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RESUMO

A Esclerose Tuberosa é uma doenca genética, neurocutanea, de carater autossdmico
dominante e expressividade variada. Dentre os seus principais achados destacam-se lesdes de
pele e anexos, sistema nervoso central, coragcdo, rins e outros 6rgaos. A prevaléncia da
sindrome € estimada em 1:6.000 nativivos e cerca dois tercos dos casos relatados néo tém
histérico familiar. Este trabalho objetiva: (1) retratar o perfil de uma extensa familia
acometida por essa sindrome através da caracterizacdo dos aspectos clinicos, genéticos,
imaginol6gicos e microscopicos,; e (2) descrever o padréo de imunomarcacdo de MMP-1,
MMP-10, TIMP-1, a-SMA e TGF-B1 em angiofibromas orais e cutaneos de individuos
afetados nesta familia Trata-se de um estudo de cunho descritivo-analitico envolvendo 4
geracOes da familia previamente citada. Os critérios utilizados para avaliagdo e manegjo clinico
dos pacientes nesse trabalho foram propostos por Roach e colaboradores (1998). O protocolo
imaginologico incluiu a realizacdo de ressonancias magnéticas do encéfalo, tomografias
computadorizadas de feixe conico, fundoscopias, ultrassonografias abdominais e
ecocardiogramas hos afetados. Analises microscopicas em hematoxilina-eosina e
imunoistoquimica foram feitas para os marcadores MMP-1, MMP-10, TIMP-1, a-SMA e
TGF-B1 nas lesbes previamente descritas. Alteragbes de dentes, pélos e unhas foram
analisadas em microscopia eletronica de varredura. Dentre os 61 individuos examinados,
foram identificados 6 sujeitos sindrébmicos e 7 individuos com tracos da doenca. O padréo de
heranca demonstrou ter alta penetréncia e grande variabilidade fenotipica com auséncia de
casamentos consanguineos. Maculas hipomelandticas, angiofibromas faciais e defeitos
cavitados puntiformes de esmalte dentario foram os achados fenotipicos mais comuns dos
portadores da sindrome. Quanto aos angiofibromas analisados, estes mostraram-se
imunorreativos para MMP-1, MMP-10 e TGF-1, com padrédo de distribuicdo heterogéneo
tanto entre os elementos teciduais analisados quanto na intensidade de marcacéo dos mesmos
entre os espécimes. TIMP-1 exibiu reatividade predominantemente negativa nos espécimes
analisados e a-SMA apresentou-se restrito a regides perivasculares e epiteliais dessas |esoes.
Em suma, neste estudo, enfatizamos a importancia dos achados bucais, para o diagndstico
precoce e estabel ecimento do completo padréo familiar da Esclerose Tuberosa.

Palavras-chaves: Esclerose Tuberosa. Fendtipo. Marcadores Biol 6gicos.



ABSTRACT

Tuberous sclerosis is a neurocutaneous genetic disease characterized by autosomal dominant
trait and variable expressivity. Among the most important features can include skin lesions
and annexes, alterations of central nervous system, heart, kidneys and other organs. The
prevalence is estimated in 1:6.000 live births and two thirds of all cases have not familial
history. This paper aims: (1) retract the profile of alarge family affected by this syndrome by
characterizing its clinical, genetic, imaginological and microscopic aspects, and (2) analyze
the pattern of immunolocalization of markers MMP-1, MMP-10, TIMP-1, a-SMA and TGF-
B1linora and facial angiofibromas of affected individualsin thisfamily. Thisis adescriptive-
analytical study involving 4 generations of the family previoudly cited. The criteria used for
evaluation and clinical management of patients in this study were proposed by Roach and
collaborators (1998). The imaginological protocol included magnetic resonance imaging of
the brain, cone beam computed tomography, fundoscopies, abdominal ultrasound scans and
echocardiograms in affected. Microscopical analyses on hematoxilin-eosin  and
immunohistochemistry were performed for the markers MMP-1, MMP-10, TIMP-1, a-SMA
and TGF-B1 in lesions previoudy described. Alterations of teeth, hair and nails were
examined in scanning electron microscopy. Among the 61 individuals examined were
identified 6 individuals syndromic and 7 subjects with traces of the disease. The inheritance
pattern showed a high penetrance and wide variability in phenotype with absence of
consanguineous marriages. Hypomelanotic macules, facial angiofibromas and enamel pits
were the most common phenotypic findings of this syndrome. For the anayzed
angiofibromas, these proved to be immunoreactive for MMP-1, MMP-10 and TGF-$1, with
heterogeneous distribution pattern among both tissue elements analyzed in the intensity of
marking the same among the specimens. TIMP-1 showed reactivity predominantly negative in
the specimens analyzed and a-SMA presented restricted to epithelial and perivascular regions
of these lesions. In summary, this study emphasized the importance of oral findings for early

diagnosis and compl ete establishment of Tuberous Sclerosis familia pattern.

Keywords: Tuberous Sclerosis. Phenotype. Biological Markers.



LISTA DE SIGLAS
ACTH - Horménio adrenocorticotrofico
AMPK - Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase
AKT - Protein Kinase B
CO, . Di6xido de carbono
ET - Esclerose Tuberosa
GTPase - Guanosina Trifosfato hidrolase
MAPK - Mitogen-activated Protein Kinase
MIM - Mendelian Inheritance in Man
MM P-1 — metal oproteinase da matriz 1
MMP-10 - metal oproteinase da matriz 10
MTOR/S6 - Mammalian Target of Rapamycin S6
OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man
PKD1 - Polycystic Kidney Disease 1
Ras - Rat Sarcoma Proteins (Superfamilia de GTPases envolvidas no controle de proliferacao,
divisdo e apoptose celular)
Rab5 - Rabaptin 5
Rapla- Ras-related protein 1a
Rheb - Ras homologue enriched in brain
a-SMA - adfa-actina de musculo liso
T1- Tempo 1 de relaxamento
T2 - Tempo 2 de relaxamento
TDAH - transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade
TGF-B1 - fator de crescimento transformante-beta 1

TIMP-1 - inibidor tecidual de metaloproteinase 1


http://en.wikipedia.org/wiki/Polycystic_kidney_disease_2

TSC1 - gene 1 do Complexo Esclerose Tuberosa
TSC2 - gene 2 do Complexo Esclerose Tuberosa
TSC2/PKD1 - gene 2 do Complexo Esclerose Tuberosa contiguo com gene 1 da doenca renal

policistica
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais

A Esclerose Tuberosa (ET) é uma doenca genética, classificada como sindrome
neurocutanea ou facomatose, com heranca autossomica dominante e que apresenta ata
penetrancia e expressividade variada (1). Outras desordens desse grupo incluem
neurofibromatoses do tipo 1 e 2, sindrome de Sturge-Weber, ataxia-telangectasia e doenca de
von Hippel-Lindau (2) E caracterizada por importantes envolvimentos neurol6gicos,
dermatol6gicos e torécico-viscerais (1). Sua terminologia refere-se a multiplas massas
esclerdticas encontradas no encéfalo (3). Tal sindrome ocorre devido a disfuncdo dos genes
TSC1 (9934) e TSC2 (16p13.3), envolvidos no controle proliferativo celular (4).

A ET é também conhecida como sindrome de Bourneville, visto que esse autor foi
guem pela primeira vez estabeleceu a relagcdo entre as lesbes cutaneas e 0 acometimento
neurologico (5,6). Embora a sindrome ja houvesse sido relatada por Friedrich Daniel Von
Recklinghausen desde 1862, a sua descri¢do minuciosa deve-se ao neurologista francés Désiré
Magloire Bourneville e ao dermatol ogista inglés John James Pringle (5,6).

Recklinghausen descreveu tumores cerebrais e cardiacos multiplos identificados na
necropsia de um recém-nascido (5,8,9). A correlacdo com sinais e sintomas neurol 6gicos sdo
creditados, no entanto, a Bourneville (5,7,8,9). Ele encontrou ilhotas grandes de esclerose nos
giros corticais de dois pacientes que tiveram 6ébito em decorréncia de epilepsia. Em um desses
pacientes ele também detectou a presenca de massas renais (5). Posteriormente, o
acometimento sistémico fora demonstrado por Vogt et a no seu classico estudo da triade
epilepsia, deficiéncia mental e adenomas sebéceos (5,9,10,11,12). A ET era caracterizada
anteriormente pelos 3 achados descritos a priori, sendo essa considerada a forma tipica da
doenca (5,9). Com isso, surgiu o termo epildia para designar a doenca, contudo tal sinonimia
vem sendo cada vez menos utilizada principalmente naliteratura anglo-saxoénica (6).

Van der Hoeve, que caracterizou os hamartomas de retina na sindrome, introduziu o
termo facomatose (phakos "mancha' e oma "tumor"), compreendendo tanto ET e
neurofibromatoses. Ap6s as primeiras descricdes de calcificagdes radioldgicas, a introdugdo
de exames de tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética melhoraram o
processo diagnostico (5). Gomez foi quem publicou primeiro sobre o espectro clinico e
subclinico daET em 1979 (5).

Estudos subseqientes reconheceram a abundéancia do espectro clinico da doenca, por

evidenciar a sua natureza sistémica (13,14). A base hereditéria da ET foi mencionada ja no
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ano de 1913 (5). Entretanto, somente no final do século XX foram identificados os dois genes
responsaveis pela doenga. Uma melhor compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos
no desenvolvimento da sindrome, ainda deve ser alcancada (4,5)

S80 sinbnimos da ET encontrados na literaturas complexo esclerose tuberosa
(13,14,15), doenca de Bourneville-Pringle (5), adenoma sebaceo de Bourneville, adenoma
sebaceo de Pringle (9), doenca de Bourneville-Brissaud, sindrome da hamartomatose
sistémica multipla, neuromatose universal, esponglioblastose  circunscrita e

neurosponglioblastose difusa (7).

1.2 Aspectos epidemiol 6gicos

A ET é uma doenca de distribuicdo universal, uma vez que ocorre em todo o mundo,
sem predilecdo para raga ou género (7,16,17,18). A prevaléncia da afeccdo pode ser téo alta
quanto 1:5.800 nascidos vivos (19). Todavia, o que se verifica € que os dados referentes a
prevaléncia da ET oscilam muito na literatura, variando de 1:100.000 até 1:1.000.000 (15).
Estudos recentes sugerem que a prevaléncia é de 1:6.000 nativivos (19,20). Essas diferencas
podem ser explicadas por diferentes critérios de diagndstico e pela apresentacdo de formas
parciais da doenca (15). A expressdo fenotipica da ET é altamente variavel (1) e, em aguns
casos pode ser dificil estabelecer um diagnostico clinico definitivo. Cerca de dois tercos dos
casos sao esporadicos, ou sgja ndo apresentam histérico familiar (21). A taxa de mutacdo
estimada em 1:25.000, é considerada elevada (22,23).

ApGs a avaliagdo cuidadosa e detalhada de individuos conhecidos, acredita-se que a
penetrancia da sindrome esta estimada em 100% (22). Casos raros de auséncia de penetrancia
aparente foram relatados; no entanto, a existéncia da participacdo de dois genes distintos na
etiopatogénese da sindrome (4,21,22) e a presenca de mosai cismos genéticos podem explicar
tals sSituages (22,24,25).

Por pertencer a0 grupo das sindromes neurocuténeas, também denominadas
neuroectodermoses ou facomatoses, ha relatos de casos em que se associa as
neurofibromatoses 1 e 2, a sindrome de von Hippel-Lindau e a doenca de Sturge-Weber
(2,26,27). Essas sindromes representam distarbios nos quais os individuos afetados
desenvolvem neoplasias com elevada freguiéncia (2,26,27). Os genes responsavels por essas
doencas apresentam caracteristicas semelhantes e agem como supressores de tumor, embora

levem a manifestagdes clinicas distintas (2,21,22).
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1.3 Etiopatogenia

A etiopatogenia da ET ainda ndo € completamente conhecida (4,5), fato este que
resulta em diferentes implicacdes de diagndstico, progndstico e tratamento. Contudo, sabe-se
que tal entidade representa um modelo de heranga autossdmica dominante com ato grau de
mutagles espontaneas, que compdem cerca de dois tercos de todos os casos (1,21,22,26). O
comportamento da ET segue o modelo de Knudson (21,22) para a oncogénese envolvendo
dois genes de loci distintos (22).

