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RESUMO

ROCHA, L.C. Analise de polimorfismos do gene da fibrilina-1 em individuos
portadores de hérnia inguinal através do sequenciamento de DNA [Tese].
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2007. 89p.

A hérnia inguinal € uma doenga multifatorial que emerge do orificio de
Fruchaud, fechado somente pela fascia transversal. Nos ultimos tempos tem
sido demonstrado que desordens dos elementos do tecido conjuntivo, como
fibras colagenas e elasticas, estdo relacionados com a génese da hérnia
inguinal. Estudos prévios demonstraram alteracbes estruturais e
quantitativas das fibras elasticas com o envelhecimento da fascia
transversal, relacionado ao aparecimento de hérnia inguinal a partir da
quinta década da vida. Estudos recentes demonstraram associagdao entre
uma mutagado pontual do éxon 20 do gene da elastina, componente amorfo
das fibras elasticas, e hérnia inguinal em individuos do sexo masculino. A
fibrilina-1 € o principal componente microfibrilar das fibras elasticas e esta
relacionada ao surgimento de sindromes genéticas, como Marfan, Ehlers-
Danlos e Wiliams, que também apresentam individuos portadores de
hérnias. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar a
presenca de polimorfismos no gene da fibrilina-1 (FBN1) em individuos
portadores de hérnia inguinal. Estudou-se o acido desoxirribonucléico (DNA)
gendbmico de 60 pacientes com hérnia inguinal e 60 controles. Os exons 4,
13, 24, 25, 26, 27, 31 32, 39, 41, 59 e 65 foram amplificados pela Reagao
em Cadeia da Polimerase e, posteriormente, foram avaliados os
polimorfismos em gel de poliacrilamida. Todos os exons estudados
apresentaram alguns individuos com padrdo de bandeamento diverso. O
produto de amplificacdo destes exons foi entdo avaliado através de
sequenciamento e confrontado com a base de dados do National Human
Genome Research Institute. Alteracbes de insercdao e/ou delecao
consistentes foram observadas no éxon 27: 1) insergdo de uma base entre
os codons 1119 e 1120 (GAT — AGA); 2) insercdo de uma base entre os
codons 1116 e 1117 (TGT — CTG): 3) inser¢cado de uma base no codon 1148
(CCC — CGC); e no éxon 31: inser¢cao de uma base entre os codons 1282 e
1283 (GAG — CGA). Nao houve significancia estatistica que indique
associagao entre o gene FBN1 e hérnia inguinal. Entretanto, como o gene da
fibrilina-1 é bastante grande (350 kD, dividido em 65 exons) e, em outras
doengas como a Sindrome de Marfan mais de 500 mutacbes ja foram
descritas, sem haver exons que possuam uma maior responsabilidade pela
Sindrome, é possivel que outros exons possam estar relacionados com o
acometimento da hérnia inguinal.



SUMMARY

ROCHA, L.C. Polymorphisms analysis of the fibrillin-1 gene in individuals
with inguinal hernia by DNA sequencing [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2007. 89p.

The inguinal hernia is a multifactorial disease that emerge from the Fruchaud
orifice, closed only by the transversalis fascia. Lately it has been showed that
disorders on the connective tissue elements, as the collagen and elastic
fibers, are related to the inguinal hernia genesis. Previous studies have
showed structural and quantitative changes of the elastic fibers at the
transversalis fascia with aging, that may be related to inguinal hernia at the
fifth decade of life. Recent studies have demonstrated an association among
a punctual mutation on exon 20 of the elastin gene, amorfous component of
the elastic fibers, and male individuals with inguinal hernia. The fibrillin-1 is
the main microfibrillar component of the elastic fibers and is associated to
genetic syndromes as Marfan, Ehlers-Danlos and Williams, that also present
inidividuals with hernias. Thus, the objective of this study was to investigate
the presence of polymorphisms on the fibrillin-1 gene (FBN1) on individuals
who developed inguinal hernia. The desoxirribonucleic acid (DNA) of 60
individuals with inguinal hernia and 60 controls have been studied. The
exons 4, 13, 24, 25, 26, 27, 31, 32, 39, 41, 59 and 65 were amplyfied by the
Polymerase Chain Reaction and later evaluated the polymorphisms on
polyacrilamide gel. The amplification product of these exons were evaluated
by DNA sequencing and compared to the National Human Genome
Research Institute database. Consistent mutations were observed at exon
27: 1) insertion of a base between codons 1119 and 1120 (GAT — AGA); 2)
insertion of a base between codons 1116 and 1117 (TGT — CTG); 3)
insertion of a base on codon 1148 (CCC — CGC); and at exon 31: insertion
of a base between codons 1282 and 1283 (GAG — CGA). There was no
statistic significance that could indicate the association between FBN1 gene
and inguinal hernia. However, FBN1 is a large gene (350 kD, shared in 65
exons) and in other disorders as Marfan Syndrome, more than 500 mutations
have already been described, without the existence of prevalent exons that
have major responsability about the Syndrome, it is possible that other exons
could be related to the happening of inguinal hernia.



1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA HERNIA INGUINAL

A importancia da hérnia inguinal (HI) ndo se da unicamente ao fato de
tratar-se da mais freqlente hérnia do ser humano. Estima-se que um homem
em cinco e uma mulher em 17 poderdo desenvolvé-la ao longo de suas
vidas. A hérnia também é a doencga cirurgica mais freqliente com uma
incidéncia de mais de 10% da populagao total (SCHUMPELICK, 2006). Além
disso, deve-se ter em mente também o enorme impacto socio-econémico
desta doencga (READ, 1996), pois o indice de recidiva pés-tratamento varia
de 5 a 30% (SCHUMPELICK et al., 1994).

Em meados do século XVIII, os anatomistas da época entendiam que
o desequilibrio entre a pressdo intra-abdominal juntamente com uma
resisténcia localmente diminuida da parede abdominal ocasionaria a
frouxiddo ou mesmo a ruptura tecidual responsavel pela hérnia inguinal

(Figura 1).

—>

HERNIA INGUINAL

Figura 1 - A hérnia inguinal se apresenta
quando uma porgcdo do intestino delgado se
introduz no canal inguinal.
(Fonte: www.nIm.nih.gov)




COOPER (1804) apud ABRAHAMSON (1998) descreveu a fascia
transversal (FT), assinalando o seu importante papel de protegao da parede
abdominal contra o desenvolvimento da HI e relacionou como fatores
desencadeantes: obesidade, tosse, obstipacao intestinal, gravidez, ascite e 0
levantar de peso excessivo (todos fatores de aumento da pressao intra-
abdominal) e, junto a estes, as dificuldades miccionais. Outros fatores
também poderiam estar relacionados, como as causas congénitas
(persisténcia do conduto peritbnio-vaginal), ao lado de alteragdes adquiridas
como a desnutrigdo e o envelhecimento.

No inicio do século XX, o entendimento sobre o evento da HI foi
iniciado por RUSSEL (1906) com sua teoria sacular. O autor descreveu que
a HIl nao poderia ser adquirida, pois em todos os individuos observava-se
uma musculatura congenitamente enfraquecida, frente a um diverticulo
funicular peritonial totalmente colabado.

A moderna herniologia, introduzida por Bassini na década de 1880,
logo aceitou a teoria de Russel, que rejeita a visdo de que qualquer hérnia
pode ser adquirida no senso patolégico (RUSSELL, 1906).

Ja HARRISON, em 1922, demonstrou a improbabilidade da teoria
sacular de Russel, ja que a maioria dos homens apresenta o inicio da Hl aos
50 ou 60 anos, longe de sua atividade mais vigorosa. E ainda, havendo ou
nao um processo vaginal maior ou menor, ndo seria suficiente de forma
isolada para desencadear a hérnia se todos os demais elementos envolvidos
estivessem funcional e anatomicamente integros e presentes, envolvendo o

préprio conduto peritdnio-vaginal. Além disso, os musculos também estéao



normais na grande maioria dos casos, concluindo-se que a causa de uma
hérnia inguinal, indireta ou direta, estd na faléncia da FT em conseguir
suportar a presséao intra-abdominal a que se submete.

A hérnia inguinal direta (HID) é resultado do enfraquecimento da FT
no assoalho do canal inguinal (CONDON, 1978). Ao contrario, a etiologia da
hérnia inguinal indireta (HIl) em criangas e jovens €& congénita; ela se
desenvolve devido a presenca de um processo vaginal ou de um ducto
peritdnio- vaginal ndo obliterado (GROSFELD, 1989). Ja o aparecimento da
hérnia inguinal indireta em adultos e idosos ¢€ correlacionado ao
enfraquecimento da FT na margem do anel inguinal profundo (NYHUS et al.,
1960).

Foi um anatomista (KEITH, 1924), o primeiro a questionar esse
dogma, declarando: “Nés estamos propensos a entender os tenddes, as
fascias e o tecido conjuntivo como estruturas mortas e passivas. Certamente
sao estruturas vivas e, pelo fato das hérnias inguinais serem tao frequentes
e por vezes multiplas em pacientes adultos e idosos, leva-nos a suspeitar
que uma alteragdo patologica do tecido conjuntivo da parede abdominal
pode predispor alguns individuos, particularmente propensos, as hérnias.
Caso elas s6 ocorressem em pacientes com sacos herniarios formados no
periodo pré-natal, entdo deveriamos retira-los logo apdés o nascimento ou
entdo observar e nao fazer nada, apenas confiando na sorte”.

Devido a crenca de que as protrusdes ocorriam por causa das

variagdes congénitas na anatomia normal, seu conceito foi ignorado.



S6 em 1964, WIRTSCHAFTER e BENTLEY verificaram que
anormalidades do tecido conjuntivo pudessem ser causa de hérnias no
homem. Basearam esta hipotese verificando a alta incidéncia de hérnia em
pacientes portadores de latirismo e, em estudos experimentais ministrando
latirbgenos, conseguiram induzir hérnias em animais. O latirismo € uma
desordem da ligagao cruzada do colageno, e os latirdgenos mostraram estar
associados a indugao de hérnia.

As fibras colagenas constituem o componente de resisténcia e forga
da FT, proporcionando resisténcia as variagdes da pressao intra-abdominal
(ABRAHAMSON, 1998). Ja a elasticidade é fornecida pelas fibras elasticas
maduras e elauninicas, enquanto as fibras elasticas formadas apenas por
constituintes microfibrilares - fibras oxitalanicas - fornecem resisténcia. As
fibras elasticas maduras e elauninicas sao compostas por um arcabougo
microfibrilar e grande quantidade de componente amorfo ai depositado - a
elastina. A proteina fibriina € o principal constituinte microfibrilar
(ROSEMBLOOM et al., 1993). Como a integragao das fibras elasticas com
as colagenas é fator relevante para a manutencao da resisténcia tecidual
normal, entdo o evento da HI pode estar associado a uma deficiéncia isolada

ou concomitante destes dois tipos de fibras.



1.2. O COLAGENO NA FASCIA TRANSVERSAL

O colageno foi o primeiro alvo de investigagdes no mecanismo de
formacdo e recorréncia da hérnia. E a proteina estrutural predominante,
especialmente das fascias, abrangendo 80% ou mais do peso seco da
estrutura tecidual. Os defeitos identificados resultam na sintese lenta ou
anormal do colageno ou na atividade de protease aumentada que leva a
degradacgao do colageno. O resultado € um desequilibrio da homeostase do
colageno, que leva a redugao dos niveis, aumentando o risco de falha
mecénica (READ, 2003).

Nas ultimas trés décadas foram realizados estudos mais especificos
sobre a importancia da fragilidade da parede posterior do canal inguinal no
desenvolvimento da HIl. Todos esses trabalhos tém o colageno como
principal atribuidor da resisténcia e integridade estrutural as aponeuroses e
fascias (WOLWACZ JUNIOR et al., 2003).

READ, em 1970, observou que a bainha do musculo reto abdominal
de pacientes portadores de HI era mais fragil e possuia menor peso por area
que os pacientes-controle. Um ano depois, WAGH e READ (1971)
observaram maior decréscimo de hidroxiprolina (e, portanto, colageno), que
representa cerca de 80% da bainha do musculo reto abdominal, em
pacientes com hérnia inguinal direta do que naqueles com hérnia inguinal
indireta. Entretanto, nao conseguiram relacionar essa dismorfia ao

envelhecimento ou ao peso magro corpéreo.



