
imunoreativa para HF6 (anti-hamartina) em tuberosidade cortical, 250x.
(E) Células dismoérficas componentes de SEGA imunopositivas para HF6

(flechas), 150x.

Figura 2: Imunonegatividade em Rabdomiomas e AML de TSC
(A) Rabdomioma cardiaco imunonegativo para TSFD (anticorpo anti-
tuberina), 250x. (B) Rabdomioma cardiaco imunonegativo para HF6
(anticorpo anti-hamartina), 150x. Coloracdo em marrom corresponde a
background de imunoistoquimica. (C) Angiomiolipoma renal
imunonegativo para HF6, 250x. Pigmentacdo em marrom corresponde a

background de imunoistoquimica.



TABELA 1: Painel de Lesdes do Complexo de Esclerose Tuberosa

No. Idade/ Fonte Tecido Obtido Mutacdo Germinativa
Sexo
1* | 61 anos/ F | Necropsia Cérebro TSC2, X33
4 tuberosidades corticais (4207delG,
1 SEGA D1400fs—>1410X)
Rim
2 AML
Estomago
1 polipo hamartomatoso
2 34
semanas | Necropsia Coracao TSC2, X3 (G90X)
de 1 rabdomioma
gestacéo/
NA
3 33
semanas | Necropsia Coracao TSC2,
de 1 rabdomioma X26 (G1010X)
gestacéao/
NA
4 23 anos/ M | Necroépsia Rim 1 AML MGD
5 35 anos/ F Cirurgia Rim 1AML MGD
6 40 anos/ M | Cirurgia Cérebro MGD
1 tuberosidade cortical

* Mutagao germinativa anteriormente relatada (12)

AML (angiomiolipoma)

SEGA (astrocitoma subependimario de células gigantes)

NA (nao disponivel), MGD (mutac&o germinativa desconhecida)




FIGURA 1: Expressao de Hamartina e Tuberina em Lesdes de SNC

A Tuberosidade (TSDF) B Tuberosidade (TSDF)




FIGURA 2: Imunonegatividade em Rabdomiomas e AML de TSC

Rabdomioma Cardiaco (TSDF)




CONSIDERAGOES FINAIS

Claramente os processos de sinalizacdo e controle celulares regulados
pelos produtos génicos de TSC71 e TSCZ2 sao extremamente complexos,
requerendo sintonia fina a cada ponto de regulagao.

Embora tuberina e hamartina sejam produtos de genes supressores de
tumores e, portanto, em principio, requeiram inativagdo bi-alélica para
desenvolvimento de hamartomas e de neoplasias de baixo grau, as
investigacbes moleculares e bioquimicas em lesdes cerebrais do Complexo de
Esclerose Tuberosa apontam para mecanismos alternativos de descontrole
génico. A falta de identificacdo de perda de heterozigosidade (LOH) em
tuberosidades corticais, ndédulos subependimarios e astrocitomas de células
gigantes sugere que apenas a producdo haploide de tuberina ou hamatina nao
consiga manter o nivel adequado de fosforilagdo sobre a rota PI3K/ PKB/ Akt/
S6K, por exemplo, fazendo com que as células reentrem precocemente no ciclo
celular.

A comprovagao de que as proteinas TSC também exercem fungdes
individuais distintas pode sugerir que mutagbes em um ou outro gene possam
ter consequéncias celulares distintas, dependendo do tipo celular, podendo
provocar fenétipos clinicos variados.

O fato do complexo TSC1/TSC2 (via tuberina) inibir diretamente mTOR,
que bloqueia a fosforilacdo de S6K, tanto em células deficientes em TSC2,
quanto em células normais, abre uma linha de investigacdo terapéutica
importantissima em uma patologia tdo devastadora e tradicionalmente
dependente de tratamentos paliativos. A rapamicina, um macrolideo que
bloqueia 0 mTOR, conseguiu inibir a proliferacédo de células TSC2 7. A rapida
desfosforilacdo dos substratos do mTOR, S6K e 4E-BP1, que ocorre em
resposta ao tratamento com rapamicina em células nulas para Tsc?1 ou Tsc2
derivadas de ratos Eker, sugere que este possa ser de grande auxilio para

pacientes com TSC e pacientes com LAM.
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