O primeiro gene denominado TSC1 (9934) foi identificado em 1997 e codifica a
hamartina, uma proteina que regula a adesdo celular (21,22). O segundo gene TSC2
(16p13.3), identificado em 1993 (20), codifica a tuberina, uma proteina associada a regulacéo
do transporte de vesiculas do citoplasma para a membrana, também implicada nos
mecanismos de regulacéo das mitoses e ativagdo do gene Ras (21,22) (Figura 1). Ambas
também apresentam efeitos inibitorios sobre o crescimento, proliferacdo e migragdo celular,
pois estimulam a entrada de células que se encontravam latentes na fase GO do ciclo celular
parafase S (21). No entanto, a maneira como essas duas proteinas se interagem ainda ndo esta
totalmente esclarecida (21).

9p24 16p13.3
3:33 1&:1&2 :D‘

3

ap21 f6p13.1
913 16p12
§§li f6p11,2
9a12 feetted -
ALY a2 1)
%921 1ha12. 1

Wi

q
22 16421
9931
9432 fbsz2
9933
16423

9934

16924

Figura 1 — RepresentacOes esgqueméticas dos cromossomos envolvidos na etiopatogénese da
Esclerose Tuberosa enfatizando os loci génicos TSC1 (9g34) e TSC2 (16p13.3)
Fonte: OMIM, 2009.

A tuberina tem funcéo de ativacdo da GTPase para pequenas proteinas-G (Rapla e
Rabb) (22,28,29) e funciona como um regulador principa da pequena proteinaG Rheb além
de atuar na traducéo protéica, crescimento e proliferacdo celular (22,30). A hamartina também

regula o ciclo celular através de interagcdo por via cinase ciclino-dependente (31). Hamartina e
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tuberina formam heterodimeros, sugerindo que eles podem agir em conjunto para regular a
proliferacéo celular (22). Mais recentemente, foi demonstrado que tuberina e hamartina sdo
reguladores chaves da via AKT, participando também em vérias outras vias de sinaizacdo
incluindo a MAPK, AMPK, B-catenina, camodulina, mMTOR/S6 cinase, como também em
outras vias do ciclo celular (22,31,32,33).

Todas as mutagdes envolvendo TSC1 ou TSC2 sdo preditivas a producdo de produtos
truncados ndo-funcionais, os quais falham na regulacéo da traducéo protéica podendo levar a
uma proliferacéo celular desordenada que resulta em lesdes hamartomatosas e/ou neoplasicas
(22,34). A variabilidade de fendtipos na ET pode ser explicada parcialmente, pela ocorréncia
de diferentes tipos de mutacéo nos genes que codificam hamartina e tuberina, sugeridas por
estudos de correlacdo gendtipo-fendtipo (22,35,36,37).

Au et a (38) realizaram andlises em 325 individuos estabel ecendo a defini¢cdo do tipo
de ET e do tipo de variante (TSC1 e TSC2). Os autores conseguiram identificar a variante de
ET dos individuos acometidos por mutacfes de novo em 72% dos individuos (199 de 257) e
em 77% dos casos com heranca familiar (53 de 68). No total, 17% de mutacdes ocorreram no
gene TSC1 e 50% em TSC2. Estes autores (38) mostraram nesse estudo que 0s pacientes com
mutagBes em TSC2 parecem ter maculas significativamente mais hipomelandticas e maiores
dificuldades de aprendizagem, comparados com aqueles que apresentavam mutacoes em
TSC1. Em uma metandlise incluindo seus dados e de outros dois grandes estudos da literatura
(35, 37), Au et a (38) também encontraram correlagbes significativas para diversas
caracteristicas que estudos individuais ndo tém poder suficiente para concluir. Pacientes do
sexo masculino, por exemplo, apresentaram maior frequéncia de achados neurol6gicos,
afecgdes oftalmoldgicas, cistos renais e fibromas ungueais. A partir dos resultados de tais
estudos, ainda concluiu-se que individuos com mutagdes em TSC2 parecem apresentar sinais
e sintomas mais graves.

Corroborando com tais estudos (35,37,38) Al-Saleem et a (39) relataram um maior
risco de cancer renal em individuos com mutacdes em TSC2. Jones et a (40,41) encontraram
umamaior freqiéncia de retardo mental em individuos com mutagdes em TSC2. Estes autores
(40,41) ainda sugeriram haver uma diminui¢cdo ao longo dos anos da proporc¢éo de individuos
com mutacdes em TSC1 entre aqueles que ndo tém historico familiar de ET. Tal achado pode
representar um verdadeiro fenbmeno biolodgico ou a comprovacdo de que, isso acontece
porque eles tém um fendtipo um menos grave. Autismo e espasmos infantis também sdo mais

comuns em mutagdes de TSC2 (22,36).
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1.4 Caracteristicas clinicas

A ET é uma doenca multissistémica, caracterizada em sua forma complexa por lesdes
hamartomatosas que atingem encéfalo, rins, pulmdes, pele e outros 6rgados (1,13,14,21,22).
Esta entidade patol 6gica apresenta também variabilidade em resultados de estudos clinicos,
tanto intra como entre familias e quaisquer 6rgéos podem estar envolvidos (9,22).

A pele é afetada em praticamente 100% dos individuos com ET. As lesdes de pele
incluem: maculas hipomelandticas (87-100% dos casos), angiofibromas faciais (47-90%),
placas de Shagreen (20-80%), placas fibrosas faciais e fibromas ungueais (17-87%)
(21,22,42,43,44,45,46,47,48,49). Entre as lesdes cutaneas, destacam-se os angiofibromas
faciais por poderem causar maior desfiguracdo estética. Nenhuma das lesdes dermatol 6gicas
resulta em sérios problemas médicos (22).

As manifestagdes cuténeas raramente surgem ao nascimento e aparecem no periodo da
puberdade (50). O quadro cuténeo classico refere-se aos multiplos angiofibromas na face,
também denominados erroneamente de adenomas sebéceos de Pringle (9,21,22,50), que
surgem geralmente entre os trés anos e a puberdade (50). Tratam-se de pequenos hamartomas
localizados no interior da derme, comumente localizados na face, & vezes adotando a
distribuicdo em “asa de borboleta” sobre a regido nasomalar, de consisténcia mole, de cor
réseo-pdida (9,50) que tém como diagnéstico diferencial acne vulgar, acne rosacea ou
tricoepiteliomas multiplos (22,50).

Fitzpatrick et a apontaram a utilidade diagnostica de maculas hipomelandticas em
pacientes com ET. Estas estdo, provavelmente, presentes ao nascimento na maioria dos casos
permitindo o diagnostico precoce e sdo mais bem identificadas com o auxilio da lampada de
Wood (22,45,50). Tais lesBes podem ser confundidas com vitiligo, nevus despigmentado,
nevus anemicus, piebaldismo e com a sindrome de V ogt-K oyanagi-Harada (22). Dispostas de
modo linear no tronco e membros, variam de tamanho de poucos milimetros a véarios
centimetros e podem ser poligonais ou em forma de pétal as acinzentadas (50).

Fibromas ungueais e/ou periungueais multiplos, também descritos como tumores de
Koenem, sdo formagdes pediculadas de coloracdo rosacea, que se originam na periferia das
unhas e histologicamente parecem ser angiofibromas, tendo como diagnostico diferencial
cistos de inclusdo epiteliais, verruga vulgar e fibromatose digital infantil (22). Eles so
indicativos importantes de ET, e, em geral, surgem tardiamente entre os 15 e 60 anos de idade
9).

Placas de Shagreen sdo agrupamentos de harmartomas do tecido conjuntivo que

ocorrem tipicamente no dorso, mais precisamente na regido lombossacra, elevados e
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circundados por halo eritematoso (9,22). Estes podem ser denominados também de nevus de
tecido conectivo.

A ocorréncia de neoplasias do sistema nervoso central € a principal causa de
morbidade e mortalidade na ET (22). As lesdes cerebrais de ET incluem nddulos
subependimarios, tubérculos corticais, astrocitomas subependimérios de células gigantes e
linhas de migracéo radial de substancia branca, podendo estas ser distintas através de exames
de neuroimagem. O cerebelo encontrase envolvido em apenas 15% dos pacientes
investigados, sendo raro o envolvimento da medula espinhal (21,22,26).

N6dul os subependimarios gliais ocorrem em 90% dos individuos acometidos por ET e
tubérculos corticais ou subcorticais em 70% (22). Os nédulos subependimarios, geralmente
localizadas no terceiro ventriculo, s8o compostos por células grandes e irregulares,
densamente agregadas. Quando esses nddulos crescem e atingem mais de 3 cm de diametro,
sdo denominados astrocitomas subependimérios de células gigantes (52).

Os tubérculos corticais s80 lesdes focais que predominam na estrutura cinzenta e séo
caracteristicamente paidos e de consistéhcia mais firme que a do cérebro.
Microscopicamente, apresentam perda da citoarquitetura cortical normal, com a presenca de
células gliais gigantes e neurbnios com morfologia anormal (53). Goodman et a. (51)
sugeriram gue a contagem de tubérculos corticais detectada em exames de ressonancia
nuclear magnética pode ser um marcador para prever a gravidade de disfuncdes neurol 6gicas.
Estes autores (51) encontraram em individuos pelo menos moderadamente afetados, chances
cinco vezes maiores de se ter mais de sete tubérculos corticais detectados, do que em
individuos portadores da sindrome com alteragtes neurol 6gicas mais brandas.

Astrocitomas subependimarios de células gigantes ocorrem em 6 a 14% de todos os
individuos com ET. Tais lesbes podem aumentar quanto ao tamanho, causando obstrucdo e
hipertensdo intracraniana resultando em significativa morbidade e mortalidade (22,52). Estes
tumores em pacientes com ET, ocorrem mais comumente nos ventricul os laterais préoximos ao
forame de Monro (52,54). Apesar da forte correlacdo desse tumor com a ET ha relatos de
pacientes com a presenca do mesmo, que ndo apresentavam nenhum estigma de ET (54).
Essas neoplasias apresentam crescimento lento, podendo causar hidrocefalia obstrutiva grave
e sinais neurologicos focais (52,54). A ressonancia nuclear magnética, em geral sdo
observadas |lesdes heterogéneas proximas ao forame de Monro com baixo sinal em T1, alto
sinal nas imagens pesadas em T2 e real ce heterogéneo pelo gadolinio (55,56).

Mais de 80% dos individuos com ET apresentam, em alguma fase da vida episodios

convulsivos. Contudo, pela elevada prevaléncia, tal achado pode induzir a erro no diagnostico
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e na estimativa de gravidade da doenca (22). A presenca da ET € uma causa conhecida de
espasmo infantil e hipsarritmia. Pelo menos 50% dos individuos tém atraso no
desenvolvimento ou retardo mental (57). Um quadro que comumente é causa de morte
prematura (32,5%) entre os individuos afetados é uma combinac&o de retardo mental grave,
epilepsia e broncopneumonia (58).

Individuos portadores tém um grande risco de comprometimento do desenvolvimento
neurologico e comportamental. Entre os distdrbios comportamentais e psiquiatricos comuns
em ET pode-se destacar o transtorno global do desenvolvimento e o autismo (22). Duas
revisdes de literatura (59,60) sugerem que cerca de 25% dos individuos com ET tém autismo
e 40%-50% preenchem critérios diagnosticos de transtornos do espectro autista, dependendo
das ferramentas de diagnostico utilizadas. Hiperatividade ou transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH), além de insociabilidade também sdo comumente observados em ET
(59,60,61,62). Prather e de Vries observaram que os sistemas frontais do cérebro sdo os mais
constantemente interrompidos por processos neuropatol 6gicos relacionados a ET, resultando
em anormalidades de regulacdo e alteracbes comportamentais direcionadas a0 cumprimento
de objetivos (63). Zaroff et a (64) ressaltaram que afecgdes neuroldgicas de inicio prematuro
e 0 aumento do nimero de tubércul os corticais sdo fatores de risco para disfuncdes cognitivo-
comportamentais. A avaliagdo e aplicacdo de intervencdes terapéuticas precoces, incluindo
controle de crises podem promover melhores resultados de tratamento (64). Um estudo em
pacientes de ET com carga maior de lesdes cerebrais no lobo temporal esquerdo demonstrou
correlagdo positiva entre esses achados e escores neurol 6gicos de maior gravidade (65).