Em 1974, WAGH et al. relataram uma taxa de proliferacao
fibroblastica em culturas, menor que a normal, em pacientes com hérnia. A
microscopia eletronica, as fibrilas colagenas mostravam periodicidade
irregular, didametros variados e depdsitos intracelulares.

CANNON et al. (1981) estudaram individuos com HI, fumantes ou
nao, e verificaram que o fumante crénico pode danificar o tecido conjuntivo
da virilha, bem como do pulm&o. Esse estudo foi baseado na possibilidade
de que a associagdo bem conhecida entre a Hl e a doenga pulmonar nao
estava relacionada simplesmente ao fato da tosse, e sim a um efeito
metastatico prolongado.

Em 1993, FRIEDMAN et al. demonstraram que a expressao génica do
colageno tipo lll e a sintese protéica estavam aumentadas em fibroblastos
isolados e cultivados de pele de pacientes com HI, reduzindo a relagao de
colageno tipo I/lll. Estes mesmos pacientes apresentaram elevada
expressao do acido ribonucléico mensageiro (RNAm) do gene do colageno
tipo lll, sem expressar diferenca entre os portadores de HID e HlI.

BELLON et al., em 1997, verificaram que pacientes portadores de
HID, mas nado com HII, exibiam uma forte inducdo na expressdo de
metaloproteinase-2 tecidual (MMP-2) na fascia transversal.

Estudando o saco herniario de pacientes com HID ou HII, KLINGE et
al. (1999a), notaram que a razao do colageno I/lll estava bastante diminuida,
mas os niveis de expressdo de metaloproteinase-1 (MMP-1) e fibronectina
nao foram distintos entre pacientes e controles. Neste mesmo ano, KLINGE

et al. (1999b) estudaram a pele de pacientes com HI e verificaram que a



razao dos colagenos tipo l/lll por analise de “Western Blotting” estava
significantemente diminuida. Além disso, num estudo imuno-histoquimico, os
niveis de MMP-1, metaloproteinase-13 (MMP-13) e fibronectina se
encontravam bastante diferentes entre pacientes e controles. Tais alteracdes
refletem a alteracdo da integridade estrutural e mecéanica do tecido e
reforcam os indicios de que a HI deve ser tratada como manifestagao local
de uma doencga sistémica.

Nenhuma alteragao foi relatada por PANS et al. (2001) em relacao a
razao do colageno tipo I/lll, mas a concentragdo do colageno é aumentada
em pacientes portadores de hérnia apds digestdo com pepsina para aqueles
com HID.

Através da analise quantitativa do RNAm dos colagenos tipo | e lll,
MMP-1 e MMP-13, ROSCH et al. (2002) mostraram que existe aumento da
expressao do RNAm do gene do colageno tipo Ill, com consequente reducao
da relagao entre RNAm do gene dos colagenos tipo I/lll nos pacientes com
HI quando comparados com individuos-controle.

Em analises de pele obtida de pacientes com doenga herniaria,
BORQUEZ et al. (2003) verificaram feixes de colageno desagregado com
uma densidade diminuida de fibras colagenas.

WOLWACZ JUNIOR et al., em 2003, demonstraram que a FT de
pacientes com HID possuia somente 33% de colageno, enquanto nos
pacientes-controle a taxa era de 75%. Neste estudo ndo houve evidéncias
de degeneragdo das fibras colagenas em relagdo ao envelhecimento.

Pacientes com defeitos genéticos na sintese e metabolismo do colageno,



como a osteogenesis imperfecta (TILSTRA e BYERS, 1994) possuem um
risco elevado no desenvolvimento de hérnias inguinais recorrentes, assim
como pacientes com historia de aneurisma de aorta, uma doencga também
associada ao metabolismo do colageno (LEHNERT e WADOUGH, 1992).

Em 2005, KAYAOGLU et al. demonstraram que as concentragdes de
cobre (que €& um co-fator para a lisil oxidase, a qual esta criticamente
envolvida no metabolismo do colageno) no plasma e no saco herniario estao
mais baixas nos pacientes com HID do que nos portadores de Hll.

Também em 2005, ABCI et al. verificaram que a expressao do tecido
inibidor da metaloproteinase-2 da matriz (TIMP-2) esta mais baixa em
pacientes com HID do que em pacientes sem hérnia e operados logo apds
outra condigao patoldgica.

Ja TANIGUCHI et al., em 2006 relataram existir uma diminuicdo da
razao dos colagenos tipo I/lll em pacientes adultos portadores de HI, mas
nao em criangas.

Assim, com estes resultados, pode-se verificar que a alteracdo na
sintese do colageno em pacientes com HI & decorrente da desregulacao

génica e serve como fator iniciador ou promotor do desenvolvimento da Hl.



1.3. AS FIBRAS ELASTICAS

Em organismos multicelulares, a funcao fisiolégica de muitos tecidos
depende de suas propriedades elasticas. Estas, bem como as propriedades
de resisténcia de muitos tecidos dos vertebrados como expansibilidade
pulmonar e elasticidade da aorta sao devidas a presenca das fibras elasticas
na matriz extracelular (ROSENBLOOM et al., 1993).

Nos vertebrados, a propriedade elastica se deve a uma estrutura
complexa rica em proteinas e que esta presente no tecido conjuntivo de
diferentes 6rgaos. Esta estrutura, denominada de fibra elastica, forma na
matriz extracelular uma rede de fibras que permite que determinados tecidos
sofram expansdo e retracdo sem que para isso ocorra injuria tecidual
(ROSENBLOOM et al., 1993). As fibras elasticas sdo compostas por dois
componentes macromoleculares distintos: um componente amorfo, mais
abundante e caracterizado pela elastina, e outro fibrilar, caracterizado pela
fibrilina (ROSS e BORNSTEIN, 1969). Estas duas proteinas se encontram

interligadas pelo fenbmeno da elastogénese.

1.3.1. Elastina

Durante a elastogénese, a elastina é secretada para o meio
extracelular na sua forma monomérica, a tropoelastina. Uma vez no espaco
extracelular, moléculas de tropoelastina se polimerizam através de ligagoes

cruzadas entre residuos de lisina catalisada pela enzima lisil oxidase, dando
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origem a elastina. O resultado deste processo é a formacado de uma rede
elastica insoluvel denominada sistema elastico (ROSENBLOOM et al.,
1993).

A elastina esta virtualmente presente em todos os 6rgédos do corpo
humano e, ainda que possa representar uma pequena porcentagem de um
determinado tecido, desempenha funcéo Unica e importante. E a presenca
da elastina que confere a fibra elastica a propriedade de ser grandemente
deformada e retornar a sua configuragao original, o que é fundamental para
responder as subitas alteragdes dindmicas de estruturas vitais como a aorta
e os pulmbes (SANDBERG et al., 1981). Em determinadas circunstancias, a
elastina pode aumentar seu comprimento em mais de 70% da conformacao
original, sem apresentar ruptura (GOH, 2003).

Em 1987, RODRIGUES JUNIOR demonstrou, em estudo
histomorfométrico, a diminuicdo de fibras elasticas oxitalanicas na FT,
responsaveis pela resisténcia elastica dos tecidos, em individuos acima de
55 anos. RODRIGUES JUNIOR et al. (1990), através de estudos de
microscopia eletrénica, demonstraram alteracao estrutural de fibras elasticas
maduras na FT, como a fragmentacao e a deposicédo de calcio na elastina,
em pacientes com mais de 50 anos.

Em 2000, QUINTAS et al. relataram que, com o envelhecimento, as
fibras elasticas oxitalanicas da FT do ligamento interfoveolar (relacionado ao
anel inguinal profundo) sofrem reducdo e as fibras elasticas maduras e
elauninicas encontram-se alteradas estruturalmente (espessas, curtas e

encurvadas). Estas alteragbes sdo responsaveis pela diminuicdo da
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complacéncia do ligamento interfoveolar, predispondo a hérnia inguinal
indireta.

RODRIGUES JUNIOR et al. (2002) demonstraram diminuicdo na
quantidade de colageno e aumento na quantidade de fibras elasticas na
fascia transversal de individuos com hérnia inguinal indireta. Ja nos
individuos com hérnia inguinal direta, observaram-se alteragdes estruturais
das fibras elasticas maduras e elauninicas e reducao da densidade de fibras
oxitalanicas.

Com o envelhecimento, os componentes colageno e elastico da
matriz extracelular, apresentam alteragdes qualitativas e quantitativas como
foi descrito na FT (RODRIGUES JUNIOR et al.,, 1990; QUINTAS et al.,
2000), na pele (BRAVERMAN e FONFERKO, 1982; DANIELSEN e
KOBAYASHI, 1972), no tecido muscular esquelético (RODRIGUES et al.,
1996; RODRIGUES e RODRIGUES JUNIOR, 2000), na capsula esplénica
(RODRIGUES et al., 1999) e no ligamento interespinhoso (BARROS et al.,
2002). O que se observa é a reducao de fibras oxitalanicas e o aumento da
quantidade de fibras elasticas que contém elastina. Entretanto, estas fibras
elasticas apresentam distor¢ao da sua estrutura e mostram-se como fibras
espessadas, fragmentadas e tortuosas. Esta alteragéo arquitetural reduz sua
elasticidade original devido a sua forgca original estar comprometida por
reducao de ligagdes hidrofdbicas, responsaveis pela estocagem de energia
elastica (ROSENBLOOM, 1984).

Em 2003, YOO descreveu duas mutacdes pontuais no éxon 20 do

gene da elastina em individuos do sexo masculino com HI. Essas mutacdes
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foram caracterizadas por uma dupla troca no cdédon 404, onde o aminoacido
fenilalanina (TTT) passou a codificar o aminoacido serina (TCC) e no cddon
422, com a substituicdo do aminoacido serina (AGT) por glicina (GGT).
Essas alteragdes podem tornar a proteina mais hidrofilica, o que favorece a
acao de enzimas proteoliticas e contribui para o enfraquecimento tecidual e
desenvolvimento da HI. Mais recentemente este estudo foi ampliado,
verificando-se uma associagao significante entre a mutacdo pontual do

cddon 422 do éxon 20 da ELN e a HI (RODRIGUES et al., 2006).

1.3.2. Microfibras

O componente fibrilar € composto por um grupo de fibrilas
denominado microfibras. Estas sao langadas ao meio extracelular por
fibroblastos, células mesenquimais e outras células, onde a elastina é
depositada, ou ndo. Esta estrutura é que indica a forma e a direcao da futura
fibra elastica (ROSS, 1973).

As microfibras sao estruturas fibrosas, cujo didmetro € menor que 20
nm (LOW, 1962) e podem ser classificadas em dois grupos: microfibras de
3-5 nm ou microfibras de 8-10 nm de didametro (HAY, 1978). As microfibras
de 3-5 nm de didmetro estdo conectadas a proteoglicanos na matriz
extracelular e sdo compostas por colageno tipo VI (FURTHMAYR et al.,
1983) enquanto as microfibras de 8-10 nm estdo associadas a membrana

basal e as fibras elasticas (CLEARY e GIBSON, 1983).
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Durante a morfogénese, as microfibras sdo depositadas na matriz
extracelular antes do componente amorfo, servindo de arcabougo para a
deposicdo da elastina durante a elastogénese (ROSS, 1973). Estas
microfibras associadas a elastina podem ser encontradas principalmente na
derme, pulmao, artérias, glomérulo renal, musculo, tendbes e cartilagem
(SAKAI et al.,, 1986). Portanto, depdsitos de elastina aparecem
primeiramente dentro dos feixes de microfibras e gradualmente entram em
coalescéncia, enquanto as microfibras sdo lentamente deslocadas para a
periferia ou incorporadas ao nucleo da elastina. Ha também algumas regides
do corpo, como o ligamento periodontal ou os ligamentos suspensorios do
cristalino, onde s&o encontrados pouco ou nenhum elemento elastico
associado as microfibras (SAKAI et al., 1986).