Quaisquer formas de epilepsia que ocorrem na sindrome podem ser breves e passivels
de controle através de terapéutica anticonvul sivante convencional, exceto a sindrome de West.
Movimentos coreoatetdsicos, sindrome piramidal, sinais cerebelares e hidrocefalia sdo raros
(66).

Dentre as alteragbes pulmonares associadas destaca-se a linfangiomiomatose
pulmonar, de prevaléncia estimada entre 1 a 6% dos individuos com ET e que atinge
principa mente as mulheres entre as idades de 20 e 40 anos. Os individuos acometidos podem
apresentar falta de ar ou hemoptise, além de pneumotorax e quilotérax. Radiografias de torax
revelam um padrdo reticular difuso e exames de tomografia computadorizada mostram
alteracOes intersticiais difusas, com infiltrados e alteracfes cisticas. Alguns individuos podem
evoluir para situagdes mais graves como quadros de insuficiéncia respiratoria que podem
culminar até em obhito (22). Hiperplasia micronodular multifocal pneumonocistica tem sido
relatada em alguns individuos com ET (67).
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As lesbes de retina da ET sd0 comumente hamartomas e manchas acromicas
(semelhante as lesbes cutaneas hipocrémicas). Uma ou mais dessas lesbes podem estar
presentes em até 75% dos individuos portadores da doenca e sdo geralmente assintométicas
(22). Todavia, Shields et a relataram o curso clinico e achados histopatol dgicos de quatro
pacientes com ET que desenvolveram crescimento progressivo de hamartomas justapapilares
astrociticos, provocando posterior descolamento de retina secundario e glaucoma neovascul ar
com necessidade de enucleacéo do olho afetado (68).

Afeccles renais constituem a segunda principal causa de morte precoce (27,5%) em
individuos com ET (58). Cerca de 80% das crian¢as com a doenca apresentam alguma lesdo
renal identificavel por volta de 10 anos (69). Cinco diferentes lesdes renais ocorrem em ET:
angiomiolipomas benignos (70%), cistos epiteliais (20-30%) (37), oncocitomas (hamartoma
benigno adenomatoso) (<1%), angiomiolipomas malignos (<1%) e carcinoma de células
renais (<3%) (70,71).

Angiomiolipomas benignos compreendem vasos sangiiineos anormais, camadas de
musculo liso e tecido adiposo maduro. Em criancas, angiomiolipomas tendem a aumentar em
tamanho ou nimero ao longo do tempo podendo causar hemorragias e substituicdo do
parénquimarenal funcional (22).

Cook et a (70) revisaram 139 pacientes com ET que apresentaram auséncia de
sintomas renais, mas tinham sido investigados por ultrassonografia. Lesdes renais foram
encontrados em 85 pacientes (61%); 40 tiveram angiomiolipomas, 17 tiveram apenas cistos e
28 apresentaram ambos. Os angiomiolipomas eram multiplos em 91% dos casos e bilaterais
em 84% dos pacientes. A prevaléncia de angiomiolipomas aumentou com a idade, porém a
prevaléncia de cistos renais ndo pareceu estar relacionada com a idade nesse estudo. Em
criangas menores de cinco anos, os cistos foram considerados as |esbes mais comuns.

Embora raros, angiomiolipomas extrarenais foram relatados. Em um estudo
retrospectivo de imagens de ultrassonografia e tomografia computadorizada, Fricke et a
identificaram oito angiomiolipomas hepaticos em 62 individuos com ET (13%) (72).

Na literatura, ha relatos de individuos que tem fenétipo combinado com caracteristicas
de TSC2 e doenca autossbmica dominante renal policistica tipo 1 (PKD1) (73). Nestes
individuos, o alargamento progressivo dos cistos pode comprimir o parénquima funcional e
levar a insuficiéncia renal. Portadores da sindrome do gene contiguo TSC2/PKD1 também
estdo em risco de desenvolver complicacfes de PKD1, que incluem lesbes cisticas em outros
orgéos (por exemplo, o figado) e aneurismas de Berry (22).
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Angiomiolipomas malignos e carcinomas de células renais podem resultar em oObito.
Apesar de raros, esses dois tumores sdo muito mais comuns em ET do que na populacdo
geral. Cook et a relataram 3 casos de carcinoma de células renais em 139 individuos
examinados (70). Patel et al identificaram apenas um carcinoma de células renais (0,5%) em
206 massas renais analisadas (71). Além dos processos neoplésicos ja descritos (70,71),
Grether et al descreveram um tumor de Wilms em uma crianca de 20 meses de idade portador
de ET (74).

Rabdomiomas cardiacos estédo presentes em 47 a 67% dos individuos com ET
(35,37,40,75). Diversos estudos afirmam gue esses tumores tendem a regredir com o tempo e
eventualmente desaparecem (24). A maior freqiéncia desses tumores ocorre durante o
periodo neonatal (22). Em uma metandlise da literatura, Verhaaren et a (76) concluiram que
intervencgoes cirurgicas logo apds o nascimento 6 sdo necessérias quando ocorre obstrucéo do
fluxo cardiaco, e que, setal complicacdo ndo ocorre ao nascimento, provavel mente os sujeitos
acometidos ndo virdo ater problemas de sallde correlacionados posteriormente. Freycon et al
e Larbre et al relataram também casos de mortes devido a ruptura de aneurismas da aorta em
criancas com ET (77,78).

AlteracBes Gsseas também podem estar presentes incluindo lesbes pseudocisticas de 1
a 3 mm, neoformagdo Ossea periosteal e areas de esclerose que acometem geralmente
metacarpos, metatarsos ou resultam em areas de hiperosteose. Fissuras palatinas e
hi perosteoses al veol ares também so achados descritos na literatura (16).

Em trés criancas afetadas, duas das quais recém-nascidas, de Leon et a descreveram
hamartomas olfativos. Eles sugeriram que hamartomas cardiacos e olfativos séo
particularmente caracteristicos da ET em bebés e que o envolvimento olfativo ndo é
surpreendente porque os hamartomas parecem surgir a partir da camada germinativa
subependimaria encefdlica (79).

Fibromas gengivais e defeitos cavitados puntiformes no esmalte dentério constituem
dois dos critérios menores para o diagnoéstico de ET (13,14,21,22). Muitos estudos enfatizam a
localizagdo gengival dos fibromas, mas eles também podem ocorrer em outras localizagOes
intraorais. Fibromas ou angiofibromas tém sido encontrados em dorso de lingua, gengiva e
palato. Em um estudo de série, com 58 pacientes, foi encontrada uma prevaléncia de 69% de
fibromas gengivais em portadores da sindrome, sobretudo na regido interdentéria gengival,
mucosas bucais e labiais. Além disso, 97% dos pacientes apresentaram multiplas “lesdes
puntiformes’ no esmalte dentario, que sdo encontrados em apenas 9% da populacdo geral. Um

crescimento gengival difuso também pode ser observado em pacientes com ET (80).
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Termos utilizados no passado para descrever os achados da ET que agora estdo
desatualizados ou inadequados, mas ainda ndo foram eliminados da literatura incluem:
adenoma sebaceo, que foi usado anteriormente para descrever as lesdes faciais que sdo melhor
caracterizados como angiofibromas faciais, miomas, substituido por termos mais precisos
como rabdomiomas cardiacos e tubérculos corticais; e manchas foliares brancas, usado
anteriormente para descrever as méaculas hipomelandticas visto que essas podem ser de
qualquer formato ou tamanho. Méaculas hipocrémicas de determinados tamanhos e formas ndo
sd0 atualmente, mais ou menos indicativas de uma associagdo com ET (22).

Por ser considerada uma facomatose ou sindrome neurocutanea (grupo que inclui
neurofibromatose tipo 1 e 2, sindrome de von Hippel-Lindau, e doenca de Sturge-Weber),

devem-se observar caracteristicas clinicas dessas sindromes (2,26,27).

1.5 Diagndstico

O diagnéstico da ET é eminentemente clinico, embora existam atuamente até
pesquisas de testagem genética e molecular. Alguns exames sdo Utels para complementar a
pesquisa de lesdes em Orgdos ou sistemas, como radiografias de térax e 0ssos, fundoscopia,
ecocardiogramas, tomografia computadorizada, ressonancia magnética de encéfalo,
eletroencefalograma, ultrassonografia de abddmen, urografia excretora; além de exames de
histopatologia e imunoistoquimica em lesdes cutaneas, orais, pulmonares, renais ou até
mesmo do sistema nervoso central (13,14,22).

Atualmente, os critérios diagnésticos mais aceitos para a sindrome foram
desenvolvidos na Conferéncia de Consenso sobre Esclerose Tuberosa, em julho de 1998 (13).
Tais critérios sdo baseados na presenca de achados clinicos e foram revisados recentemente
(14). Critérios propostos para diagnostico da sindrome incluem achados maiores e menores
(13,14). Dois achados maiores ou um achado maior e dois menores definem a sindrome. Um
achado maior e um menor constituem provavel diagndstico. Um achado maior ou dois
menores demonstram possibilidade diagnéstica (22).

Os achados maiores incluem angiofibromas faciais, placas fibrosas na fronte, méculas
hipomelandticas (mais que trés), placas de Shagreen, fibromas periungueais, multiplos
hamartomas de retina, tuberosidades corticais, nédulos subependimarios, astrocitoma
subependimario de células gigantes, rabdomiomas cardiacos, linfangiomiomatose pulmonar e
angiomiolipomas renais (13,14,22). Dentre os achados menores pode-se destacar a presenca
de mutiplos defeitos no esmalte dentario, pdlipos retais hamartomatosos, cistos 0sseos, linhas

de migracdo radial de substéancia branca cerebral, fibromas gengivais, hamartomas ndo renais,
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placas acrémicas em retina, lesdes tipo confetti e cistos renais multiplos (13,14,22). Alguns
achados necessitam de confirmagéo histologica e/ou imaginolégica, 0 que requer uso de
exames complementares diagnosticos (14).

A revisdo dos critérios supracitados reconhece que os individuos com
linfangiomiomatose isolada ou associada a angiomiolipomas renais somente, ndo tém
diagnostico de ET (14,22). Também (14) foram eliminados como caracteristicas especificas
da sindrome, achados inespecificos tais como espasmos infantis miocldnicos, convulsdes
ténicas ou atbnicas. Fibromas ungueais ou periungueais ndo traumaticos e a presenca de trés
ou mais méculas hipomelandticas tém sido confirmados como caracteristicas mais especificas
da sindrome (22). Displasias corticais cerebrais e linhas de migracdo radial de substancia
branca cerebral que ocorrerem em conjunto, devem ser contadas a partir de entdo (14), como
um achado em vez de duas caracteristicas da sindrome. Quando ambos linfangiomiomatose e
angiomiolipomas renais estiverem presentes, outras caracteristicas da ET devem estar
presentes para o diagnostico definitivo. Linhas de migracéo radial de substancia branca e
displasias corticais focais sd0 notadas frequentemente em individuos com ET, porém sdo
relativamente inespecificas. A partir da revisdo dos critérios diagnosticos tais lesdes foram
consideradas como achados menores. A confirmacdo histopatol 6gica é sugerida para achados
como polipos retais hamartomatosos, multiplos cistos renais e hamartomas ndo renais. A
confirmacdo imaginologica é suficiente para cistos 6sseos e linhas de migracdo radial de
substancia branca (14,22).

1.6 Prognéstico e tratamento

O prognostico da sindrome esta diretamente relacionado com a ocorréncia de tumores
do sistema nervoso central, que é a principal causa de morbidade e mortalidade na ET e com a
presenca de afeccOes renais, segunda principal causa de morte precoce (22). O tratamento
geralmente é multidisciplinar devido a expressividade fenotipica variada da doenca e sera
especifico para cada uma das diferentes manifestagbes clinicas que o paciente possuli
(9,14,22).

A avaliagdo sistemética para o diagndstico inicial, no intuito de se estabelecer um
prognostico correto, € de fundamental importancia (22). Dessa forma, recomenda-se (14) que
os individuos suspeitos de ser acometidos por ET sgjam submetidos a avaliagdo da historia
médica e familiar (com énfase para achados da sindrome), exame fisico com a utilizagdo de
uma lampada de Wood (luz ultravioleta) em uma sala escura dando atencéo especial aos
achados dermatol 6gicos, realizacdo de exames imaginologicos encefélicos como tomografia
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computadorizada ou ressonancia nuclear magnética, submissdo a ultrassonografia abdominal
ressaltando achados renais, execucdo de exames oftamolégicos, realizacdo de
eletrocardiograma e ecocardiograma (se os sintomas cardiacos indicam), eletroencefal ografia
(se as afecgbes neurol6gicas comportamentais estiverem presentes), avaliagdo psicoldgica e
psiquiatrica, além de tomografia computadorizada de térax para mulheres adultas (14).

O tratamento neurocirdrgico pode ser indicado para tumores cerebrais grandes,
isolados, que estejam causando epilepsia, hipertensdo intracraniana ou algum tipo de déficit
motor (22). Nesse sentido, a identificagdo precoce de um astrocitoma de células gigantes
permite a remocdo do mesmo antes do aparecimento dos sintomas e antes que este se torne
localmente invasivo (22). Weiner et a preconizam a realizacdo de exames de imagem do
encéfalo como rotina em criangas e adolescentes que apresentam nodulos subependiarios
documentados (81).

O tratamento médico terapéutico para crises epilépticas inclui diversas opcbes de
medicamentos como acido vapréico, ACTH, clonazepam, fenitoina, carbamazepina,
fenobarbital, entre outros (9). No entanto, um avanco importante no tratamento da epilepsia
em pacientes com ET foi aintroducdo da vigabatrina, um inibidor da enzima y-aminobultirico-
transaminase. Algumas pesquisas apontam gue a vigabatrina parece ser eficaz no tratamento
de espasmos infantis, apresentando menores efeitos colaterais (15,66). A eficacia de
diferentes opcbes de tratamento de espasmos infantis varia entre os individuos. A epilepsia
em ET pode ser resistente a terapia com mdltiplas drogas anticonvulsivantes em alguns casos
(22).

Uma série de pequenos estudos tem relatado excel entes resultados apds procedi mentos
cirdrgicos para o tratamento de epilepsia (22,81,83). Jarrar et a constataram que apreensoes
cirargicas unifocais, em estdgio inicial, ndo ocasionam disturbios de desenvolvimento
neurol6gico e tém prognostico excelente (82). Romanelli et a descrevem o uso de técnicas
para auxiliar o cirurgido nas resseccoes de zonas epileptogénicas multifocais em individuos
com ET como eletroencefalograma, técnicas de neuroimagem funcional e mapeamento
cortical invasivo (83). Kagawa et al verificaram que o emprego de o-metil-L-triptofano em
varreduras identifica tubérculos epileptogénicos com 83% de precisdo, aumentando assim a
probabilidade de sucesso cirurgico (84).

O autismo é freglientemente associado com a ET (15,85). Bolton et al relacionaram
retardo mental e autismo ao nimero e distribuicéo de tuberosidades corticais em criangas com
ET. Estes estudos apontam ainda que alteragdes no desenvolvimento do lobo temporal séo um
importante fator de risco no aparecimento dessa entidade patol 6gica (86).
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AlteracOes renais sdo freqlentes e constituem a segunda principal causa de morte
precoce (27,5%) em individuos com ET (58). Angiomiolipomas e cistos renais estéo presentes
em aproximadamente 50% e 30% dos pacientes afetados, respectivamente. Varios
investigadores determinaram que o tamanho de um angiomiolipoma é o melhor indicador de
que esses tumores sgjam susceptivels a serem sintomaticos, isto €, possam causar dor €/ou
hemorragia e, portanto, necessitem de intervencdo. A dor geramente resulta de hemorragia
causada pelo tumor. Angiomiolipomas maiores que 3,5 a 4,0 cm de diametro apresentam
maior risco de hemorragia. Recomenda-se nesses casos como possibilidade de intervencéo,
procedimentos de embolizacdo arterial renal profilética, cirurgias renais de enucleagcdo ou de
nefrectomia parcial (87,88,89).

As manifestacOes cardiacas da ET estdo entre os primeiros sinais da doenca em
pacientes diagnosticados e consistem na presencga de tumores Unicos ou multiplos processos
denominados rabdomiomas (15). A maior freqiiéncia desses tumores ocorre durante o periodo
neonatal (22), sendo que tais processos neoplasicos tendem a regredir com o tempo e
eventualmente desaparecem (24). Taquicardia, arritmias paroxisticas, sindrome de Wolff-
Parkinson-White, obstrugdes ou fendmenos de refluxo valvular séo possivels consequéncias
de desenvolvimento de tumores intracardiacos (90,91,92).

Quanto as afecgbes pulmonares comuns na ET destacase a linfangiomiomatose
(14,22,93). Em pacientes jovens do sexo feminino, a biopsia pulmonar torna-se quase
indispensavel para o diagnéstico correto (22,93). Os cuidados iniciais podem passar pelo
manejo de complicagfes clinicas como pneumotérax, quilotérax e ascite quilosa. Além da
drenagem toracica, as pacientes que apresentam pneumotOrax de repeticdo podem ser
submetidas a pleurodese (quimica ou cirargica). Contudo, considerando-se a necessidade
futura de transplante pulmonar, a realizacdo de pleurodese, sempre que possivel deve ser
evitada. A partir da constatacdo do acometimento quase exclusivo de mulheres em periodo
reprodutivo (22), a tentativa de tratamentos anti-hormonais é realizada desde as descric¢des
iniciais das doencas (93). Apesar do tratamento hormonal, a progressiva deterioracdo da
funcdo pulmonar ocorre na maioria das pacientes. Sendo assim, o transplante pulmonar acaba
sendo uma alternativa terapéutica nos casos mais graves (93). As indicagdes de transplante na
linfangiomiomatose sdo semelhantes as de outras doencas respiratorias terminais, porém no
acompanhamento poés-operatério, além das complicagbes infecciosas decorrentes da
Imunossupressao e da possibilidade de rejeicdo, existem relatos de recidiva da doenca no
pulma&o transplantado (93). A evolucdo para situagdes de maior gravidade incluindo quadros
de insuficiénciarespiratoria e de |etalidade também foram relatados (22).
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Em principio, nenhuma das lesdes da pele resulta em sérios problemas médicos (22).
Contudo, os angiofibromas faciais podem necessitar de tratamento por poderem causar maior
desfiguracdo estética. Varios tratamentos cosméticos tém sido descritos incluindo curetagem
das lesbes, excisdo cirurgica convencional, criocirurgia e eletrocirurgia. Dermoabrasdo, |aser
pulsétil e laser de CO, também podem ser efetivos para tais lesdes, todavia, as taxas de
recorréncia desses tratamentos ainda séo altas (50).

Considerando-se o0s aspectos odontol6gicos em particular, para o adequado manejo
clinico de pacientes acometidos por ET, devem-se considerar 0s aspectos genéticos da
doenca, bem como possiveis aterages do coracdo, rins, pele, olhos, face, ossos, pulmdes,
estdbmago e do sistema nervoso central (9,15). A possivel presenca de uma afeccdo sistémica
associada com a ET exige exaustiva avaliagdo médica dos pacientes, especialmente quando o
tratamento odontol gico deve ser realizado sob sedagcdo e/ou anestesia geral. A ocorréncia de
fibromas em varios sitios, de defeitos puntiformes de esmalte dentario (9,13,14,15,22,80) e de
uma higiene oral extremamente deficitaria, principalmente em casos de pacientes com
deficiéncia mental, sGo os achados mais fregientes em individuos com ET (15). A
instrumentagcdo em odontologia deve ser utilizada com cautela, no intuito de se evitarem
lesBes devido a possiveis crises epilépticas (94). Proteses dentérias removiveis sdo contra-
indicadas devido ao risco de fraturas e possiveis aspiracdes em caso de episodios convulsivos.
Diques de borracha também podem ser contra-indicados dependendo de cada caso. Parece
razoavel supor que o processo de desenvolvimento da cérie ao longo dessas lesdes de esmalte
tipicas da sindrome sgja mais provavel, apesar do acimulo de placa ser pouco significativo
principalmente em molares. Nesse sentido, procedimentos restauradores estéticos e proteses
dentarias fixas estdo mais indicados (15). Intervencles periddicas preventivas também sdo
indicadas, juntamente com instrugdes sobre higiene oral adequadas, tratamento e reabilitacéo
desses individuos. A presenca de importantes distUrbios comportamentais torna o tratamento
odontol6gico de determinados pacientes por vezes mais complexo, fazendo da sedacdo e
anestesia geral, medidas as vezes necessarias (9,15).

O desenvolvimento de hamartomas de retina (22), nasoangiofibromas (79) e cistos
0sseos faciais (9,15,16) podem desencadear processos periodicos de sinusite e obstrucéo do
canal lacrimal. Esses achados patologicos juntamente com poliposes intestinais sdo
complicagdes adicionais que podem estar associadas com ET (14,15).

O monitoramento periodico paraindividuos acometidos por ET inclui: ecografia renal
para todos variando de um a trés anos, exames de tomografia computadorizada renal ou
ressonancia nuclear magnética (se as lesdes renais forem grandes ou multiplas e detectadas
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por ultrassonografia renal), ecografia renal semestral em angiomiolipomas de individuos
menores que 3,5 a 4,0 cm, exames de tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear
magnética de encéfalo no interim de um a trés anos para criangas e adolescentes,
eletroencefalografia para 0 mango de crises epilépticas, avaliagbes cognitivo-
comportamentais e de desenvolvimento neurolégico, ecocardiografia (se existem sinais ou
sintomas cardiacos) e tomografia computadorizada de térax (se sinais e sintomas pulmonares
indicarem). Como as lesdes de retina da ET raramente desenvolvem perda visual progressiva,
as avaiagbes oftamologicas ndo necessitam de cuidados aém daqueles para
acompanhamento de rotina. Avaliagdes dermatoldgicas de rotina so desnecess&rias para a
maioria dos individuos (9,14,22).

O aconselhamento genético é necessario e trata-se do processo de prestacdo de
informagdes aos individuos e familias sobre a natureza, a heranca e implicacdes das desordens
genéticas no intuito de auxiliar os envolvidos a tomar decisdes médicas e pessoais. Os
individuos afetados pela ET devem ser orientados com relacdo a descendéncia e lenta
progressao da doenca (9,22). A ET é transmitida de forma autossdmica dominante e cerca de
dois tercos dos individuos afetados tém ET como o resultado de uma mutagdo esponténea
(1,13,14,21,22). No entanto, os descendentes de um individuo afetado tém um risco estimado
em 50% de herdar alteracOes genéticas da sindrome. Exames pré-natais utilizando técnicas de
genética molecular estdo disponiveis se algum alelo causador da doenca for identificado em
um membro da familia af etada para se estabel ecer o prognostico da sindrome (22).

Diante do exposto, verifica-se que a ET é uma condicdo genética rara, especialmente
considerando-se casos familiares, de importante interface interdisciplinar resultante da alta
variabilidade de expressdo fenotipica, bem como pelas possiveis implicacbes de morbidade e
mortalidade envolvidas. Embora existam alguns relatos enfatizando caracteristicas genéticas e
sistémicas, ha uma escassez de estudos avaliando a importancia dos achados bucais em
pacientes sindrdmicos acometidos pelo padréo familiar (16,18,24,25,27). Dessa forma, torna-
se de fundamental importancia investigar a etiopatogenia do padrdo familiar da sindrome a
fim de conhecer melhor seu comportamento, visando o aperfeicoamento de estratégias de
manejo dos individuos acometidos e de suas familias. Assim, esta pesquisa destinou-se a
avaliagcdo minuciosa das caracteristicas da sindrome em quatro geracdes de uma extensa

familia portadora de ET, diagnosticada inicialmente através de achados orais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Anadlisar as caracteristicas fenotipicas de uma extensa familia acometida por Esclerose

Tuberosa

2.2 Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas clinicas dos portadores de Esclerose Tuberosa em uma
extensa familia

e Anadisar o padréo de heranca genética da familia af etada.

e Descrever achados imaginol 6gicos dos individuos acometidos na referida familia.

e Redizar avaliacdo ultraestrutural descritiva de espécimes de pélos, unhas e dentes dos
sujeitos acometidos.

= Avdiar o padrdo de marcagdo de MMP-1, MMP-10, TIMP-1, a-SMA e TGF-f1 em

amostras de angiofibromas bucais e cutaneos de individuos sindrémicos.
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3. PRODUTOS
Como resultados da pesquisa foram elaborados dois artigos cientificos que seréo
apresentados individualmente, a seguir, respeitando-se as normas exigidas pelos periodicos

em gue os mesmos foram submetidos para publicagéo.