As microfiboras possuem um papel multifuncional na matriz
extracelular:

1- formam um arcaboucgo para a deposigao de tropoelastina (FAHRENBACH
et al., 1966);

2- conferem propriedades mecanicas que auxiliam na redistribuicdo da forca
entre fibras elasticas adjacentes (KEENE et al., 1991);

3- fornecem ancoragem estrutural a tecidos n&o elasticos como no caso dos
ligamentos do cristalino (WHEATLEY et al., 1995);

4- atuam como elemento de ancoragem de células endoteliais e epiteliais as
fibras elasticas presentes na matriz extracelular (SAKAMOTO et al., 1996);

5- possuem capacidade de adesao plaquetaria (ROSS et al., 1998) e
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6- atuam como elemento regulatério da ativagao e sinalizagao de fatores de
crescimento (NEPTUNE et al., 2003; ARTEAGA-SOLIS et al., 2001).

Em 1986, SAKAI e colaboradores isolaram e caracterizaram o
principal constituinte das microfibras de 8-10 nm, uma glicoproteina de 350
kDA que foi denominada de fibrilina. Além da fibrilina, outros componentes
associados as microfibras ja foram isolados e caracterizados: as Microfibril-
associated glycoproteins — glicoproteinas associadas as microfibras
(MAGPs) 1 a 4 (GIBSON et al., 1996; HENDERSON et al., 1996 ); Latent
transforming growth factor [B-binding protein — fator de crescimento
transformador latente 3 ligado a proteina (LTPBs) 1, 2, 3 e 4 (OLOFSSON et
al., 1995; MOREN et al., 1991; GILTAY et al., 1997) e emilina; além de
varios proteoglicanos e glicosaminoglicanos que podem estar associados as
microfiboras como o sulfato de heparan, decorin, biglican e versican
(TIEDEMANN et al., 2001; TRASK et al.,, 2000; REINBOTH et al., 2002;

ISOGAI et al., 2002).

1.3.3. Fibrilina-1

Em 1986, SAKAI et al. isolaram culturas celulares de fibroblastos
humanos e identificaram uma glicoproteina de 350 kD, a qual denominaram
fibrilina, que é o principal componente das microfibras. Utilizando anticorpos
monoclonais especificos para a fibrilina, juntamente com técnicas de

microscopia eletrénica, demonstrou-se sua distribuicdo nas matrizes dos
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tecidos conjuntivos da pele, pulmao, rim, sistema vascular, cartilagem,
tenddo, musculo, cérnea e zbénula ciliar, associadas a elastina ou nao.

Em 1991, visando a purificagdo e caracterizagao da fibrilina, SAKAI et
al., utilizando técnicas de imunolocalizagdo, demonstraram que as moléculas
de fibrilina sdo secretadas das células na sua forma monomérica e que, no
meio extracelular, elas se polimerizam formando as microfibras. Além disso,
viram que a disposicao da fibrilina nas microfiboras segue um arranjo
paralelo, no sentido cabega-cauda, semelhante a um colar de contas (Figura
2). Os autores também demonstraram que a fibrilina contém

aproximadamente 14% de cisteina.

L]
&

Figura 2 — Morfologia ultraestrutural da fibrilina-1. Notar o aspecto
de colar de contas. Fonte: Carta et al. (2005), modificado.

Em 1991, foi identificado o gene da fibrilina e estabelecido o seu
envolvimento na Sindrome de Marfan (OMIM #154700), uma doenga do
tecido conjuntivo herdada de forma autossémica dominante (LEE et al.,
1991; MASLEN et al., 1991), caracterizada principalmente por deformidades
esqueléticas (pectus carinatum, pectus excavatum, pés planus, escoliose),

oculares (ectopia lentis) de cardiovasculares (dilatacdo da aorta, prolapso da
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valvula mitral). Também podem apresentar deformidades pulmonares,
epiteliais e tegumentares (PYERITZ, 2000).

Um primeiro trabalho, importante para a posterior identificagdo do
gene da fibrilina através de técnica de imunofluorescéncia indireta, utilizando
anticorpos monoclonais contra a fibrilina e cultura de fibroblastos de
amostras de pele de individuos com SMF, demonstrou que as microfibras
apresentavam um padrao alterado (em quantidade e distribuicdo da fibrilina)
em tecidos de pacientes afetados, quando comparados a individuos normais
(HOLLISTER et al., 1990). GODFREY et al. (1990), utilizando essa mesma
metolodogia, também obtiveram resultados semelhantes.

Outros estudos foram realizados para identificar a regiao
cromossOmica ligada a SMF. Um destes estudos, conduzido em familias
finlandesas e usando marcadores especificos, estabeleceu uma ligagcao
entre a SMF e trés marcadores polimérficos no brago longo do cromossomo
15 (KAINULAINEN et al., 1990). Outros autores, analisando quatro familias
americanas, confirmaram a ligagao da SMF ao cromossomo 15, definindo a
regidao cromossémica onde se encontra o gene da SMF em 15q15-g21.3
(DIETZ et al., 1991b; TSIPOURAS et al., 1991).

LEE et al. (1991) e MASLEN et al. (1991), através da técnica de
Polymerase Chain Reaction — Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizaram oligonucleotideos para amplificar sequéncias do gene da fibrilina a
partir de bibliotecas de DNA complementar (cDNA), permitindo a

caracterizagao parcial do gene da fibrilina e o seu mapeamento definitivo
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para a regidao cromossémica 15q915-21. Este gene foi entdo denominado de
FBN1 (LEE et al., 1991).

A primeira mutagao identificada de sentido trocado na regido
codificadora do gene FBN1 foi observada por DIETZ et al., 1991a, o que
resultou na prova definitiva de que este era o gene envolvido na SMF.

Ectopia Lentis (TSIPOURAS et al.,, 1992), Sindrome de Shpritzen-
Goldberg (SOOD et al.,, 1996), fenotipo MASS (DIETZ et al.,, 1993) e
aneurisma de aorta toracica familial (MILEWICZ et al.,, 1996) sdo outros
exemplos de doengas nas quais também foram identificadas mutagcdes no
gene FBN1 e também afetam o tecido conjuntivo. Essas fibrilinopatias, como
sdo chamadas, apresentam combinacgdes fenotipicas diferentes daquelas
observadas na SMF.

WATSON et al. (1999) examinaram a distribuicdo e abundancia das
fibrilinas 1 e 2 em bidpsias retiradas tanto de pele da testa envelhecida pelo
sol, como da pele do quadril protegida do sol. Através da técnica de
hibridizagdo in situ, os resultados revelaram diminuicdo do RNAm da
fibrilina-1, mas niveis de RNAm da fibrilina-2 ndo alterados nas bidpsias
retiradas da testa. Um estudo imuno-histoquimico demonstrou que as
microfibras da jungdo derme-epiderme estavam significantemente reduzidas
nas bidpsias com envelhecimento solar de moderado a severo, indicando
que a fibrilina-1 pode contribuir para as caracteristicas clinicas do
envelhecimento da pele, como a formacéo de rugas e perda da elasticidade.
Um estudo anterior a este (BERNSTEIN et al., 1994) demonstrou niveis

elevados de RNAm na elastina e fibrilina na pele envelhecida pelo sol.
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As causas que levam a fibrilina-1 a originar diversas doengas com
fendtipos relacionados ainda ndo sao conhecidas (CHARBONNEAU et al.,
2004).

Em 2006, MAMADA et al. estudaram diferentes Single Nucleotide
Polymorphisms — Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) dos exons 15,
43 e 55 do gene da FB1 de individuos com alta estatura e verificaram a
ocorréncia de polimorfismo no éxon 15, sugerindo que este SNP é um dos

contribuidores para a alta estatura em individuos normais.

1.3.4. Estrutura da fibrilina-1

PEREIRA et al. (1993) completaram a caracterizagao do cDNA da
fibrilina, elucidando a organizacdo éxon/intron do gene e descobriram a
origem do mapa fisico do locus. A sequéncia da pro-fibrilina codifica 2871
aninoacidos, os quais, exluindo o peptideo sinal, esta organizado em cinco
regides estruturalmente distintas. A maior dessas regides, abrangendo 75%
da proteina, possui 47 repeticobes homodlogas ao fator de crescimento
epidérmico (do inglés, EGF-like — epidermal growth factor-like), com mdédulos
ricos em cisteina (Figura 3). Quarenta e trés dessas repeticdes satisfazem o
consenso para a ligagdo com o calcio (do inglés, cboEGF — calcium binding
epidermal growth factor), um evento que pode mediar interagdes proteina-
proteina (HANDFORD et al., 1990). Essa ligacdo modifica a estrutura da
molécula de fibrilina levando a estabilizacdo da mesma. Esta estabilizacao é

essencial para o correto empacotamento lateral dos mondédmeros de fibrilina
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durante a formacédo das microfibras, além de favorecer a interagdo entre
microfibras e sua organizagdo em macroagregados (KIELTY e
SHUTTLEWORTH, 1993).

Na estrutura primaria da fibrilina-1 ha também maddulos analogos
aqueles encontrados na proteina LTBP (do inglés, latent transforming growth
factor binding protein — fator de crescimento transformador latente ligado a
proteina), chamados de mdédulos TB (Figura 3). Sua principal caracteristica é
a presencga de 8 residuos de cisteina que podem estar livres ou ligados por
pontes dissulfidicas, cuja funcdo pode estar associada a capacidade de
adesao da fibrilina as células presentes na matriz extracelular (PEREIRA et
al., 1993). Sete dos modulos TB estao distribuidos entre os modulos cbEGF.

O quarto médulo TB da fibrilina-1 possui uma sequéncia RGD (Arg-
Gly-Asp) que se liga as integrinas para promover adesao celular (figura 3).
As integrinas sao receptores transmembranicos presentes na superficie
celular e podem interagir com proteinas da MEC, resultando na ancoragem
destas. Ja foram descritas interacbes entre a fibrilina-1 e a integrina alfa
Vbeta3 por PFAFF et al., em 1996 e SAKAMOTO et al. (1996).

Na proteina fibrilina-1, existem também os mddulos FIB, que possuem
oito residuos de cisteina e caracteristicas mistas, ou seja, parecem ser uma
fusdo dos modulos EGF e TB (Figura 3). Este mddulo parece pertencer

exclusivamente as fibrilinas (PEREIRA et al., 1993).
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Figura 3: Estrutura do gene da fibrilina-1 (FBN1).
(Fonte: HANDFORD, 2000) modificado.

Quase todas as repeticoes EGF-like sdo codificadas por exons
unicos; consequentemente, o gene da fibrilina-1 € relativamente grande e a
sequéncia codificante é altamente fragmentada.

BIERY et al., em 1999, estimaram o tamanho do gene FBN1 em 200
quilobases (kb), divididas em 65 exons.

Os exons sdo regides do gene que contém o codigo para produzir a
proteina do gene. Cada éxon codifica uma porg¢ao especifica da proteina. Ja
os introns sao sequéncias do DNA que sao inicialmente copiadas no RNA

mas sao retiradas do RNA transcrito final por “splicing”.

| | | | | [
£:0n - ST
intron 'D' Splicing ,_FJ:H:: mRMNA

Figura 4: “Splicing” na molécula de mRNA. Fonte:www.scielo.br (modificado).
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1.3.5. Mutacdes no gene FBN1

Por meios de estudos imuno-histoquimicos com anticorpos
monoclonais contra a fibrilina foi demonstrado que a maioria dos pacientes
com Sindrome de Marfan exibe anormalidades das microfibras na matriz
extracelular (HOLLISTER et al.,, 1990). Mas DIETZ et al., (1991b)
demonstraram uma mutacdo pontual no gene da fibrilina-1 em dois
pacientes sem ligacdo com a Sindrome de Marfan. Mutagdes na fibrilina-1
sdo a causa de manifestagcdes pleiotropicas da Sindrome de Marfan que
envolve principalmente os sistemas musculoesquelético, ocular e
cardiovascular, sendo caracterizada por grande estatura, deformidades
esqueléticas, deslocamento das lentes oculares e propensao para dissecgao
aortica. A Sindrome de Marfan é uma doenca hereditaria sistémica
autossdmica dominante do tecido conjuntivo, ocorrendo em todas as ragas e
grupos étnicos.

Pouco tempo depois, em 1992, HAYWARD et al., encontraram uma
determinada mutacao duas vezes em 111 casos de SMF e outra mutagao foi
encontrada apenas uma vez em 140 individuos com SMF. Assim, puderam
concluir que parece haver muitas mutagdes diferentes do FBN1
responsaveis pela SMF.

Em 1998, COLLOD-BEROUD et al. relataram mais de 150 mutacdes
no gene FBN1 e verificaram que elas estavam espalhadas pelo gene inteiro.
A maioria delas eram mutagdes missense. As mutacdes missense, onde

ocorre a substituicdo de um aminoacido por outro, ocorrem freqientemente
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em exons que codificam os dominios cbEGF (DIETZ et al., 1992a; DIETZ et
al., 1992b). Estas mutagdes podem modificar a estrutura de um dominio de
cbEGF através de alteracdes na formacgao de pontes dissulfidicas, afinidade
de ligacao ao calcio e interagdes inter e intramoleculares (DOWNING et al.,
1996). As modificacbes nesses dominios comprometem a organizagao e
funcdo das microfibras.

A regidao central da molécula de fibrilina-1, que é codificada pelos
exons 23 a 32, da origem a uma variagao desta sindrome, chamada SMF
neonatal, que é caracterizada por uma forma severa e letal da SMF
(KAINULAINEN et al., 1994; TIECKE et al., 2001).

PUTNAM et al. (1996) examinou 8 pacientes SMF neonatal e
complicagbes cardiovasculares severas da SMF causadas por mutacoes
nessa regido do gene. Usando iniciadores intrénicos, os exons 23 a 32 do
DNA gendmico foram amplificados e seus fragmentos foram examinados por
analise se Single Strand Conformation Polimorphysm, do inglés -
Polimorfismo Conformacional de Cadeia Unica (SSCP) e seqiienciados. Esta
analise documentou mutagdes nos exons 25, 26 e 27 do gene da FBN1 em
seis desses pacientes.

Os exons relacionados a SMF neonatal (23 a 32) tém sido os mais
estudados e os que mais estdo envolvidos com o fendtipo mais severo da
SMF. Até o momento, diversas mutagdes distintas foram encontradas
nesses exons. Segundo a “Universal Mutation Database” (UMD), em sua
ultima atualizacdo (COLLOD-BEROUD et al., 2003), foram relatados mais de

500 registros, dos quais a maioria se encontra nessa regiao.



23

PALZ et al., em 2000, analisaram os exons 59 a 65 do gene em 124
pacientes com SMF e identificaram cinco mutagbes novas. Os seus
achados, juntamente com os de COLLOD-BEROUD et al. (1998),
demonstraram que por volta de 40 % das mutagbes nesses exons estao
associadas com o fenoétipo brando caracterizado pela falta de patologia na
raiz da aorta. Ao contrario, somente 7% das mutacgdes relatadas nas outras
partes do gene resultaram em um fendtipo brando sem patologia de aorta,
mesmo quando a mutagcdo ocorreu na mesma posicao no dominio cbEGF.
Os autores notaram que as observagdes sugeriram que a por¢ao N-terminal,
mas nao a C-terminal € necessaria para a incorporagdo nas microfibras
poliméricas.

COLLOD et al. (1996) relataram em seu trabalho que os exons 4, 13,
39, 41 59 e 65 estavam diretamente relacionados com alteragdes teciduais
epiteliais e tegumentares. Eles chegaram a esta conclusdo através do
estudo detalhado do DNA determinando, assim, a posi¢ao dos nucleotideos,
0 numero dos codons, a sequéncia normal e mutante dos codons, a base
envolvida na substituicdo, o nome das mutagdes, o aminoacido selvagem e
mutante, a proteina dominante e os sistemas envolvidos na mutacgao.

DIETZ et al, em 1993, encontraram uma dele¢ao no éxon 4 da FBN1,
criando um codon de parada neste éxon, 0 que sugeriu que a regiao amino
terminal é critica na montagem microfibrilar e, isoladamente, pode participar

da forma dominante negativa desse mondémero tipo selvagem.
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1.3.6. Fibrilina-1, fibrilina-2 e fibrilina-3

Em 1991, LEE et al., com trabalhos de clonagem, identificaram um
segundo gene, semelhante ao FBN1, o qual eles denominaram FBN2, que
foi mapeado no cromossomo 5g23-q31. Este gene possui uma ligagédo com
uma doencga de manifestacdo esquelética, semelhante a SMF, denominada
Aracnodactilia Contratural Congénita - ACC (OMIM#12050). A AAC é
caracterizada por escoliose severa, osteopenia generalizada, contraturas
dos dedos e formato das orelhas anormal, dentre outras caracteristicas.
Complicagdes cardiovasculares e oculares da SMF nao ocorrem na ACC.

A alta homologia entre as duas fibrilinas e a semelhanca clinica da
manifestacdo esquelética entre as duas sindromes, levou a uma hipotese de
que as fibrilinas poderiam ter fungdes semelhantes em relagdo a fisiologia
das microfibras (LEE et al.,, 1991). Além disso, esta grande semelhanca
sugeriu que seus genes tenham evoluido de um gene ancestral comum.
Com isso, LI et al. (1993) isolaram e mapearam os genes murinos Fbn1 e
Fbn2, comparando as sequéncias de cDNA destes genes. O resultado
mostrou que as proteinas estavam estruturalmente relacionadas, possuindo
alta homologia aos genes FBN1 e FBN2.

Tanto a fibrilina-1 quanto a fibrilina-2 possuem o mesmo tipo de
distribuicdo nos tecidos, ou seja, as duas estdo presentes nas microfibras
associadas com a elastina, embora a fibrilina-2 esteja localizada
preferencialmente na MEC de tecidos ricos em fibras elasticas (ZHANG et

al., 1994).
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ZHANG et al., 1995, estudaram a expressao da Fbn1 e Fbn2 durante
a embriogénese do camundongo. Através de técnicas de imuno-histoquimica
e hibridizacao in situ, os autores demonstraram que a fibrilina-2 é expressa
em varios tecidos e células, incluindo mesénquima, epitélio, condrdcitos,
vasos e células musculares cardiacas. Ja a fibrilina-1 € expressa
predominantemente na aorta, ligamentos suspensorios do cristalino, pele e
pulmdo. Foi observado também que primeiro ocorre um acumulo de
transcritos de Fbn2 durante a fase que precede o inicio da elastogénese em
tecidos como epitélios, mesénquima, tecido muscular, esquelético e
pulmonar. Esses transcritos de Fbn2 decrescem apds o inicio da
diferenciagao tecidual, enquanto a quantidade de transcritos de Fbn1
aumenta. A Unica excegdo ocorre no sistema cardiovascular, onde
transcritos de Fbn1 sao detectados a partir do décimo dia embrionario e em
maior intensidade do que os transcritos de Fbn2 (YIN et al., 1995; ZHANG et
al., 1995). Assim, foi sugerido que a expressao da fibrilina-2 direciona a
formagao das fibras elasticas durante a embriogénese, enquanto a fibrilina-1
fornece a maior fungao estrutural das microfibras (ZHANG et al., 1995).

Nos tecidos 0sseos, a fibrilina-2 parece ter uma fungéo semelhante ao
da fibrilina-1, sugerindo que as duas fibrilinas podem tanto ter funcdes
semelhantes como fungdes unicas dependendo do tecido em que se
encontram, mas estudos morfolégicos e bioquimicos das fibrilinas ainda nao
puderam esclarecer o papel da contribuicdo destas duas moléculas na
formacdo das microfibras e suas fungdes em tecidos especificos

(CHARBONNEAU et al., 2003).
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A fibrilina-3 foi sequienciada por NAGASE et al. em 2001 e divide mais
de 60% de identidade dos aminoacidos com as fibrilinas 1 e 2. O gene FBN3
foi recentemente identificado e esta localizado no cromossomo 19p13.3-
p13.2 (CORSON et al., 2004). E um candidato para a forma recessiva da
Sindrome de Weill-Marchesani (OMIM#277600), uma doenga do tecido
conjuntivo caracterizada por baixa estatura, braquidactilia, contraturas nas
articulagdes e defeitos nas lentes. A analise do genoma murino mostrou que,
neste organismo, o gene da fibrilina-3 é parcial e ndo funcional (CORSON et
al., 2004). Segundo esses autores, é provavel que a fibrilina-3 tenha sido
interrompida e inativada devido a rearranjos cromossdémicos e eventos de
recombinagao durante a evolugdo do camundongo.

Embora seja evidente que uma das principais fungdes da fibrilina seja
a formacgao da estrutura microfibrilar através de um mecanismo complexo de
montagem, a importancia funcional das proteinas associadas ainda nao foi

totalmente esclarecida.
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2 OBJETIVO

Avaliar, através da analise de sequenciamento de DNA, a presenca
de polimorfismos nos exons 4, 13, 24, 25, 26, 27, 31, 32, 39, 41, 59 e 65 do

gene da fibrilina-1 em individuos portadores de hérnia inguinal.
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3 METODOS

3.1. CASUISTICA

Foram selecionados 120 pacientes para a investigagdo. Amostras de
sangue venoso periférico foram coletadas nos Servigos de Cirurgia Geral do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HCFMUSP) e no do Instituto do Coragédo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (InCor/HCFMUSP).
Todos os participantes receberam orientacbes prévias sobre o carater
cientifico do estudo e manifestaram concordancia em integra-lo, através da
assinatura do termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme
disposto no protocolo CAPPesq n° 550/03 (Anexo 1).

Para os individuos portadores de hérnia inguinal, foram excluidos os
individuos que apresentavam diagnostico prévio de qualquer outro tipo de
hérnia, aneurisma, diverticulite, incontinéncia urinaria ou qualquer outra
doenga difusa do tecido conjuntivo. Em relagdo aos individuos-controle,
nenhum foi diagnosticado como portador de hérnia inguinal ou das outras
doencas anteriormente citadas.

Estudou-se o DNA gendmico de 120 individuos de ambos os sexos,
distribuidos em dois grupos distintos, sendo:

Grupo A - Individuos portadores de hérnia inguinal

Grupo B - Individuos-controle
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3.2. METODOS

3.2.1. Extragcdo do DNA genGmico

Foram colhidos 10 mililitros (mL) de sangue venoso periférico de
cada individuo, com o auxilio de dois tubos a vacuo contendo 5 % de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O sangue foi entdo homogeneizado, as
amostras foram identificadas e enviadas ao Laboratério de Anatomia
Médico-Cirurgica, LIM02, do HCFMUSP.

De cada amostra foi extraido o DNA gendmico, conforme protocolo
descrito por MILLER et al. (1988):

1. O sangue foi homogeneizado e colocado em um tubo de fundo
conico,completando-se até 50 mL com tampao de lise de hemacias e
plaquetas “bloodlysis” (NH4Cl 1550mM; KHCO3 100 mM; EDTA 10 mM;
pH7,4). Os tubos foram agitados e deixados em banho de gelo por 30
minutos para romper a membrana das células contidas na amostra.

2. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 1800 rotacbes por
minuto (rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (pellet) foi ressuspendido em 10 mL do tampéo “bloodlysis” e
centrifugado novamente por 5 minutos a 1800 rpm.

3. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet ressuspendido
em 3 mL de tampao de lise de nucleos de leucdcitos “nucleolysis” (Tris-
HCI 100mM; NaCl 4M; EDTA 20 mM; pH 8,2). Posteriormente foram
adicionados 100 microlitros (ML) de proteinase K (concentragdo de 10

mg/mL) e 300 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%.
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4. O material foi entdo encubado por aproximadamente 15 horas
(“overnight”), em banho-Maria a 37°C, a fim de auxiliar a quebra dos
nucleos das células e assim, expor o DNA. Apds a incubacéao, foi
acrescentado 1 mL de cloreto de sddio (NaCl) 6 M e o mateial foi
centrifugado por 20 minutos a 2500 rpm.