3.1 Artigo 1
Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontology
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Abstract

Objective: The objective of this study is to describe the pattern of inheritance and the clinical
features in a large family with tuberous sclerosis (TS) focusing the general diagnosis
afterwards the initial oral examination.

Study design: To characterize the pattern of inheritance and the clinical features, 61 familial
members were systematically evaluated, including dermatologic, ophthalmologic and
orofacial examination. Imaging exams such as abdomen ultrasonography, echocardiogram,
fundoscopy, cranial cone beam computed tomography and brain magnetic resonance were
performed. Hematoxylin and eosin stain and scanning electronic microscopy were performed
to characterize TS-associated aterations in the teeth, nails and hairs.

Results: The pedigree of the family was constructed including the 4 last generations and
reveal ed nonconsanguineous marriages and an autosomal dominant mode of TS transmission.
We identified 13 family members affected by TS, with 6 of them completely fulfilling the
diagnostic criteria of this disorder. Hypomelanotic macules in the skin, facial angiofibromas
and dental enamel pits were the most common features of affected patients. Central nervous
system alterations were identified in 5 family members, whereas cardiac and renal alterations
were found in 1 member each.

Conclusion: We emphasized, in this study, the importance of oral findings such as denta
enamel pits and gingival angiofibromas in the early diagnosis of familial TS which leaded to

complete familial profile and pattern of inheritance establishment.
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I ntroduction

Tuberous sclerosis (TS) (MIM 191100) is a dominantly inherited disease,
characterized by skin lesions, central and peripheral nervous system tumors, brain
malformations, with mental and psychiatric symptoms.* Neurological manifestations range
from slight or even inexistent to extremely severe symptoms. The most common neurol ogical
findings are seizures, however other manifestations such as mental retardation in different
degrees, epilepsy, learning difficulties, behavioral problems, autism and obstructive
hydrocephaly secondary are frequently seen.?

The other main TS clinical manifestations include possible alterations of the heart,
kidneys, eyes, face, bones, lungs, stomach and dentition."® The reported incidence of tuberous
sclerosis varies greatly, depending on the authors, ranging from 1 in 10,000 to 1 in 1,000,000.
These differences may be explained in terms of diagnostic criteria and presentation of partial
forms of the disease.” The phenotypic expression of TSC is highly variable and in some cases
it can be difficult to establish a definitive clinical diagnosis. In this sense, the criteria proposed
by Roach and collaborators,>®> which categorized the clinical TS-associated alterations in
minor and major features, is useful in the establishment of appropriate diagnosis. Most studies
suggest that the prevalence is 1 in 6,000-10,000 live births, with no ethnic clustering, and de
novo mutations have been implicated in two-thirds of all cases.®’

Familial cases were first reported in 1910, and an autosomal dominant pattern of
inheritance was recognized in 1935.” Males and females are equally affected, and the chance
to transmit it to the offspring is of 50%." In some cases, intrafamilial phenotype variation may
be explained by genetic mosaicism. It is thus important to consider the familial background of
patients who have been diagnosed with TS.* Although many reports leaded with diagnosis,
genetic and systemic characteristics of TS, there are few studies evaluating the importance of

oral features in the TS familial pattern. Given the above, the aim of this study is to describe
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the pattern of inheritance and the clinical features of one large family affected by this
disorder, spanning four generations, diagnosed initially from oral findings.
Patients and M ethods

The proband (family member 1V-5), a 9 year-old boy, was identified during routine
clinical examination at the Stomatology Clinic of the Dental School, State University of
Montes Claros, Brazil. He complained of gingival enlargement and lobular growths in the
vestibular face of anterior teeth. He presented facial, ungueal and gingival angiofibromas,
enamel pits in deciduous teeth and hypomelanotic spots on back, leading to diagnosis of TS.
During the initial examination, the familial trait of the disease was referred. To characterize
the pattern of inheritance and the TS features, 61 members of his family were examined
clinically, representing four generations. Only those patients screened who exhibited a pre-
defined set of clinical TS conditions were submitted a full battery of tests posteriorly listed.

The evaluation and management used in this study, with few adaptations, was
developed at the Tuberous Sclerosis Consensus Conference in July 1998% and revised.”
Subjects were examined between December 2007 and July 2009. The affected patients were
aged from 9 to 90 years (mean of 48.6 years). Initial protocol of evaluation included
identification data and detailed medical history, which were collected at the time of the
physical examination. Clinical assessment included dermatologic evaluation under Wood
light, ophthalmologic and orofacial examination, and photographies. Imaging anaysis,
including abdomen ultrasonography, echocardiograms, fundoscopy, cranial cone beam
computed tomography and brain magnetic resonance imaging (MRI) at a 1.5T scanner studies
including T1, T2 and FLAIR, were performed. Oral biopsies were taken from supposed
angiofibromas for histopathologic examination. We evaluated 7 lesions from 4 affected
family members. Tissues were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, and sections

were subjected to hematoxylin and eosin stain. Scanning e ectronic microscopy at 14 kV (in a
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Jeol JSM 5600) was performed to characterize the ultrastructural alterations on teeth, nails
and hairs of TS patients.

Ethical approval was obtained from the Ethic Committee of our University. Informed
consent was obtained fromall participants prior to inclusion in the study.
Results

The physical analysis of the last 4 family generations (n=61) revealed clinical features
of TSin 13 subjects. No patients had known consanguineous weddings. The family pedigree
revealed an autosomal dominant pattern of transmission (Figure 1). The clinical and imaging
features of the TS subjects are depicted on Table 1. Six members (2 males and 4 females)
fulfilled the complete diagnostic criteria of TS (family members [1-2, 111-1, 111-4, 111-6, 111-9
and 1V-5), whereas 7 (2 males and 5 females) presented partial formsof TS (1-2, I1-3, I1-5, 11-
17, 111-12, 1V-8 and 1V-9). To fulfill the complete diagnostic criteria of TS is necessary either
2 major features or 1 major feature with 2 minor features depicted on Table 1.3

The first generation presented 1 individual (member [-2) with dermatologic
phenotypes of TS, who transmitted the trait to 4 family members (11-2, 11-3, 11-5 and 11-17) out
of 9 descendents. Member 11-2 showed complete penetrance of the disease and multiple TS
associated lesions, including facial angiofibromas, ungual and periungua fibromas,
hypomelanotic macules, shagreen patchs, subependymal giant cell astrocytoma, renal
angiomyolipoma and dental enamel pits. Other affected members of this generation
demonstrated partial forms of TS. Member 11-3 presented hypomelanotic macules, member 11-
5 showed severa facia angiofibromas, whereas member 11-17 was affected by facia
angiofibromas and dental enamel pits. Member [1-2 transmitted TS trait to 5 descendents (l11-
1, 1I-4, 111-6, 111-9 and 111-12), with 4 of them showing features sufficient to fulfill the
complete diagnostic criteria of TS. On the third generation, 2 affected members (111-4 and 111-

9) transmitted TS to their descendents, whereas the other 2 (I11-1 and 111-12) did not
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transmitted. The fourth generation presented 1 member (1V-5) that fulfilled the complete
diagnostic criteriaand 2 members (IV-8 and IV-9) demonstrated features of TS.

Dermatological features identified in the affected members were hypomelanotic
macules (n=10, 77%), facial angiofibromas (n=9, 69.2%), "confetti" skin lesions (n=6,
46.2%), nontraumatic ungual or periungual fibromas (n=5, 38.5%) and shagreen patches (n=2,
15.4%) (Figure 2 and Table 1). Neurological features detected by imaging analysis were
suggestive of cerebral white matter radial migration lines (n=5, 38.5%), subependymal giant
cell astrocytoma (n=3, 23.1%), cortical tuber (n=2, 15.4%) and subependymal nodule (n=1,
7.7%) (Figure 3 and Table 1). Cardiac and renal alterations were detected in 1 patient each
(7.7%). Ophthalmologic examination revealed normality in al family members (Table 1).

Three family members reported mental or psychiatric symptoms. Three TS affected
patients had a history of epileptic crises (11-2, 111-1 and 1V-5). Only 2 were receiving
antiepileptic medication at the time of the study, and 1 patient had not had convulsions for the
past 10 years. The 2 patients on antiepileptic medication (I11-1 and [V-5) received
carbamazepine and phenobarbital, respectively. Actualy, the family member 111-1 aso
presents a slight congnitive deficit.

Cone beam computed tomography revealed normality of orofacial structures in all
affected individuals. The main oral features were enamel pits (n=7, 53.8%, family members
-2, 11-1, 111-4, 111-6, 111-9, 1V-5,) and gingival angiofibroma (n=4, 30.8%), which were
confirmed by histopatologica examination. Lingua (I11-2), buccal (I11-1) and lip
fibroma/angiofibroma (11-2) were also observed. The histopathologic features of the
angiofibromas were very similar among affected family members. L esions were composed by
a fibrous connective tissue containing numerous dilated capillaries surrounded by a
fibroblastic proliferation and scattered large, pleomorphic and stellate-shaped cells (Figure 4).

Ultrastructural examination revealed cuticular dysmorphology of the hairs, nail dysplasiawith
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irregular keratin plagues disposition, and irregular deep dental enamel pits (Figure 5).
Actualy, the family is under denta treatment and oral lesions were removed.
Multiprofessional approach was requested due to neurological, dermatological and renal
lesions (actually under consultation and follow up).
Discussion

TS is one of a group of related disorders known as neurocutaneous syndromes.®
Besides TS, the other major disorders of this group include types 1 and 2 neurofibromatosis,
Sturge-Weber syndrome, ataxia-telangiectasia, and von Hippel-Lindau disease.’ Theterm TS
refers to multiple sclerotic masses scattered throughout the cerebrum.™® TS was described first
by Von Recklinghausen in 1862, and more recent reports by Bourneville, Pringle, and Vogt.®

Mutations in TSC1 (9934) and TSC2 (16p13.3) genes, which encode the proteins
hamartin and tuberin respectively, are associated with TS.” Both proteins have been reported
to interact as a complex negatively regulating cell growth and proliferation.***® The products

of the TSC1 and TSC2 genes, hamartin and tuberin, form a dimer,***3

which mediates a key
step in the phosphoinositide 3-kinase (PI3K) signalling pathway.** Binding of extracellular
growth factors including insulin to their cell membrane receptors leads through a series of
steps to phosphorylation of tuberin. This reduces the inhibitory action that the
hamartin/tuberin complex exerts via the small GTPase Rheb (Ras homologue enrichedin
brain) on the mammalian target of rapamycin (MTOR). Activation of mTOR results in
increased phosphorylation of two of its downstream targets, ribosomal S6 kinase (S6K) and
eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1 (4EBP1) both of which lead to increased
protein translation. Other signaling pathways influence the activity of the hamartin/tuberin
complex which appears to have a key role in integrating information on growth stimuli,

cellular energy levels, nutrient availability and hypoxia, and through mTOR regulating protein

synthesis and cell growth.®> Functions for hamartin and tuberin independent of the complex
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have been suggested by evidence of their binding to a variety of other proteins, but it is
uncertain whether these interactions have any physiological significance. Mutations in TSC1
or TSC2 that impair the inhibitory function of the hamartin/tuberin complex lead to greatly
increased activity of mTOR. As the name impliess, mTOR is inhibited by the
immunosuppressant drug rapamycin, which opens up exciting prospects for therapy. In TSC1
and TSC2 null cell lines, rapamycin restores phosphorylation downstream of mTOR to
normal levels, and in rodent models of TS rapamycin and its analogues can inhibit the growth
of hamartomas.*®*’

The presence of 2 major features or 1 major and 2 minor features is necessary to fulfill
the complete diagnostic criteria of TS.® There are cases that the patient does not fulfill
completely the diagnostic criteria, and are considered to have the partial, incomplete form of
the disease. The most common features of TS include facial angiofibromas, hypomelanotic
cutaneous macule, shagreen patches in the lumbar area, cerebral cortical tubers,
subependymal nodules, subependymal giant cell astrocytomas, cardiac rhabdomyomas and
renal angiomyolipomas.>*® Minor features may include hamartomatous rectal polyps, non-
renal hamartomas, and multiple renal and bone cysts.*>"**?*? Nevin et al, in aclassical study
with TS patients, described angiofibromas in the nasolabial folds and lumbar shagreen patches
in 83% of patients. Areas of skin discoloration were found in 61% of the patients, whereas
periungual and subungual fibromas were observed in few TS patients.’® In agreement, this
report found hypomelanotic spots, facial angiofibromas, periungual and subungual fibromas,
and shagreen patches as the most prevalent dermatologic lesions.