5. Apos este procedimento, o DNA foi precipitado com etanol absoluto
num tubo de vidro e obtido com o auxilio de um capilar. O DNA foi
transferido para um microtubo de 2 mL, onde foi lavado com etanol 70%
e dissolvido em 400 pL de TE (Tris-HcL 10 mM; EDTA 1 mM; pH8,0). O
DNA foi entao incubado por 30 minutos a 65° C e estocado em geladeira

a 4-10 °C.

3.2.2. Determinacgao espectrofotométrica do DNA

ApoOs a extracao, aliquotas diluidas em 1:50 (1uL de DNA para 49 uL
de agua ultrapura) foram quantificadas através da densidade ética (DO) em
espectrofotometro Génesis 5 (Spectronic) , num comprimento de onda de
260 nm e 280 nm (D0O260/DO280 nm). Esta razao fornece uma estimativa
da pureza do DNA em relacido a quantidade de proteinas, que varia entre 1,8

e 2,0. Também observa-se a concentracao do DNA e das proteinas.
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3.2.3. Determinacédo da qualidade do DNA por Eletroforese em gel de

agarose

Para reforgar os resultados obtidos na espectrofotometria, foi utilizado
um segundo meio que permite a visualizagdo da concentragcdo de DNA, a
eletroforese em gel de agarose 2%, assim descrita:

1. Pesa-se 0,5 grama (g) de agarose num Erlenmeyer e mistura-se esta

em 25 mL de tampao TBE (tris, acido bérico e EDTA 0,5M ph8,0),

concentrado.

2. Leva-se para aquecer por aproximadamente 1 minuto,

homogeneizando-se aos poucos até a solugdo estar dissolvida por

completo.

3. Logo em seguida, adiciona-se 2,5 yL de brometo de etideo e

homogeneiza-se novamente.

4. Despeja-se a solugdo numa cuba de eletroforese e aguarda-se o

esfriamento, até a solugao se tornar um gel endurecido.

As amostras sdo posteriormente misturadas a um corante (bromofenol
azul — “bromophenol blue”, sacarose e agua ultrapura) e aplicadas no gel, o
qual fica submerso em tampao TBE diluido. A cuba correra a uma corrente
constante de 80 Volts por aproximadamente 40 minutos.

Apds o tempo de corrida, o gel € analisado sob luz ultravioleta a fim de

visualizar a concentracdo de DNA.
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3.2.4. Amplificacdo do DNA genb6mico pela técnica de Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do gene da FBN1 foi obtida através da PCR,
utilizando-se iniciadores dos exons 4, 13, 24, 25, 26, 27, 31, 32, 39, 41,59 e
65, que compde este gene humano (NIUBROEK et al., 1995). Os iniciadores
foram sintetizados comercialmente (Invitrogen do Brasil), utilizando-se
oligonucleotideos das extensdes 5’ e 3’, segundo a descricdo de NIJBROEK

et al., 1995 (Tabela 1) .

EXON INICIADOR “ SENSE” INICIADOR “ANTISENSE”
4 AAC TCCTGT GAGCTGTTGC GCT GTG TCC CAG GTAATC G
13 TCC CCC AAATAAAGC TATTTC TGA AAC TGC AAT GGA AGG AG

24 CAG CAAATTATTATGTGT GCAG ATC AAG TAG AGT GCT GAG ATC
25 CAA GAACTT CCAACCTTC ATG TTA AAG GAC GTC CCCTCTC

26 AAT TAA GGC TGT CCT GAG AC CAT GGAATCCTTCTCTTT CTG
27 GGC CCCCACCTTTAACATG GAAAGTCTTTGC TCCTTAC

31 GTA CTC AAT GAT ATC AAATAG C ACC AAT CTC TTAACT ACT TAATA
32 CCA AAA GAC ATT TGT GCT GAG GTGTAATCT ATG CAGTCCTTG

39 ATT TAC AAT GCT AAA GGAATG C TCA GTT CTT GAT ATC TGC AAG

41 GCT TGT TGA GTATCC ACT TAG GCT TCC TTC GCT AAGACT G
59 GCG TGT ACA CAT CAT TTT TAG ATG TGT CAG GAG CTAGGT G
65 GAG CTA AGT GGC ATATGT AC TGT ACC TAT GAT ATGATGATT C

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores dos exons estudados do gene da fibrilina-1.
(Fonte: Nijbroek et al., 1995, modificado)
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Para cada reacado de PCR, foi preparada a seguinte solu¢do (25 pL) num
microtubo em banho de gelo:

e 2,5 L de solugéo tampao ou “Buffer” (Invitrogen do Brasil);

e 0,75 pL de cloreto de magnésio - MgCl; (Invitrogen do Brasil);

e 0,4 pL de desoxirribonucleotideos (DNTPs), sendo: 4 pL dATP, 4 pL

dCTP, 4 uyL dTTP, 4 uL dGTP (Invitrogen do Brasil);

e 1 uL do iniciador “sense” (Invitrogen do Brasil);

e 1 uL do iniciador “antisense” (Invitrogen do Brasil);

e 0,3 puL da enzima Taq polimerase (DNA polimerase da bactéria

Thermus aquaticus- Invitrogen do Brasil );

e 16,05 pL de agua destilada ultrapura;

e 3,0 uL do DNA a ser examinado.

O microtubo contendo a mistura foi colocado no termociclador PTC 100
(MJ Research) com ciclos programados especificos para cada éxon, que
foram padronizados para cada um dos diferentes iniciadores. (Tabelas 2, 3 e
4). Ao término dos ciclos, o termociclador resfriou-se e manteve-se a 4°C. A
seguir, o produto da amplificacao pela PCR foi armazenado em geladeira a

4-8°C.



TEMPETATURA (°C)  |[TEMPO (MIN) NUMERO DE CICLOS
95 5 1

94 0,5

58 1 30

72 1

72 10 1

Tabela 2- Dados da PCR para os exons 4, 24, 25, 26, 31, 32, 39, 41, 59, 65

TEMPETATURA (°C) TEMPO (MIN) NUMERO DE CICLOS
95 5 1

94 0,5

54 1 29

72 1,5

72 10 1

Tabela 3 - Dados da PCR para o éxon 27

TEMPETATURA (°C) TEMPO (MIN) NUMERO DE CICLOS
95 5 1

94 0,5

56 1 35

72 1,5

72 10 1

Tabela 4 - Dados da PCR para o éxon 13
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O sucesso da amplificagdo do produto de PCR foi verificado através
da técnica de Eletroforese em Gel de Agarose, anteriormente descrita no

item 4.2.3., conforme verificado na Figura 5.

Figura 5: Foto da amplificagdo da PCR

3.2.5. Analise do polimorfismo do gene da fibrilina-1 pelo

Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP)

Foram aplicados em gel de poliacrilamida a 10%, 5 uL de produto de
PCR amplificado e 5 yL do corante bromofenol xileno cianol (“bromophenol
blue”, xileno cianol, glicerol e agua ultrapura) conforme o método descrito
por ORITA et al. (1989). A corrida eletroforética foi realizada por sete horas
em corrente constante de 550 V a 4°C no tampéao TBE, para a detecgao de
alteragdes de um par de bases em um fragmento de DNA devido a
mutagdes ou polimorfismos, através da alteragdo na mobilidade da fita
simples de DNA.

Apos a corrida, o gel foi corado através da técnica de coloragao pelo

nitrato de prata, sendo:
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e Etanol 10% - oito minutos

e Acido nitrico 1% - trés minutos

e Nitrato de prata + formaldeido — 20 minutos

o Agua ultrapura — trés minutos

e Revelador (carbonato de soédio — Na,COsz &gua ultrapura) +

formaldeido — até as bandas comecgarem a aparecer

e Solugédo de fixagdo (etanol, acido acético e agua ultrapura) — cinco

minutos

e Agua ultrapura

O gel foi entdo deixado secar ao ar ambiente e escaneado para posterior
documentacgéo.

Apés a coloragdo e secagem do gel, as bandas presentes foram
analisadas, comparando-se as bandas de individuos-controle com individuos
portadores de hérnia inguinal. As amostras que demonstraram diferengas na
posicdo das bandas foram submetidas a analise de sequenciamento, para

analise detalhada de sua composigéao.

3.2.6. Purificacdo dos produtos de PCR

Os individuos-controle e doentes que apresentaram padrbes de
bandeamento distintos foram purificados para uma posterior analise de
sequenciamento.

Para isso, foi realizada uma nova PCR, com produto final de 100 pL. Este

foi novamente aplicado em gel de agarose para ser observado o sucesso da
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amplificacdo e assim iniciou-se o processo de purificacdo, através de um
“kit” comercial de purificacdo de DNA (“QlAquick PCR purification kit” —
Qiagen). Foram adicionados 500 pL do tampao PB para 100 pyL de produto
de PCR num microtubo contendo uma coluna. Este foi centrifugado por um
minuto a 13000 rpm para que o DNA fosse ligado. O sobrenadante foi
descartado, a coluna foi colocada no mesmo microtubo, adicionou-se 750 uL
do tampao PE para lavagem do DNA e centrifugou-se por um minuto a
13000 rpm. O sobrenadante foi novamente descartado e o microtubo foi
centrifugado por mais um minuto adicional. A coluna foi entdo colocada num
novo microtubo e foram adicionados 50 yL do tampéao de eluicdo EB e o
procedimento foi finalizado com uma nova centrifugacéo.

O material eluido foi novamente aplicado em gel de agarose a 2 % para
confirmacgao do processo de purificagdo com o marcador de peso molecular
(Low DNA Mass Ladder — Invitrogen do Brasil) e utilizado na reagédo de

sequenciamento (Figura 6).

Figura 6 : foto dos produtos da PCR amplificados e
purificados. Notar “Low DNA Mass Ladder” para
comparagao do peso molecular.
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3.2.7. Sequenciamento do gene da FBN1

As amostras purificadas foram posteriormente levadas ao Laboratério de
Estudos do Projeto Genoma Humano da Universidade de Sao Paulo para
serem sequenciadas.

A reacao de sequienciamento foi realizada segundo a técnica descrita por
SANGER et al. (1977), utilizando-se o “kit” comercial “Dyenamic ET
Terminator kit” (GE Healthcare).

Para cada reacao, foram utilizados aproximadamente 50-100 ng do
DNA purificado do gene FBN1, 50 pmol dos iniciadores “sense” e “antisense”
e 4 pL do “pré-mix” fornecido pelo fabricante, em um volume final de 15 pL.
O sequenciamento foi realizado em termociclador PTC-225 (MJ — Research),
com 30 ciclos de 94° C por 20 segundos, 50° C por 15 segundos € 60 ° C
por um minuto. Apds a reacao, o produto de sequenciamento foi precipitado
com 2 ug de acetato de s6dio/EDTA e 80 uL de etanol absoluto, deixando-se
em gelo por 30 minutos a velocidade maxima. O “pellet” obtido foi lavado
com 100 pg de etanol 70%, deixando secar, e ressuspenso em 3 pL de
tampao de carga que integra o “kit”.

O produto foi entao aplicado em gel de sequienciamento, procedendo-
se a eletroforese no aparelho sequenciador automatico MegaBACE 1000

(GE Healthcare).


http://www1.amershambiosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/autodna_megabace1000?OpenDocument&hometitle=auto_dna_analysis
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3.2.8. Confrontacdo do genoma

Obtida a sequéncia de bases nitrogenadas que compdéem o DNA de
cada uma das amostras analisadas, o resultado foi confrontado com o banco
de dados disponibilizado pelo National Human Genome Research Institute

(NHGRI), identificando-se eventuais mutagoes.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica das frequéncias genotipicas do gene FBN1 foi
determinada para os individuos do estudo. Estes resultados foram
analisados através do teste de Fisher-Freeman-Halton. O erro do tipo | foi
limitado a 5% e o intervalo de confianga para o Risco Relativo foi calculado

em 95%.
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4 RESULTADOS

4.1. ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE DA FBN1 PELA
TECNICA DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE FITA

SIMPLES (SSCP)

Os individuos com hérnia inguinal (grupo A), foram analisados para a
verificacdo de mutagdes no gene da FBN1. Para tal, estes pacientes foram
confrontados com individuos que nao apresentavam hérnia inguinal (grupo
B). O DNA gendmico destes pacientes foi amplificado para os exons 4, 13,
24, 25, 26, 27, 31, 32, 39, 41, 59 e 65 do gene da FBN1, sendo utilizados
seus respectivos iniciadores (NIJBROEK et al., 1995).

A presenca de polimorfismo foi observada nos géis de poliacrilamida
pela técnica de SSCP, comparando os grupos entre si. Quando foram
observados padrdes discrepantes de migracdo dos fragmentos de DNA no
gel, o éxon foi considerado com alteragao.

Nessa etapa foi observada diversidade do padréao de formacao de
bandas em diversos individuos dos grupos estudados (Figuras 7, 8, 9 e 10).

Assim, a analise dos produtos de amplificacdo dos exons estudados
do gene da FBN1 revelou bandeamento diferente do produto de amplificagao
entre os individuos com e sem hérnia inguinal. Diante deste fato, para
confirmacédo da ocorréncia de mutacdo, realizou-se o sequenciamento do

DNA nestes individuos.
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it

Figura 7 - Analise do polimorfismo do éxon 31 do gene FBN1 pelo polimorfismo
conformacional de fita simples do grupo de individuos com hérnia inguinal. Notar a
diferenga de bandas nos individuos 7 e 8.

Figura 8 - Analise do polimorfismo do éxon 31 do gene FBN1 pelo polimorfismo
conformacional de fita simples do grupo de individuos sem hérnia inguinal. Notar a
diferenga de bandas no individuo 18.
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Figura 9 - Analise do polimorfismo do éxon 27 do gene FBN1 pelo polimorfismo
conformacional de fita simples do grupo de individuos com hérnia inguinal. Notar a
diferenca de bandas nos individuos 2, 3, 6, 7 e 8.

10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 10 - Analise do polimorfismo do éxon 27 do gene FBN1 pelo polimorfismo
conformacional de fita simples do grupo de individuos sem hérnia inguinal. Notar a
diferenga de bandas nos individuos 11, 15, e 16.
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4.2. ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DO GENE DA FBN1

A analise do sequenciamento dos individuos com bandeamento
diferente foi confrontada com o banco de dados do NHGRI, o qual apresenta
0 sequenciamento normal destes exons. Verificou-se que o grafico de
sequenciamento dos exons 4, 13, 25, 26, 32, 39, 41, 59 e 65 n&o apresentou
alteracao, caracterizando auséncia de mutagao nestes exons. Para os exons
27 e 31, foi confirmada a presenga de mutagdes, descritas a seguir:

1- Exon 27: insercdo de uma base adenina (A) entre os codons 1119
e 1120 (Figura 11), entre as bases 3357 e 3358, levando a uma mudanca da
sequéncia original guanina-adenina-timina (GAT), que levou a uma alteragao
no coédon para adenina-guanina-adenina (AGA), caracterizando a troca do
aminoacido asparagina (asp) por arginina (arg).

A frequéncia com que a mutacdo deste cédon foi observada nos
grupos estudados foi de 5 (8,3 %) dentre os 60 individuos doentes e 5

(8,3%) entre os 60 individuos do grupo controle (Tabela 5).



TTTTGCAGATATTGATGAGTI GTCAGAGA- GATCCTCTCCTA

LEEEEEETEEEEEE e e e e e e e e e e e e
TTTTGCAGATATTGATGAGT GTCAGAGAAGATCCTCTCCTA

|

TTITGCAG 2 TATT GATGA&G TGTC 242G A GAAG ATCC TC TCC T &

il LU “Hl

Figura 11 - Confrontagdo da sequéncia do produto de amplificagdo do éxon 27 do
gene da fibrilina-1 de paciente do estudo (linha inferior), em relagdo a sequéncia
registrada no banco de dados do NHGRI (linha superior). Notar a insercao de
adenina (A) entre os codons 1119 e 1120, entre as bases 3357 e 3358, levando a
uma mudanga de sequéncia - GAT—AGA (asp — arg).
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2- Exon 27: insercdo de uma base citosina (C) entre os codons 1116
e 1117 (Figura 12), entre as bases 3348 e 3349, levando a uma mudanca da
sequéncia original timina-guanina-timina (TGT), que levou a uma alteragao
no coédon para citosina-timina-guanina (CTG), caracterizando a troca do
aminoacido cisteina (cys) por leucina (leu).

A frequéncia com que a mutacdo deste cédon foi observada nos
grupos estudados foi 8 (13,3%) dentre os 60 individuos doentes e 5 (8,3%)

entre os 60 individuos do grupo controle (Tabela 6).

TCATTTTGCAGATATTGATGAG TGTCAGAGAGATCCTC

LEEEEETTEEEEEE e e ter e e
TCATTTTGCAGATATTGATGAGCTGTCAGAGAGATCCTC

TcCca TTTTG CAG A& TATTG &4 TG AGCTG TCA G ANGTA G ATCC T C

Figura 12 - Confrontagao da sequéncia do produto de amplificagdo do éxon
27 do gene da fibrilina-1 de paciente do estudo (linha inferior), em relacéo a
sequéncia registrada no banco de dados do NHGRI (linha superior). Notar a
insercao de citosina (C) entre os codons 1116 e 1117, entre as bases 3348 e 3349,
levando a uma mudancga de seqliéncia - TGT—CTG (cys — leu).




46

3- Exon 27: insercdo de uma base guanina (G) no codon 1148, base
3443 (Figura 13), levando a uma mudanca da sequéncia original citosina-
citosina-citosina (CCC), que levou a uma alteragao no cddon para citosina-
guanina-citosina (CGC), caracterizando a troca do aminoacido prolina (pro)
por arginina (arg).

A frequéncia com que a mutacdo deste cédon foi observada nos
grupos estudados foi 3 (5%) dentre os 60 individuos doentes e 5 (8,3%)

entre os 60 individuos do grupo controle (Tabela 7).

CATCAGCTGICCC- CCAACATCT

LEEEEETEEEEEr Trrrrrrr
CATCAGCTGTCCCGCCAACATCT

c & T C &~ G C T G T <© C <Cc&GcCc < & & C & T C

VIV MUY ST

Figura 13 - Confrontacdo da sequéncia do produto de amplificagdo do éxon 27 do
gene da fibrilina-1 de paciente do estudo (linha inferior), em relagcdo a seqiéncia
registrada no banco de dados do NHGRI (linha superior). Notar a insercéo de
guanina (G) no cédon 1148, base 3443, levando a uma mudanca de seqliéncia -
CCC—CGC (pro — arg).
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4- Exon 31: insercdo de uma base citosina (C) entre os codons 1282
e 1283 (Figura 14), entre as bases 3846 e 3847, levando a uma mudanca da
sequéncia original guanina-adenina-guanina (GAG), que levou a uma
alteracao no cdédon para citosina-guanina-adenina (CGA), caracterizando a
troca do aminoacido glutamina (glu) por arginina (arg).

A frequéncia com que a mutacdo deste cédon foi observada nos
grupos estudados foi de 3 (5%) entre os 60 individuos do grupo controle

(Tabela 5).

TATATATGI TTTACAGATGI CAAT- GAGTIGT

LEEEEEEEEEEEEE e e e trrer
TATATATGTTTTACAGATGTCAATCGAGTGT

T AT AT &A2TG T T TT & C AG A TG T C A& & TCG A4 G T G

| [l l‘
AR I AR |

Figura 14 - Confrontacdo da sequéncia do produto de amplificagdo do éxon 31 do
gene da fibrilina-1 de paciente do estudo (linha inferior), em relagcdo a seqiiéncia
registrada no banco de dados do NHGRI (linha superior). Notar a insercao de
citosina (C) entre os codons 1282 e 1283, entre as bases 3846 e 3847, levando a
uma mudanga de sequéncia - GAG—CGA (glu — arg).
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4.3. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelo programa StatXact 4, versao
4.01. Para a analise da variavel nominal polimorfismo, foi empregado o teste
de Fisher-Freeman-Halton.

1- A analise dos dados pelo teste exato de Fisher-Freeman-Halton
revelou que a associagao da presenga de mutagado entre os codons 1119 e
1120 do éxon 27 com ocorréncia de hérnia inguinal na populagao estudada
nao foi estatisticamente significativa (Tabela 5), ndao sendo possivel a

rejeicao da hipoétese de ocorréncia ao acaso (p= 1,0000).

Tabela 5 — Distribuicdo da variavel Mutacao GAT — AGA entre os codons
1119 e 1120 do éxon 27 do gene da fibrilina-1 segundo a presenga de hérnia
inguinal (n= 120).

Mutagao Total
Ausente Presente
Grupo Controle 55 5 60
Hérnia 55 5 60

Total 110 10 120
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2- A analise dos dados pelo teste exato de Fisher-Freeman-Halton
entre os codons 1116/1117 do éxon 27 com ocorréncia de hérnia inguinal na
populacdo estudada nao foi estatisticamente significativa (Tabela 6), nao

sendo possivel a rejeicao da hipotese de ocorréncia ao acaso (p=0,5585).

Tabela 6 — Distribuigdo da variavel Mutagdo TGT — CTG entre os codons
1116/1117 do éxon 27 do gene da fibrilina-1 segundo a presenga de hérnia
inguinal (n=120).

Mutacao Total
Ausente Presente
Grupo Controle 55 5 60
Hérnia 52 8 60
Total 107 13 120

3- A anadlise dos dados pelo teste exato de Fisher-Freeman-Halton
revelou que a associagao da presenga de mutacdo no cdédon 1148 do éxon
27 com ocorréncia de hérnia inguinal na populacdo estudada nao foi
estatisticamente significativa (Tabela 7), ndo sendo possivel a rejeigcdo da

hipotese de ocorréncia ao acaso (p= 0,7170).

Tabela 7 — Distribuicdo da Mutagcdo CCC — CGC no cdédon 1148 do éxon 27
do gene da fibrilina-1 segundo a presenca de hérnia inguinal (n=120).

Mutagao Total
Ausente Presente
Grupo Controle 55 5 60
Hérnia 57 3 60

Total 112 8 120
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4- A analise dos dados pelo teste exato de Fisher-Freeman-Halton
revelou que a associacdo da presengca de mutacdo entre os codons
1282/1283 do éxon 31 com ocorréncia de hérnia inguinal na populagao
estudada ndo foi estatisticamente significativa (Tabela 8), ndo sendo

possivel a rejeicao da hipotese de ocorréncia ao acaso (p= 0,2437).

Tabela 8 — Distribuicdo da variavel Mutagcdo GAG — CGA entre os codons
1282/1283 do éxon 31 do gene da fibrilina-1 segundo a presenga de hérnia
inguinal (n=120).

Mutagao Total
Ausente Presente
Grupo Controle 57 3 60
Hérnia 60 - 60

Total 117 3 120
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5 DISCUSSAO

Classicamente, as hérnias inguinais sdo consideradas o resultado de
um processo multifatorial, juntamente com predisposi¢gdes anatbémicas e
fatores dinamicos. Além disso, fatores bioquimicos também possuem um
papel importante na génese da hérnia inguinal (PANS et al., 2001)

A hérnia inguinal esta entre as doengas que mais frequentemente
requerem cirurgia: seu reparo relata de 10 a 15% de todos os procedimentos
cirurgicos gerais (LICHTENSTEIN et al., 1993).

Se a hérnia inguinal esta relacionada a defeitos genéticos que
envolvem a sintese do colageno e fibras elasticas, entdo por que a HI ocorre
em grande parte nos individuos idosos do que nos jovens? O porqué da
ocorréncia da HI ainda nao foi totalmente elucidado, mas sabe-se que a Hi
nédo se da especialmente a um unico fator, e sim, a um conjunto deles como
caracteristicas anatdbmicas e outras doengas (obesidade, doenga pulmonar
obstrutiva crénica, constipagdo). As pesquisas também objetivaram o papel
de fatores genéticos como possiveis alteragbes no metabolismo do tecido
conjuntivo (BELLON et al., 2001). Essa idéia também é apoiada pelo fato de
doencas como as Sindromes de Marfan e Ehlers-Danlos, cutis laxa,
osteogenesis imperfecta (UITTO et al., 1989) e desarticulagdo congénita do
quadril (UDEN et al., 1988) estarem associadas com processos herniarios,
bem como o padrdo de expressdao de determinados tipos de colageno
(WAGH et al., 1974) e certas disfungdes enzimaticas (READ et al., 1992). A

doenca herniaria também pode acompanhar casos de Sindrome de Williams,
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caracterizada por defeitos no gene da elastina (MORRIS et al., 1988) e
Marfan, caracterizada por defeitos no gene da fibrilina-1 (MONTGOMERY et
al., 1988).