Ora manifestations of TS are quite frequent and are characterized mainly by fibrous
hyperplasia, angiofibroma and dental enamel pitting.”* Fibrous hyperplasias and
angiofibromas are frequently localized in the anterior portions of the gingiva, but they are not

rare on the lips, tongue, and palate.”*** Those lesions may be normal-colored or red and
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typically appear in late childhood.?® Although a prevalence of 11% has been reported, the true
frequency of those lesions may be significantly greater. Lygidakis and Lindenbaum found oral
fibromasin 56% of the TS patients.”® In this report, angiofibromas were observed in 5 patients
and affected the anterior region of the gingiva, dorsal tongue, buccal mucosa and lip. Besides
TS, other syndromes may have facial and oral papules/nodules in their clinical spectrum of
alterations, including Cowden syndrome, Birt-Hogg-Dubé syndrome and multiple endocrine
neoplasia type 1.%” These disorders can be distinguished from TS by absence of dental enamel
pits, dermatologic lesions other than fibroma/angiofibroma, and abdomina alterations,
including those of the heart and kidneys. Oral manifestations of Cowden syndrome are
typically more extensive than TS, but can be clinically and histologicaly similars?®
Histopathology reveals a dome-shaped papule with elongated rete, bibrosis, prominent
fibroblasts, increased vascularity and scattered large, pleomorphic and stellate-shaped cells
underlying thickened epithelium. Usually, the lesions analyzed did not contain calcifications
or areas of ulceration and presented significant collagenization.?®

Dental enamel pitting is observed in up to 100% of patients with TS. Dental pits can
also be observed in the general population, but at lower frequency and with fewer lesions than
in TS.?° Enamel pits are also observed in pitted hypoplastic amelogenesis imperfecta, vitamin
D-dependent rickets, pseudo-hypoparathyroidism, and junctional epidermolysis bullosa.?’ The
occurrence of pitsin healthy individuals and other diseases translocates this sign to the minor
feature level of the TS diagnosis.>>®?° All TS affected members of this study showed enamel
pits. The presence of enamel pitting was detected by direct visualization after applying 1 or 2
drops of dental plagque-disclosing stain on the facial surfaces of the suspect teeth; this
generates intense staining that alows us to identify even very small cavities. These findings
were detected in the deciduous teeth of the proband (family member 1V-5), a 9 year-old boy,

and permanent dentition of five TS affected adults (11-2, I11-1, [11-4, 111-6 and I11-9).
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Brain aterations in TS range from increased number of cortical tuberosities and
formation of white matter radial migration lines to a more complex phenotype such as tumors.
Furthermore, epilepsy which is accompanied by learning disorders or abnormal behavior is a
common manifestation of TS.* Three TS affected patients had a history of epileptic crises.
Only 2 were receiving antiepileptic medication at the time of the study, and 1 patient had not
had convulsions for the past 10 years. In this context, the risk of an epileptic episode during
dental treatment and the possible adverse effects of antiepileptic drugs must be taken into
consideration in the management of dental patients with TS.* TS patients also demonstrate
renal aterations, including angiomyolipomas or polycystic lesions. Approximately 30% of TS
patients reveal cardiac rhabdomyomas that are associated with a high risk of death during the
first year of life. Indeed, approximately 75% of the TS patients die before they reach the age
of 25 years, usually as a result of cardiac insufficiency, secondary infections, or malignant
disease.”? In the reported family, imaging studies revealed white matter radial migration lines
in 5 patients, subependymal giant cell astrocytoma in 3 patients, increased number of cortical
tuber in 2 patients, and subependymal nodule in 1 patient. Interestingly, there is a lack of
symptoms in all affected patients. However, patients are on regular medical follow up.
Approximately 50% of TS patients exhibit retinal hamartomas,'® but curiously not found in
this report.

Scarce familial reports are mentioned in the literature such as the study with a nuclear
family where 3 persons in 2 generations were diagnosed as having TS with multiple
hypomelanotic dermal patches and epilepsy. Computerized tomography showed
subependymal calcifications and ophthalmological investigations indicated phakomas as
retinal involvement in al of them.* Khare et al reported a four-generation family with mild
physical features of tuberous sclerosis, but in which there was significant clustering of

neuropsychiatric disorders including mood disorder, anxiety disorder, and autism among
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affected individuals. In the second family from the same geographic region also had mild
physical features of tuberous sclerosis, but no neuropsychiatric assessment had been
performed.® Ruggieri et al described a family in which all 4 sibs, born to consanguineous,
healthy, asymptomatic parents, had a severe form of tuberous sclerosis.® Three of these
infants had a course that was rapidly fatal in the neonatal period. In a study conducted by
Sampson et al with TS familial emphasis, 35 patients were members of families with more
than one affected subject. In one family four generations were affected, in four families three
generations, and in seven families two generations.® In these families TS was inherited as an
autosomal dominant trait and no skipped generations were seen. Great variation in expression
was evident within as well as between families. Sub-grouping of clinical features among these
families, which might suggest heterogeneity, was not noted. In our studied family, the wide
phenotypical heterogenicity and a dominant trait were evident. Finally, we showed one large
familial TS with neurocutaneous and oral phenotypes affecting 13 familial members with 6
diagnosed spanning in four generation.
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Table 1. Clinical features of the Tuberous Sclerosis individuals of this study and revised

diagnostic criteriafor TS. To fulfill the diagnostic criteriais necessary either 2 magjor features

or 1 magjor feature with 2 minor features.

Clinical findings of

Tuberous Scler osis Complex V-5 11-1 11-4 111-6 111-9 11-2 1V-8 1V-9 111-12 11-3 11-5 11-17 1-2
Major Features
Facial angiofibromas + + + + + + - - - + + +
Nontraumatic ungual or periungual fibromas + + + + + - - - - - -
Hypomelanotic macules + + + + + + + + + + - - -
Shagreen patch - + + - - - - - -
Multiple retinal nodular hamartomas - - - - - - - - -
Cortical tubers - + + - - - - - - -
Subependymal nodule + - - - - - - - -
Subependymal giant cell astrocytoma - - + + + - - - - - -
Cardiac rhabdomyoma, single or multiple - - + - - - - - - -
Lymphangiomyomatosis - - - - - - - - -
Renal angiomyolipoma - - + - - - - - -
Minor Features
Dental enamel pits + + + + + + - - - - + -
Hamartomatous rectal polyps - - - - - - - - -
Bone cysts - - - - - - - - -
Cerebral white matter radial migration lines + + + + + - - - - - -
Gingival angiofibromas + + + + - - - - - - -
Nonrena hamartoma - - + + - - - - - -
Retina achromic patch - - - - - - - - -
"Confetti" skin lesions + + + + + - - - - - +
Multiplerenal cysts - - - - - - - - -
Tuberous Sclerosis Complex + + + + + + - - - - - -
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Figure 1. Familial pedigree revealed nonconsanguineous marriages and an autosomal dominant pattern of transmission affecting 6 individuals
with TS (11-2, 111-1, I11-4, 111-6, 111-9 and IV-5), whereas 7 presented partial forms of disease (I-2, 11-3, 11-5, 11-17, 111-12, V-8 and 1V-9),
emphasizing dermatological, neurological, renal and dental features. Circles and squares indicate females and males, respectively. A slash
through a symbol denotes a deceased individual and clear symbols indicate no signs or symptoms of TS. No case was derived from spontaneous

mutationsin four generations of thisfamily.



Figure 2. Dermatological features identified in the TS affected members. (A) Multiple facia
papules affecting the entire forehead and the nose compatible with angiofibromas (111-4).
Nontraumatic ungual or periungua fibromas on the hand (111-4) and foot (11-2), respectively

(B and D). Presentation of a connective nevus tissue called Shagreen patch (11-2) (C).
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Figure 3. Neurological TS features detected by magnetic resonance imaging (MRI) at a 1.5T
scanner studies. Coronal FLAIR MRI (111-1) presenting lesions indicated by arrows were
suggestive of cerebral white matter radial migration lines and cortical tubers (A). Axia
FLAIR MRI (11-2) post-contrast with administration of gadolinium (GdDTPA) demonstrates
strong enhancement of the Monro foramen nodule compatible with subependymal giant cell
astrocytoma (B). Axial FLAIR image (IV-3) after GADTPA show a hyperintense

subependymal nodule (C).
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Figure 4. The main TS ora features were enamel pits in the permanent tooth (11-2) (A),

gingival angiofibromas and enamel pits in the deciduous tooth (1V-3) (B), and lingua
fibromas (I11-4) (C). (D) Histopathology reveals a dome-shaped gingival lesion (1V-3) was
composed by a fibrous connective tissue containing numerous dilated capillaries surrounded
by a fibroblastic proliferation and scattered large, pleomorphic and stellate-shaped cells
underlying thickened epithelium. The lesion analyzed did not contain calcifications or areas of

ulceration and presented significant collagenization (HE, X 100, low magnification).



58 SEB MM Foot \ B

oW ; W}-"_“*':;_;ﬁ"f ‘ ) 14kU %189 1@Bum

=

4

iy, | F
b Eﬂﬂum'ﬁn HawndCont
] Z

188 108 Wm




48

Figure 5. Ultrastructural examination in a Jeol JSM 5600 scanning electronic microscopy at
14 kV revealed cuticular aterations of the hair (A), nail dystrophy with irregular keratin
plagues disposition on foot and hand respectively (B,C), and irregular deep dental enamel pit
with an increase in the striations around the cavity affect the labial surfaces of the central
incisor (D). Ultrastructural images of comparative control of hair and nails from unaffected

family individuals (E, F and G).
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RESUMO

FUNDAMENTOS

A Esclerose Tuberosa é uma sindrome neurocuténea caracterizada pelo envolvimento de
multiplos 6rgéos tais como cérebro, rins, coracdo, olhos, pulmdes e pele.

OBJETIVO E METODOS

Através de reagBes de imunoistoquimica foram analisados angiofibromas orofaciais
objetivando descrever o padréo de marcagdo de MMP-1, MMP-10, TIMP-1, a-SMA e TGF-
B1.

RESULTADOS

Foi detectada positividade para MMP-1, MMP-10 e TGF-B1, além de negatividade para
TIMP-1 e o-SMA, excetuando marcagdo perivascular e epitelial para este. Quanto a
intensidade, predominou uma marcacdo forte para MMP-1 na camada basal do epitélio, sendo
discreta a positividade nas camadas suprabasais. Jaa MMP-10 foi expressa discretamente em
todas as camadas epiteliais. O tecido conjuntivo exibiu reatividade leve a moderada para
MMP-1 e MMP-10. TIMP-1 demonstrou marcacdo de leve a moderada nas diversas camadas
de uma Unica lesdo e TGF-B1 demonstrou variada expressividade naintensidade de marcagdo
tanto entre as |esbes como entre as camadas teciduais.

CONCLUSAO

MMP-1, MMP-10 e TGF-$1 exibiram reatividade em angiofibromas orais e cutaneos com
padréo de distribuicdo heterogéneo tanto entre os elementos teciduais analisados quanto na
intensidade de marcacdo dos mesmos entre os espécimes. TIMP-1 exibiu reatividade
predominantemente negativa nos espécimes analisados e a-SMA apresentou marcacao restrita

aregides perivasculares e epiteliais.

PALAVRAS-CHAVES: Esclerose Tuberosa, Sindromes Neurocuténeas, Marcadores

Biolbgicos
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ABSTRACT

FUNDAMENTS

Tuberous Sclerosis is a neurocutaneous syndrome characterized by affect multiple organs
such as brain, kidneys, heart, eyes, lungs and skin.

OBJECTIVE AND METHODS

Through immunohistochemistry reactions was analyzed the imunolocalization of MMP-1,
MMP-10, TIMP-1, a-SMA and TGF-B1 in orofacia angiofibromas.

RESULTS

Reactivity was observed for MMP-1, MMP-10 and TGF-B1, in addition to negative for
TIMP-1 and a-SMA, except perivascular and epithelial staining for this. Concerning the
intensity, predominated a strong marking for MMP-1 in the basal layer of the epithelium, and
slight positivity in the suprabasal layers. MMP-10 was slightly expressed in al epithelia
layers. The connective tissue showed slight to moderate reactivity for MMP-1 and MMP-10.
TIMP-1 demonstrated of slight to moderate marking in the various layers of a single lesion
and to TGF-f1 expression showed varied in intensity staining both between lesions and
between tissue layers.

CONCLUSION

MMP-1, MMP-10 and TGF-B1 exhibited reactivity in oral and cutaneous angiofibromas with
heterogeneous distribution pattern among both tissue elements analyzed in the intensity of
marking the same among the specimens. TIMP-1 showed reactivity predominantly negativein
the specimens analyzed and a-SMA presented restricted to epithelial and perivascular regions

of these lesions.

KEYWORDS: Tuberous Sclerosis, Neurocutaneous Syndromes, Biological Markers
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INTRODUCAO

A Esclerose Tuberosa (ET) € uma sindrome neurocutanea (MIM 191100) de carater
autossomico dominante, com elevada prevaléncia de novas mutacbes e expressividade
variada.! Dentre as alteraces relatadas destacam-se lesdes de pele e anexos, sistema nervoso
central, coracdo, rins e outros 6rgdos.>? A prevaléncia é estimada em 1:6.000 nativivos® e
cerca dois tercos dos casos relatados ndo tém histérico familiar.? Também sdo freqiientemente
encontrados crescimentos hamartomatosos na face™® e em cavidade bucal® denominados
angiofibromas,.

Varios mediadores moleculares sdo responsaveis pelo controle do metabolismo
celular. Metaloproteinases da matriz (MMPs), por exemplo, constituem um importante grupo
de enzimas proteoliticas zinco-dependentes, responsaveis pela degradacdo de matriz
extracelular e membranas basais.” As enzimas s30 secretadas em uma forma latente e se
tornam ativadas no ambiente pericelular, sendo relacionadas a diversos processos fisiol égicos
e patol6gicos.>® A atividade das MMPs é regulada por diversas vias;, sendo um deles por
controle através de mediadores conhecidos como inibidores teciduais de metal oproteinases
(TIMPs).> A afaactina de misculo liso (a-SMA) é conhecida pela sua locaizagdo em
células-tronco e células precursoras de VArios tecidos.” Esta é expressa predominantemente
por miofibroblastos, que sdo células caracterizadas pela presenca de um aparato contratil
tipicamente encontrado em estruturas vasculares.® O marcador molecular fator de crescimento
transformante-beta 1 (TGF-B1) parece mediar muitos eventos importantes no crescimento e
desenvolvimento normais.® Além disso este tem um grande ndmero de efeitos em diferentes
sistemas, incluindo inducdes fibréticas. ™

O objetivo desse estudo foi analisar aimunomarcacéo de MMP-1, MMP-10, TIMP-1,

a-SMA e TGF-f1 em angiofibromas faciais e bucais associados a ET.
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MATERIAL E METODOS

Tratase de um estudo descritivo envolvendo individuos que foram avaliados
clinicamente por especiadistas médicos e cirurgides-dentistas, diagnosticados com ET
considerando-se critérios propostos por Roach e colaboradores'. Foram obtidas seis amostras
teciduais de lesbes com diagnéstico provisorio de angiofibromas, confirmadas
microscopicamente através de procedimentos histopatol6gicos convencionais. Tais lesdes
foram provenientes da face ou da cavidade bucal desses individuos. Dessa forma,
posteriormente foram realizados procedimentos de imunoistoquimica conforme protocolo
descrito a seguir, enfocando os marcadores MMP-1, MMP-10, TIMP-1, a-SMA e TGF-31.

Resumidamente, o material coletado recebeu fixacdo em formol a 10%, sendo
embebido em parafina e cortado com micrétomo na espessura de 3 ou 5 um e estendidos em
l&minas de vidro previamente tratadas com organosilato (Sigma®). Para o diagnéstico
histopatol 6gico das lesdes, os cortes de 5 um foram corados com a técnica convenciona de
hematoxilina e eosina. As reacdes de imunoistoquimica foram realizadas pelo método indireto
com sistema de amplificacdo LSAB. Os cortes foram diafanizados em xilol por 30 minutos
em estufa a 37°C, a temperatura ambiente por mais 30 minutos e hidratados em concentrages
decrescentes de etanol. Os cortes em seguida foram lavados com agua destilada e incubados
em solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 10%, com 5 trocas de 5 minutos para
bloquear a possivel acdo de peroxidase enddgena. Para recuperacdo antigénica, 0s cortes
histol6gicos foram incubados com anticorpos primarios sendo previamente submetidos a
tratamento com 10 mM de écido citrico com pH de 6,0 e aguecimento no microondas em 2
ciclos de 12 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpos primarios por 18
horas em solucdo de 1% de albumina sérica bovina em PBS. Apos incubacdo com anticorpo
primario, os cortes foram lavados com PBS e incubados com anticorpo secundério conjugado

a biotina na diluicdo de 1:500 por 30 minutos a 37%. Apds hova lavagem em PBS, os cortes



foram incubados com complexo estreptavidina-biotina na diluicdo de 1:500 por 30 minutos a
37°C (Kit Duet-StrepABC Complex/HRP, Dako Corporation). A reacéo foi revelada com
solucéo aguosa de 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma, St. Louis, MO,
EUA) na concentracdo de 120 mg/ml acrescida de 0,01% de perdxido de hidrogénio e 0,01%
dimetil sulfoxido. Ap6s lavagem em é&gua corrente, os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Carazzi. Controles negativos foram realizados com a omissdo do anticorpo
primério.

As reagdes histopatol 6gicas e imunoistoquimicas foram analisadas ao microscopio de
luz e avaliadas por dois patol ogistas de forma independente e quando ocorriam discrepancias,
tais casos eram discutidos. As Ultimas reagdes foram classificadas quanto a presenca de
marcagdo e intensidade de reacdo aos anticorpos para determinacdo da caracteristica
predominante nos tecidos avaliados. A marcagdo imunoistoquimica foi avaliada usando cinco
graus escal ares semi-quantitativos expressos nos escores da Tabela 1. Para a comparagao dos
achados imunoistoquimicos foram redizadas as mesmas imunomarcagdes em placenta e
hiperplasias fibrosas reativas que serviram de controle analitico externo.

TABELA 1 — Critério para avaliacdo da intensidade de imunomarcagdo utilizado nesse estudo

Imunomarcagao
Marcag8o negativa Auséncia de marcagdo
Marcagdo positiva Intensidade fraca +
Marcagdo positiva Intensidade leve ++
Marcagdo positiva Intensidade moderada +++
Marcagdo positiva Intensidade forte ++++

Este trabalho foi executado de acordo com os preceitos determinados pela resolucdo
196/96 do Conselho Nacional de Salide e submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Montes Claros (n° 1047/08). Todos os envolvidos participaram do

estudo mediante termo de consentimento livre e esclarecido prévio.
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RESULTADOS

Seis espécimes ao todo foram obtidos em gengiva (n=2, 33.3%), pele (n=1, 16.6%),
mucosa juga (n=1, 16.6%) e labio inferior (n=1, 16.6%) de cinco individuos afetados em uma
familia com ET. O espécime 4 foi obtido de um caso isolado de ET ndo familiar (n=1,
16.6%). Estes foram compostos por tecido conectivo fibroso contendo numerosos capilares
dilatados amplamente dispersos rodeados por proliferacfes fibroblasticas, pleomorficas, além
de células em forma estrelada. As caracteristicas histopatol6gicas mostraram-se muito
semelhantes entre as lesdes analisadas incluindo quadro compativel com angiofibroma. A
andlise descritiva amostral do estudo esta retratada na Tabela 2, ressaltando que os espécimes
2 e 6 foram obtidos do mesmo individuo.

TABELA 2 — Andlise descritiva do perfil dos espécimes avaliados no presente estudo

Espécime |dade do paciente Género Local
1 35 Feminino Gengivavestibular
2 65 Masculino Pele daface
3 9 Masculino Gengiva vestibular
4 18 Masculino Pele daface
5 41 Masculino Mucosajugal
6 65 Masculino Mucosa de |abio inferior

A imunoistoguimica mostrou de modo gera reatividade para os marcadores MMP-1
(100%, n=6), MMP-10 (83.3%, n=5) e TGF-B1 (50.0%, n=3); e baixa reatividade para TIMP-
1 (16.6%, n=1), mas negatividade para a-SMA no conjuntivo de todos os espécimes
avaliados, excetuando-se regides perivasculares e epiteliais dos mesmos.

Avaliando a intensidade, predominou uma marcacéo de moderada a forte para MMP-1
nas camadas basais e suprabasais do epitélio e de moderada a forte para fibroblastos e
infiltrado celular. Ja a MMP-10 foi expressa basicamente de forma discreta, ou sgja, com
escore variando entre auséncia de marcagdo e intensidade leve em todas as camadas epiteliais
e do conjuntivo, exceto para 0s espécimes 5 (epitélio basal e pericitos vasculares) e 6

(pericitos vasculares) que exibiram marcagdo moderada. TIMP-1 apresentou-se expresso
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somente no espécime 2 (Unico espécime de pele analisado na familia acometida), sendo tal
reatividade predominantemente discreta tanto no epitélio quanto no conjuntivo. TGF-B1 nos
espécimes imunorreativos apresentou marcacdo de intensidade leve a moderada no tecido
epitelial com reatividade mais intensa nas camadas basais e discreta marcagao no tecido
conectivo. Os resultados da andlise imunoistoguimica estdo sumarizados na Tabela 3. O
padréo de marcagdo estailustrado na Figura 1, conforme o critério expresso na Tabela 1.
TABELA 3 — Andlise imunoistoquimica dos marcadores biol6gicos MMP-1, MMP-10,

TIMP-1, a-SMA e TGF-B1 em angiofibromas orais e cutaneos

Espécimes MMP-1 MMP-10 TIMP-1 o-SMA TGF-p1
Tecido epitelial
1 + + -
2 +++ ++ ++ +++ +++
Basal/| par abasal 3 ++ + ++ 4+
4 ++ ++ ++ -
5 ++++ +++ ++++ -
6 e+ + o 4+
1 +++ - +++ -
2 ++++ + +++ ++++ +
Suprabasal 3 + - + ++
4 +++ + +++ -
5 +++ + +++ -
6 + - + +
Tecido conjuntivo
1 +++ - -
2 +++ + ++ -
Fibroblastos 3 ++++ ++ -
4 + + -
5 +++ ++ -
6 ++ ++ -
1 + - - ++++ -
2 ++ + + +++ ++
Pericitos vasculares 3 + + - +4++ -
4 + - + R
5 ++ +++ ++++ -
6 ++ +++ ++++ ++

Infiltrado celular
Inflamatério

OO WNPRE

++
+++
+++

++++

++++

+

++

++

++
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DISCUSSAO

A ET é uma sindrome genética*? que ocorre devido a disfuncéo dos genes TSC1
(9g34) e TSC2 (16p13.3), envolvidos no controle proliferativo celular.**** O quadro
cutaneo classico inclui multiplos angiofibromas na face, que sdo lesdes hamartomatosas cujas
localizagcbes preferenciais sGo 0s sulcos nasogenianos, regides malares (onde costumam
apresentar-se simetricamente em forma de “asas de mariposa’), nariz e mento.** O
diagnostico diferencial dos angiofibromas faciais inclui acne vulgar e dermatose papulosa
ni gra_l7’18

Webb et al estimaram, em pacientes ingleses acometidos por ET, que a prevaléncia

dessas lesbes pode variar entre 81 a 88% dos afetados, sendo freguiente em pacientes apos a
puberdade.’® A idade dos pacientes portadores desse achado fenotipico na familia, em nosso
estudo, variou entre 9 e 65 anos. Exames histopatol 6gicos de angiofibromas faciais revelam
lesBes em forma de clpula, compostas por uma ampla proliferacdo de vasos sangliineos,
presenca de infiltrado mono e multinuclear, além de um estroma rico em fibroblastos.*® Tal
padréo histopatol6gico € compativel com a apresentacdo dos espécimes desse estudo, que
foram obtidos em regido zigomatica e sulco nasogeniano. Vérios tratamentos cosméticos tém
sido descritos incluindo curetagem das lesdes, excisdo cirdrgica, criocirurgia, eletrocirurgia,
dermoabrasdo, além da utilizacdo de laser pulsdtil e laser de CO,. Todavia, as taxas de
recorréncia desses tratamentos sdo consideradas altas.*"*°

Angiofibromas orais s8o multiplos em nimero e afetam mais frequentemente as
regides anteriores da gengiva, ndo sendo raros em l&bios, lingua e palato.’® Eles podem ser de
coloracdo semelhante & mucosa ou avermelhada e tipicamente ocorrem no final da
infancia®? Como diagnéstico diferencial clinico-patolégico devem ser considerados

fibromas, papilomas, hiperplasias fibrosas focais, hamartomas, cistos gengivais e exostoses.'®

No presente estudo, angiofibromas orais estiveram associados com tecidos hiperplésicos
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afetando as regides anteriores da gengiva, dorso de lingua, mucosa jugal e labios, com
aparente auséncia de fatores traumaticos. As caracteristicas histopatoldgicas mostraram-se
muito semelhantes entre as lesBes analisadas, sendo 0s espécimes compostos por tecido
conjuntivo fibroso contendo numerosos capilares dilatados amplamente dispersos circundados
por proliferacdes fibroblasticas e pleomorficas.