A etiologia da hérnia inguinal em adultos é multifatorial. Elas emergem
no orificio miopectineo de Fruchaud, uma abertura na parede abdominal
mais baixa, originada da falta de uma camada mioaponeurética, a qual é
fechada somente pela fascia transversal. As caracteristicas anatémicas
comuns entre todas as hérnias da virilha ndo respondem a pergunta: por que
menos de 5% dos seres humanos desenvolvem hérnia inguinal? Pergunta-
se também: quais fatores predispdéem a insuficiéncia da FT?

Como a FT é constituida em grande parte pela matriz extracelular e
lembrando que a FT é estruturalmente dependente das fibras elasticas e do
colageno, organizadas numa estrutura para suportar forcas de tensao, entao
qualquer alteragdo da matriz extracelular que promova perda na resisténcia
e elasticidade no orificio miopectineo, pode explicar como a hérnia inguinal
se desenvolve (RODRIGUES JUNIOR et al., 2002).

O tecido conjuntivo € o mais abundante no organismo, sob variadas
apresentagdes nos 0ssos, tendodes, cartilagens e fascias, conferindo forma e
rigidez estrutural ao corpo.

A degradagcdo tecidual depende da atividade de proteinases
secretadas pelas células do proprio tecido conjuntivo. O equilibrio entre a
sintese e degradacao da matriz extracelular é importante para a integridade
tecidual, pois sua remodelagdo ocorre continuamente (JACKSON et al.,

1996).
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A MEC propicia a rede arquitetural para os tecidos, dando
propriedades fisicas especificas necessarias para a integridade tecidual,
bem como informagdes de posicionamento requeridas pelas células. Ao
mesmo tempo, a rede arquitetural serve para situar, concentrar e sequestrar
complexos fatores de crescimento. Sao principalmente os fibroblastos que
produzem colageno, elastina e fibrilina (CHARBONNEAU et al., 2004). Estas
células encontram-se embebidas nessa matriz viscoelastica e correspondem
somente a 20% do volume tecidual, mas secretam as proteinas e
polissacarideos necessarios a manutengdo do mesmo (GOEPEL et al.,
2003).

Dentre as proteinas fibrosas que determinam as propriedades
mecanicas do tecido conjuntivo, o colageno é o principal elemento,
perfazendo mais de 25% do total de proteina do organismo (PEACOCK,
1974).

Ha mais de vinte tipos de colagenos geneticamente distintos no
homem, formados a partir de informagdes distribuidas em genes de, pelo
menos, 15 cromossomos (MYLLYHARJU e KIVIRIKKO, 2001). Em tecidos
moles, os tipos | e lll formam as fibras responsaveis por sua forga ténsil;
tenddes e fascias contém predominantemente colageno tipo I, que é mais
resistente (MAKINEN et al., 1987).

Diversos estudos em relagdo ao colageno ja foram descritos até hoje,
mostrando sua alteragcdo na hérnia inguinal. WAGH e READ (1971)
demonstraram redugao significante de colageno na bainha do musculo reto

do abdome de pacientes com hérnia inguinal. PANS et al. (2001)



demonstraram redugdo do conteudo de colageno na FT com o
envelhecimento. Este dado estéd de acordo com estudos de UITTO et al.
(1989) na pele e de RODRIGUES et al. (1996) no musculo diafragma.
Diversos estudos em relacdo & MMP também foram relatados (BELLON et
al., 1997; KLINGE et al., 1999a; KLINGE et al., 1999b, ROSCH et al., 2002;
ABCI et al., 2005). A MMP esta relacionada com a clivagem do colageno,
resultando na sintese modificada ou defeituosa deste.

Recentemente verificou-se que alguns anos apoés a cirurgia de hérnia
inguinal, os pacientes fumantes estavam mais dispostos a recorréncia de
hérnia inguinal do que os nao fumantes. Mas ainda nao esta claro se o fumo
predispde a formagao da hérnia inguinal (JUNGE et al., 2006).

As propriedades elasticas, bem como as de resisténcia do tecido
conjuntivo sdo determinadas pelas fibras elasticas. Estas constituem um
componente microfibrilar, predominantemente periférico, constituido
principalmente pela proteina fibrilina, e outro amorfo, constituido pela
proteina elastina, que representa 90% da fibra madura (TASSABEHJI et al.,
1997).

Estudando os componentes das fibras elasticas da FT, RODRIGUES
JUNIOR et al. (1990) e QUINTAS et al. (2000) demonstraram correlagcéo
entre quantidade de fibras elasticas e envelhecimento. Observaram uma
reducdo significante de fibras oxitalanicas, formadas apenas por
microfibrilas, € aumento progressivo de fibras elasticas maduras com o

envelhecimento.
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A hipétese de que o sistema de fibras elasticas sofre alteragcbes com o
envelhecimento foi também aceita quando da demonstracdo da existéncia
de correlacao entre o envelhecimento e a presencga de alteragdes estruturais
e quantitativas do sistema de fibras elasticas em outros tecidos como na
capsula esplénica (RODRIGUES et al., 1999), no musculo diafragma
(RODRIGUES E RODRIGUES JUNIOR, 2000) e no ligamento
interespinhoso (BARROS et al.,, 2002). Estes estudos demonstraram
também a presenca de degeneragao de fibras elasticas maduras e redugao
de fibras oxitalanicas.

YOO (2003) descreveu duas mutagdes pontuais no éxon 20 do gene
da elastina em individuos do sexo masculino com hérnia inguinal. Essas
alteragdes podem contribuir para o enfraquecimento tecidual e o
desenvolvimento da hérnia inguinal. Recentemente, RODRIGUES et al.
(2006) analisaram o éxon 20 do gene da elastina em 49 pacientes com
hérnia inguinal e 75 pacientes-controle, encontrando uma associagao
estatisticamente significante (Odds Ratio 49,93) entre a mutagao

g28197A>G e a hérnia inguinal.

POMPEU (2004), estudando mulheres com incontinéncia urinaria de
esforgo, observou, também no éxon 20 do gene da elastina, a mesma
mutagédo no cddon 422 (AGT — GGT). Porém, essa mutagao foi observada
em igual proporgdo nas pacientes e nos controles, sugerindo ser um
polimorfismo de nucleotideo Unico na populagao.

Também no gene da elastina e também no cédon 422, a troca de

serina (AGT) por glicina (GGT) foi descrita por RICCI JUNIOR em 2004 em
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pacientes com doenga diverticular dos coélons. Esta mutacdo nao foi
observada nos casos controles. O autor conclui que esta mutagao
encontrada nos pacientes portadores de doencga diverticular, relacionada a
porcao hidrofébica da elastina, pode promover a perda da complacéncia da
parede intestinal e o desenvolvimento do diverticulo.

A elastina €& sintetizada principalmente em tecidos em
desenvolvimento, com producgao restrita em adultos, e para que exergcam sua
fungao por toda a vida do individuo, as fibras elasticas precisam ter tamanho
e orientacao espacial adequados, dispondo-se em rede, integradas as fibras
colagenas. Esta disposigao arquitetural € que mantém a resisténcia tecidual
normal, permitindo o retorno do tecido a sua forma original apés ser
submetido a situag¢des de esforco mecanico (ROSENBLOOM et al., 1993).

Podem ser identificados trés tipos de fibras elasticas a microscopia.
As fibras oxitalanicas, que tém funcao de resisténcia e sao constituidas por
microfibras de 8 -12 nm de comprimento, possuem um aspecto de “colar de
contas” e sdo dispostas em feixes paralelos. Estes feixes de microfibra
formam um arcabougo para a deposigdo de tropoelastina durante a
fibrilogénese elastica (SHERRATT, 2001). Sabe-se que, pelo menos, oito
proteinas diferentes fazem parte da estrutura das microfibras, sendo a
fibrilina-1 a principal delas. As fibras elauninicas, que sdo caracterizadas por
um arcabouco microfibrilar com deposicdo de pequena quantidade de
elastina. E as fibras elasticas maduras, que exibem maior deposicdo de

elastina. Tanto as fibras elauninicas como as fibras elasticas maduras sao
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responsaveis pela distensibilidade reversivel dos tecidos (ROSS et al,
1973).

A fibrilina-1, uma glicoproteina ligante do calcio rica em cisteina, é o
principal componente das microfibras extracelulares. Ela é organizada em
fibras multiméricas compostas de dezenas ou talvez centenas de
mondmeros (HANDFORD et al., 2000).

A fibrilina-1 é codificada pelo gene FBN1 e sua principal caracteristica
estrutural € a presenga de modulos ricos em cisteina, homodlogos aos
encontrados no fator de crescimento epidérmico (EGF). A fibrilina-1 ¢é
composta por 47 médulos EGF, sendo que 43 sao do subtipo que se liga ao
calcio (cbEGF) (PEREIRA et al., 1993). Os fatores de crescimento sao
moléculas especializadas na comunicagao intercelular. Eles controlam a
proliferacdo celular, diferenciacdo e sintese de remodelamento da matriz. A
MEC fornece uma base estrutural para a multicelularidade, enquanto os
fatores de crescimento tornam possivel a transferéncia de informacao
requerida para a constru¢édo de complexas estruturas celulares. A principal
caracteristica dos moédulos cbEGF é a presenca de regides consenso para a
ligacdo ao calcio. Esta ligagdao modifica a estrutura da molécula de fibrilina
levando a estabilizacdo da mesma. Esta estabilizagcdo é essencial para o
correto empacotamento lateral dos monémeros de fibrilina durante a
formacao das microfibras, além de favorecer a interagao entre microfibras e
sua organizagao em macroagregados (KIELTY e SHUTTLEWORTH, 1993).
Tendo em vista a preponderancia do médulo cbEGF, fica evidente que ele

deve desempenhar um papel muito importante na proteina. Na verdade, na
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auséncia de calcio, a morfologia das microfibrilas torna-se difusa e
indefinida. Ligacbes com calcio protegem a fibrilina-1 contra degradacéao
proteolitica, enfatizando a importancia deste na integridade estrutural dessa
molécula (HANDFORD, 2000).

A fibrilina-1 foi isolada de culturas de fibroblastos humanos,
caracterizada e batizada por SAKAI et al., em 1986. Possui uma vasta
distribuicdo no tecido conjuntivo da pele, pulmdes, rins, vasos, cartilagem,
tenddes, musculos, cornea e zbénula ciliar. Pode estar associada a elastina
ou nao. Seu peso molecular é de 350 kDa, sendo que ela contém
aproximadamente 14% de cisteina e, consequentemente, ligagdes
dissulfidicas intra e inter-cadeias (SAKAI et al., 1986). Os mondmeros de
fibrilina sao sintetizados por varias células da matriz extracelular, incluindo
fibroblastos, osteoblastos, células de musculo liso e pericondrocitos. A
proteina inicial tem uma sequéncia que serve como molde e um propeptideo
que sao clivados antes que ocorra a montagem das microfibras fora da
célula. Estudos em invertebrados demonstraram que a estrutura e fungao da
fibrilina vém sendo conservadas ao longo da evolugcao (SHERRATT et al.,
2001).

As fibrilinas desenvolvem papéis variados na matriz extracelular.
Dentre tantas, a principal funcdo da fibrilina-1 € na homeostase do tecido
conjuntivo, mantendo a integridade das microfibras e, conseqlentemente,
mantendo as propriedades das fibras elasticas durante a vida pds-natal,
enquanto que a fibrilina-2 estad envolvida na formacgao da fibra elastica

durante o desenvolvimento embrionario (PEREIRA et al., 1997; PEREIRA et
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al., 1999). Ja o papel da fibrilina-3 ainda ndo esta totalmente esclarecido
(CORSON et al., 2004).