Algumas doencas genéticas também podem apresentar mUltiplas ppulas faciais e
orais como a sindrome de Cowden, sindrome de Birt-Hogg-Dubé e neoplasia enddcrina
multipla do tipo |. Tais condi¢des podem ser distintas de Esclerose Tuberosa pela auséncia de
defeitos no esmalte dentério, pelas lesbes de pele caracteristicas e pelos achados internos
associados. Manifestacfes orais da sindrome de Cowden, por exemplo, sdo tipicamente mais
extensas que na ET, embora sgjam clinica e histologicamente similares.*

As MMPs tém sido relacionadas a importantes doengas, como artrite reumatéide,
osteoartrites, aneurisma adrtico abdominal, infarto agudo do miocérdio e cancer.>® Esses
marcadores também participam de processos de remodelacéo fisioldgicos embrionérios, na
involucdo uterina pds-parto, na ovulacdo e reparo tecidual.>® Em odontologia, as MMPs
destacam-se por participarem ativamente na reabsorcdo Ossea que ocorre na doenca
periodontal, em lesdes periapicais cronicas e desordens temporomandibulares.® Estas estéo
envolvidas ainda nagéneseinicia de tumores, no desenvolvimento dentario, na modul acéo da
proliferacdo celular, em processos apoptéticos e na angiogénese®> A enzima MMP-1
denominada de colagenase tém como substrato especifico a proMMP-9. MMP-10 é também
chamada de estromelisina-2 e atua no metabolismo da fibronectina, laminina, elastina,
proteoglicanas e colageno dos tipos 1V, V, IX e X.° No presente estudo, 0 MMP-1 foi 0
marcador que apresentou maior intensidade de imunopositividade, considerando-se o0s
marcadores biologicos avaliados, tanto nas diversas camadas epiteliais quanto no tecido

conjuntivo sugerindo que este estgja envolvido de alguma forma na etiopatogénese dos
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angiofibromas. MM P-10 teve marcacdo de forma mais discreta em todas as camadas epiteliais
e do conjuntivo com escores variando entre auséncia de marcacdo e intensidade leve (Tabela
3).

O equilibrio entre a producdo de MMPs e a de TIMPs representa um ponto principal
para manter a homeostase da matriz extracelular.>® E conhecido que um processo patol dgico
da matriz extracelular pode se instalar quando houver excesso de atividade das MMPs nos
tecidos.®> Por essa razdo, ha um grande interesse em desenvolver inibidores sintéticos das
MM Ps que possam ser usados em terapias médicas e odontol dgicas.” Kenney et al detectaram
que cdrneas com ceratocone apresentaram uma diminuicdo de 1,8 vezesem TIMP-1 e de 2,8
vezes em comparacdo com sua proporcao fisioldgica.®® Matthews et a estudaram os efeitos de
TIMP-1 sobre a viabilidade das células do estroma e concluiram que sua hiperproducéo ou
adicdo exdgenaimpediu o supercrescimento dessas células, alterou suamorfologia e reduziu a
extensdo da apoptose.?* Em nosso trabalho, a predominante auséncia de marcacéo de TIMP-1
nos espécimes analisados sugere que este possa estar implicado no controle das MMPs
avaliadas, em especid MMP-1, que nas diversas camadas teciduais de todos os espécimes
teve marcagdo evidente (Tabela 3).

A superfamilia TGF-p é caracterizada por ser multifuncional visto que controla
proliferacdo, diferenciacéo e outras fun¢Bes em vérios tipos de células. A desrregulacéo da
ativacdo e sinalizagdo pode resultar em apoptose além de diversos processos patol égicos.”
Dickinson et a apontaram que atos niveis de TGF-f1 estdo presentes no desenvolvimento de
cartilagens, 0ssos e pele, sugerindo um papel no crescimento e diferenciacdo desses tecidos.”
Bernasconi et al concluiram que a expressdo de TGF-B1 nas fases iniciais das distrofias
musculares de Duchenne e de Becker pode ser critica para a iniciagdo dessas entidades.”
Derynck et a ainda ressaltam o papel do TGF- na carcinogénese, com destaque para TGF-

B1.2” Métodos de bloqueio da sintese de TGF-Bl vem sendo testados como forma de
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tratamento de doencas causadas por fibroses intersticiais.®® Apesar de ser esperado aumento
evidente do TGF-B1 devido ao carater hamartomatoso dos angiofibromas, no presente estudo
este fator esteve presente em concentragdo de intensidade fraca a moderada nos espécimes
avaliados (Tabela 3).

O mediador a-SMA é expresso predominantemente por miofibroblastos, que sdo
células caracterizadas pela presenca de um aparato contrétil tipicamente encontrado em
estruturas vasculares e também associado a proteinas como miosina e fibras do estresse,
localizadas em tecidos de granulacdo durante os processos de cicatrizacdo além de numerosos
processos patolégicos, incluindo queldides e fibromatoses® Existem evidéncias de que a
producdo de coldgeno por fibroblastos, estimulados por TGF-f1, seja consequéncia da
diferenciacdo em miofibroblastos, que € a aquisi¢éo fenotipica necesséria para 0 aumento da
producdo de coldgeno.”® Fan et a demonstraram que o tratamento com TGF-Bl é
acompanhado pela expressao de o-SMA.* No presente estudo, a marcacdo mais expressiva
desse marcador se deu em estruturas vasculares e células epiteliais (controle interno positivo),
sugerindo que tal marcador, em principio, ndo parece ter papel marcante na dinmica dessas
lesdes. Os nossos achados corroboram ainda com os autores supracitados visto que a auséncia
de expressdo de a-SMA no tecido conjuntivo esteve acompanhada pela de TGF-f1 nos
espécimes avaliados (Tabela 3).

Sabe-se que os marcadores biol 6gicos vém sendo amplamente estudados, devido a sua
intensa participacdo nos diversos processos fisioldgicos e patologicos. O elucidar da agdo
desses mediadores nos angiofibromas orais e cuténeos requer a necessidade de pesquisas
adicionais a fim de se estabelecer o possivel envolvimento dessas citocinas além de outros
marcadores na etiopatogenia dessas lesdes. Deste modo, através de terapias em nivel
molecular, espera-se que sera possivel aperfeicoar o manejo clinico dos pacientes af etados por

ET, sobretudo em relagdo atais|esdes.
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CONCLUSAO

A avaliagcdo dos marcadores bioldgicos, nesse estudo, demonstrou a presenca de
MMP-1, MMP-10 e TGF-B1 em angiofibromas orais ¢ cutaneos, com padréo de distribuicéo
heterogéneo tanto entre os elementos teciduais analisados quanto na intensidade de marcacéo
dos mesmos entre os espécimes. Observou-se também reatividade predominantemente
negativa quanto ao marcador TIMP-1 e marcagao restrita a regides perivasculares e epiteliais

para a-SMA.

FIGURA 1 - Espécime de angiofibroma apresentando numerosos vasos congestos, fibroblastos

einfiltrado inflamatério mononuclear. (HE, 100X)
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FIGURA 2 - Imunomarcacdo de intensidade forte em epitélio, regido perivascular e
fibroblastos para MMP-1 (A). Marcacéo leve observada em epitélio e moderada em estruturas
vasculares e fibroblastos para MMP-10 (B). Reatividade geral menos evidente (marcagdo
fraca) envolvendo o marcador TGF-B1 (C). Positividade epitelial moderada e perivascular

forte (controle interno positivo) paraa-SMA (D). (Imunoperoxidase, 100X)
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando-se 0s objetivos propostos no presente estudo, pode-se concluir que um
amplo espectro fenotipico além de um traco autossomico dominante foram evidentes na
familia estudada. O padrédo de heranca demonstrou ainda ter alta penetrancia, achados
fenotipicos moderados e auséncia de casamentos consanguiineos.

Verificou-se também a significativa importancia dos achados clinicos bucais para o
diagndstico precoce da ocorréncia familiar de ET, os quais podem contribuir de forma
decisva no estabelecimento do perfil completo familiar e estimativa do modelo de
transmisséo da doenca.

A avaliagéo imunoistoquimica dos marcadores biol 6gicos, nesse estudo, demonstrou a
presenca de MMP-1, MMP-10 e TGF-B1 em angiofibromas orais e cutaneos, com padréo de
distribuicdo heterogéneo tanto entre os elementos teciduais analisados quanto ao que se refere
a intensidade de marcacdo dos mesmos entre os espécimes. Observou-se também reatividade
predominantemente negativa quanto ao marcador TIMP-1 e marcacdo restrita a regioes
perivasculares e epiteliais para a-SMA.

O numero relativamente restrito de individuos acometidos com diagnéstico definitivo
da afeccdo, talvez sgjaaprincipal limitacdo desse estudo, visto que tal sindrome é rarae que o
padréo familiar somente esta presente em cerca de um terco de todos os casos resultando em
numero estrito de lesdes para realizacdo de estudos moleculares. Outros estudos devem ser
realizados no intuito de se elucidar melhor o papel de marcadores moleculares possivelmente
implicados na etiopatogénese dos diversos achados fenotipicos da sindrome, enfatizando
também a possivel influéncia de fatores epigenéticos no padréo familiar, considerando que
tais resultados poderiam possivelmente aperfeicoar estratégias para 0 manegjo adequado dos
sujeitos acometidos.

Em suma, o diagnéstico de um paciente sindrbmico deve levar a completa
investigacao dos seus familiares para uma possivel deteccéo de outros sujeitos acometidos por
ET, aexemplo de nosso estudo. Nesse sentido, os individuos afetados e seus familiares devem
ser orientados com relacdo a heranca genética, natureza, implicacfes, diagnostico,

prognostico, monitoramento, tratamento e lenta progressdo da doenca.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS
COMITE DE ETICA Unimontes

PARECER CONSUBSTANCIADO

Montes Claros, 20 de junho de 2008.
Processo N°1047

Titulo do Projeto: Esclerose Tuberosa — aspectos clinicos, genéticos e imaginolégicos de
uma familia afetada por esta condigdo genética.

Coordenador: Prof. Paulo Rogério Ferreti Bonan
Relator: Prf. Carlos Caixeta de Queiroz

Histérico:

A pesquisa tem como objetivo descrever o perfil de uma familia portadora de esclerose
tuberosa, com pelo menos quatro geragdes de individuos afetados, no municipio de Montes
Claros — MG. Trata-se de um estudo descritivo: clinico, imaginolégico, microscépico e
genético, envolvendo uma familia portadora de esclerose tuberosa, que foi identificada na
Clinica de Estomatclogia do Curso de Odontologia da Universidade Estadual de Montes
Claros — Unimontes, em novembro de 2007. Todos os membros desta familia, afetados e
ndo afetados serdo avaliados clinicamente por médicos e dentistas em ambientes clinicos e
ambulatorias da Unimontes. A pesquisa faz parte da continuidade das investigagdes,
realizados pelos proponentes, sobre condi¢des de doengas genéticas e sera realizada de
agosto de 2008 a fevereiro de 2010.

Meérito:

A pesquisa se justifica pela importancia de se conhecer e de se estudar uma doenca genética
“autossdmica dominante, com elevada incidéncia de nova mutagdo e que se expressa
através de manifestagdes clinicas variaveis”,

Parecer:

O Comité de Etica em Pesquisa da Unimontes analisou o processo 1047 e entende que o
mesmo estd completo e dentro das normas do Comité e das Resolugdes do Conselho
Nacional da Satde/Ministério da Saude. Sendo assim, somos pela APROVACAO do

projeto.

Prof." Vania Silva Vilas’Boas Vieira Lopes
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da Unimontes
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