Em relacao a fibrilina-1 a porgdo N-terminal € uma sequéncia rica em
prolina (pro) que pode atuar como uma ‘dobradica’; a fibrilina-2 tem uma
sequéncia rica em glicina (gly) e a fibrilina-3, uma sequéncia rica em pro e
gly. As ligacbes cruzadas da transglutaminase entre peptideos de fibrilina
foram identificadas e provavelmente influenciam a estabilidade e
elasticidade. A fibrilina-1 e a fibrilina-2 tém padrdoes de expresséao distintos,
mas sobrepostos, com a fibrilina-2 geralmente expressa mais cedo no
desenvolvimento do que a fibrilina-1. E provavel que as microfibras em
alguns tecidos possam ser montadas de diferentes isoformas de fibrilinas. O
objetivo maior das microfibras é a retracdo e a extensdo (KIELTY et al.,
2002).

Na pele, as microfibras sdo o principal constituinte das fibras
oxitalanicas, que se estendem perpendicularmente da epiderme a derme
papilar (SHERRATT et al., 2001). Ha estudos que relacionam as fibrilinas 1 e
2 com o envelhecimento da pele (WATSON et al., 1999; BERNSTEIN,
1994).

Recentemente foi realizado um estudo com individuos de alta estatura
e houve a ocorréncia de um polimorfismo no éxon 15 da FBN1, sugerindo
que este éxon esta relacionado a alta estatura de individuos normais
(MAMADA et al., 2006).

Existem muitas doencgas hereditarias que apresentam alteracbes no

tecido conjuntivo, as quais provavelmente resultam de um componente
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anormal da matriz extracelular. As mutagdes no gene da fibrilina-1 (FBN1)
causam principalmente a sindrome de Marfan, uma doenga autossémica
dominante do tecido conjuntivo, com alto grau de variabilidade clinica e
manifestacdes nos sistemas musculo-esquelético, ocular e cardiovascular.
(ROBINSON e GODFREY, 2000).

Mais de 500 mutagdes no FBN1 ja foram descritas, principalmente na
SMF. O tipo de mutagao mais frequentemente encontrada é a “missense”
(troca de sentido) que resulta na sintese de uma fibrilina defeituosa, mas
capaz de formar um polimero. A proteina mutada se liga as fibrilinas
normais; isto potencialmente retarda ou previne a secre¢cdo de ambas,
porém certamente interferem na formagao de agregados microfibrilares e
deposigao da fibrilina na matriz extracelular (efeito dominante negativo). As
mutagdes “nonsense”’, que sdo causadas por codons prematuros de
terminacdo, reduzem a expressao do alelo mutante. O resultado deste
processo é a formacdo de uma proteina incompleta (COLLOD-BEROUD et
al., 2003). De acordo com LIU et al. (1997), a maioria das mutagcdes
identificadas até o momento sao “missense” (72%), das quais grande parte
afetam os modulos cbEGF (53%).

Nao ha conhecimento de outro trabalho sobre o tema e, sabendo-se
que o gene FBN1 é constituido por 65 exons (BIERY et al., 1999),
poderiamos ter optado por qualquer deles para iniciar a pesquisa.
Entretanto, COOPER (2002) relata que 47% das mutagbes que causam
doencas genéticas em humanos ocorrem por substituicdo de aminoacidos, o

que afeta a estrutura protéica e induz alteragao funcional. Sob o aspecto de
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potencial comprometimento funcional da FBN1, dentre os exons de maior
interesse para a pesquisa de mutagao, podemos destacar 12 dos 65 exons:
4, 13, 39, 41, 59 e 65, que estdo diretamente relacionados as mutagdes
teciduais epiteliais e tegumentares (COLLOD et al., 1996) e os exons 24, 25,
26, 27, 31 e 32 que, segundo os dados das mutagdes na SMF publicados
até agora mostram a existéncia de um “hot spot” para a SMF neonatal
(COLLOD-BEROUD et al., 2003).

MERKEL (2006) estudou uma linhagem de camundongos nocaute
para a fibrilina, denominada Fbn1™" e demonstrou que a fibrilina &
indispensavel para a vida pos-natal, pois 0os animais homozigotos morreram
entre as duas primeiras semanas de vida devido a um colapso vascular. Ja
os animais heterozigotos tiveram uma sobrevida normal, indicando que a
haploinsuficiéncia de fibrilina-1 € compativel com a vida normal, embora
esses animais também tenham alteragdes no sistema vascular e pulmonar.
Portanto, a quantidade de fibrilina-1 presente na matriz extracelular parece
ser um dos fatores responsaveis pela biodisponibilidade do fator de
crescimento em condi¢cdes normais. PEREIRA et al., 1997 e PEREIRA et al.,
1999, também estudando animais nocaute para a SMF, ja haviam
demonstrado que a perda de fibrilina pode resultar em aneurisma e
disseccao aortica.

A chamada regido neonatal nos exons 24-32 da porgédo central do
gene FBN1 compreende uma das poucas correlagées gendtipo-fendtipo

descritas geralmente aceitas (TIECKE et al., 2001).
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TYNAN et al. (1993), estudaram 65 individuos portadores de SMF
neonatal, 29 individuos com fendtipos relacionados a SMF e 84 controles e
verificaram cinco mutagdes novas, dentre elas, uma troca da base citosina
(C) por guanina (G) no codon 1148, base 3442 do éxon 27 resultando na
substituicio de uma alanina por uma prolina. Esta transversao foi
encontrada em trés individuos com SMF e dois com aneurisma da aorta
ascendente. Também foi relatada a mesma mutagdo em oito parentes de
primeiro grau nao afetados.

DIETZ et al., em 1995, relataram a mesma mutagdo em um individuo
portador de SMF branda, como também em membros de sua familia sem
SMF relatada.

Em 1997, SCHRIJVER et al. estudaram 55 individuos com SMF, 54
com aneurisma de aorta (AA), e 24 com outras doengas do tecido conjuntivo.
Quatro destes individuos apresentaram a mutagao, dois com SMF, um com
AA e um com uma doenca do tecido conjuntivo ndo definida. Um individuo
do grupo com SMF era caucasiano e o outro era latino-americano; o
individuo com aa era filipino e o outro era filipino-caucasiano. Dos 416
controles, 16 apresentaram a mutagao. Destes 16, oito tinham descendéncia
asiatica e cinco, descendéncia latino-americana.

Com estes achados, todos os autores sugerem que esta mutacao
pode ser considerada potencialmente predisposta para um fendtipo que
inclui aneurisma da aorta, tanto em individuos portadores de SMF ou n&o.

WATANABE et al. (1997) estudaram trés pacientes japoneses com a

Sindrome Shprintzen-Goldberg (SSG) e encontraram a mesma mutagédo. Um
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era homozigoto, o outro heterozigoto para a mutagao P1148A e o terceiro
era homozigoto para o alelo tipo selvagem. Esta mutagcdo também foi
relatada posteriormente num estudo de 161 japoneses nativos sem SGS ou
SMF. Onze eram homozigotos e 49 eram heterozigotos para a mutacao.
Também em 1997, WANG et al. identificaram cinco individuos com esta
mutagcdo numa populagao heterogénea. Desses cinco, ndo havia nenhum
Caucasiano ou Afro-americano e trés individuos eram Japoneses. Eles
também verificaram que oito dos 25 individuos Chineses eram heterozigotos
para essa mutacdo e nenhum homozigoto. Assim, WATANABE et al. (1997)
concluiram que a mutagdo P1148A pode ser considerada como uma
variante polimoérfica com frequéncia aumentada na populagao asiatica do
que uma mutacado causadora de doenga e parece nao predispor a SMF ou
SSG, embora nao se possa descartar 0 mecanismo que leve a essas
doengas.

No presente estudo houve uma inser¢cao de G neste mesmo codon,
na base 3443. A mutacdo neste cdédon foi verificada em oito casos, trés
portadores de hérnia inguinal, e cinco controles. Dos cinco pacientes-
controle, trés sdo do sexo feminino e as trés sdo de descendéncia asiatica.
Embora a raca dos individuos estudados nao tenha sido um fator relevante
para a presente pesquisa, comparando este estudo com outros citados
anteriormente, este resultado ndo deve ser ignorado.

SCHRIJVER et al. (2002) estudaram 34 individuos com SMF e
identificaram uma delegdo de uma guanina (G) entre os codons 1119 e 1120

(éxon 27), base 3355. A mutagdo, ao contrario da mutacdo relatada



anteriormente, nao foi identificada como predisponivel para um determinado
fendtipo encontrado na SMF ou fibrilinopatias, mas sim, foi somente mais
uma mutagao relacionada a esse fenoétipo. O presente trabalho verificou uma
insercdo de uma adenina (A) nesse mesmo cédon, mas entre as bases
3357/3358 em 10 casos, cinco com hérnia inguinal e cinco controles.

Uma terceira mutagcdo no éxon 27, caracterizada pela inser¢cao de
uma base C entre os codons 1116 e 1117 também foi verificada no presente
trabalho em 13 casos, sendo oito com hérnia inguinal e cinco controles. Na
literatura, ndo existem mutagdes relacionadas a estes codons até o presente
momento.

Todas as diferentes mutagbes encontradas no presente trabalho
situam-se nos dominios de ligacdo ao calcio. Embora o resultado ndo tenha
sido o esperado, deve-se lembrar que, essas mutagdes podem introduzir ou
substituir residuos de cisteina potencialmente implicados nas pontes
dissulfeto. Mutagdes nesse dominio (cbEFG) geralmente resultam em um
atraso na secrecdo ou na retencao intracelular de profibrilina-1. Como trés
pontes dissulfeto sdo necessarias para manter o dominio nativo cbEGF, a
supressao ou adicado de residuos de cisteina resultaria numa quebra desse
dominio, o que implicaria num “transito”, diminuindo e desestabilizando a
conexao entre os dois proximos dominios cbEGF (COLLOD-BEROUD et al.,
2003), tornando a morfologia das microfibras difusa e indefinida
(HANDFORD et al., 2000).

Ja a unica mutagao encontrada no éxon 31 ndo ocorreu em nenhum

paciente portador de hérnia inguinal, mas sim nos pacientes-controle e todos
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com idades acima de 55 anos. Nao ha nenhuma mutacgao relacionada a ela
até o presente momento na literatura mas, como esta mutagdo ocorreu
somente em individuos sem hérnia inguinal, com idade avangada, pode-se
levar em consideracao o papel da fibrilina-1 em relagao ao envelhecimento.

Diversos introns do gene FBN1 apresentaram mutagdes distintas
(MATYAS et al., 2002), embora até hoje n3o tenha sido descrito o papel
destas mutagdes. Mutagdes no intron 24 também foram verificadas no
presente estudo em cinco individuos: quatro homens doentes e um homem
pertencente ao grupo controle. Apesar dos introns ndo serem regides
codificadoras de proteinas, estes podem alterar a taxa de transcricao do
DNA e o processamento e estabilizagcado do mRNA, resultando em alteragao
da sintese protéica (ROMERO et al., 2002). Estas mutagdes em individuos
acima de 55 anos também foram encontradas no éxon 31, talvez indicando
polimorfismos encontrados na populagao geral.

Por razdes que ainda ndo sao completamente entendidas, as
mutag¢des sao encontradas somente na minoria dos pacientes portadores de
SMF. Um dos fatores discutidos € em relagao ao tamanho do gene (200 kb)
e alto numero de exons (65) (ROBINSON e GODFREY, 2000).

De acordo com COLLOD-BEROUD et al. (2003) ha poucas mutagdes
ocorridas envolvendo a mesma base de um determinado cédon. E possivel
que as diferentes mutagdes encontradas contribuam para a génese da
hérnia inguinal decorrente de mutagdo em outro éxon, ja que o gene FBN1 é

muito extenso e bastante ramificado.
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6 CONCLUSAO

Foram encontradas mutacdes distintas nos exons 27 e 31 e intron 24
do gene FBN1 em pacientes e controles, ndo havendo associagdes
estatisticamente significantes.

Devido a complexidade do tema como foi evidenciado na literatura, o
estudo das alteragdes no gene da fibrilina-1 juntamente com alteragdes no
gene da elastina, podem ser de grande contribuicdo para estudos futuros

sobre a hérnia inguinal.

HOSPITAL DAS CLINICAS
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