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REsumoO

Brasil, AS. Determinantes genéticos na sindrome de Noonan e nas sindromes Noonan-like:
investigacdo clinica e molecular. 2011. 85 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina,

Universidade de Sdo Paulo, 2011.

A sindrome de Noonan (SN) é uma doenga de heranga autossdmica, relativamente frequente
na populacdo e que apresenta heterogeneidade genética. Caracteriza-se por dismorfismos
faciais, baixa estatura, pescogo curto/alado, alteragdes cardiacas, deformidades esternais e
criptorquia. A SN apresenta sobreposicdo dos achados clinicos com outras sindromes mais
raras, denominadas sindromes Noonan-like (SNL): sindrome cardio-facio-cutanea (CFC),
sindrome de Costello (SC), neurofibromatose-sindrome de Noonan (NFSN), sindrome de
Noonan com manchas lentiginosas/sindrome de LEOPARD (SL), sindrome de Noonan-like
com perda de cabelos anagenos (SNL-PCA) e sindrome de Noonan-like com leucemia
mielomonocitica juvenil (SNL-LMMJ). As SN e SNL decorrem de mutacdes em genes
pertencentes a via de sinalizacdo RAS/MAPK — alguns dos quais sdo protooncogenes, o que
tem despertado o interesse na caracterizacdao do risco de desenvolvimento de neoplasias
nessas sindromes. Os objetivos deste estudo visam o sequencimento conjunto dos genes
PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, SHOC2, BRAF e HRAS em pacientes com diagnéstico clinico das
SN e SNL a fim de: determinar a frequéncia de mutacdo; estabelecer uma correlacdo
gendtipo-fendtipo; estabelecer um fluxograma para o estudo molecular a partir dos
hotspots; e avaliar se a variabilidade fenotipica apresentada nos pacientes com SN pode ser
explicada pela presenca de mutagdes em mais de um gene da via RAS/MAPK. Foram
avaliados 194 probandos - 152 com SN e 42 com SNL (19 CFC, 15 NFNS, 4 CS e 4 LS).
Mutag¢des foram identificadas em 99 pacientes — 80 com SN (53%); 19 com SNL. Apenas um
paciente com SN apresentou mutacdo em dois genes da via RAS/MAPK (PTPN11 e SOS1). O
estudo molecular na SN mostrou, assim como na literatura, um maior envolvimento do gene
PTPN11 (34%), seguido dos genes SOS1 (12%) e RAF1 (7%). A comparacdo dos achados
clinicos, levando em consideracdo as alteracdes génicas, também confirma as correlacées ja

descritas na literatura; entre elas observamos que pacientes com SN e mutagdo no gene:



PTPN11, apresentaram maior frequéncia de estenose pulmonar valvar (EPV) e baixa
estatura; SOS1, apresentaram maior frequéncia de EPV; RAF1, apresentaram maior
frequéncia de miocardiopatia hipertréfica, e menor frequéncia de EPV e déficit intelectual;
SHOC2, apresentaram anormalidades de cabelo. Na nossa casuistica também foram
observados alguns achados raros: craniosinostose, tumor expansivo em fossa posterior e a
primeira descricdao de um tumor sélido (schwanomatose) em um paciente com mutagao no
gene KRAS. A partir deste estudo foi possivel estabelecer um fluxograma para investigacdo
molecular devido a correlagdo genétipo-fendtipo, que embora nao seja totalmente precisa,
explica parte da grande variabilidade clinica observada — em especial quanto ao tipo de
cardiopatia. A presenca de muta¢des em diferentes genes da via RAS/MAPK n3o é
frequente, além de ndo agravar o fendtipo e ndo explicar a variabilidade fenotipica
observada. Embora um grande avanco no conhecimento sobre SN e SNL tenha sido
alcangado, vdrios aspectos precisam ser melhor elucidados, como: caracteriza¢do precisa da
propensdo ao desenvolvimento de neoplasias, estudos que permitam avaliar as
consequéncias biolégicas das mutacdes, identificacdo de outros genes responsaveis, assim
como outros fatores genéticos e/ou ambientais que possam explicar a variabilidade clinica

inter e intrafamilial.

Descritores: 1.Sindrome de Noonan/genética 2.Sindrome de Noonan/diagndstico
3.Sindrome de Noonan/fisiopatologia 4.Biologia molecular 5.Mutacao 6.Analise

mutacional de DNA 7.Gendtipo 8.Fendtipo



SUMMARY

Brasil, AS. Genetic determinants in Noonan syndrome and in Noonan-like syndromes:
clinical and molecular study. 2011. 85 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina,

Universidade de Sdo Paulo, 2011.

Noonan syndrome (NS) is a relatively common, autosomal dominant disease that presents a
marked genetic heterogeneity. It is characterized by facial dysmorphisms, short stature,
webbed/short neck, cardiac abnormalities, esternal anomalies and cryptorchidism. NS shows
clinical overlap of some of its findings with other rarer syndromes, known as Noonan-like
syndromes (NLS): cardio-facio-cutaneous syndrome (CFC), Costello syndrome (CS),
neurofibromatosis-Noonan syndrome (NFNS), Noonan syndrome with lentiginous
stains/LEOPARD syndrome (LS), Noonan-like syndrome with loose anagen hair (NLS-LAH) and
Noonan-like syndrome with juvenile myelomonocytic leukemia (NLS-JMML). NS and NLS are
related to mutations in genes belonging of RAS-MAPK signaling pathway. Some of these
genes are classified as proto-oncogenes. This fact also arouses the interest in the
characterization of the risk for cancer development in this group of patients. The objectives
of this study are to sequence the genes associated with NS and NLS (PTPN11, SOS1, RAF1,
KRAS, SHOC2, HRAS and BRAF) in patients that fulfilled clinical diagnostic criteria for NS or
NLS to: determine the frequency of the mutations; establish a genotype-phenotype
correlation; estabilish a flowchart for molecular study from the hotspots; and evaluate when
the phenotypic variability presented in NS patients can be explained by the presence of
mutations in more than one gene of the RAS/MAPK pathway. This study evaluated 194
probands — 152 with NS e 42 with NLS (19 CFC, 15 NFSN, 4 SC e 4 SL). Mutations were
identified in 99 patients — 80 with NS (53%), 19 with NLS. Only one patient presented
mutation in two different genes of the RAS/MAPK pathway (PTPN11 and SOS1). The
molecular analysis showed a predominance of mutations in the PTPN11 gene (34%),
followed by the SOS1 (12%) and RAF1 (7%) genes in patients with NS, in accordance with the
literature. Patients with NS and mutation in the: PTPN11 gene, presented a higher frequency

of valvular pulmonary stenosis (VPS) and short stature; SOS1 gene, showed a higher



frequency of VPS; RAF1 gene, showed a higher frequency of hypertrophic cardiomyopathy
and lower frequency of VPS and intellectual deficit; and SHOC2 gene, showed more hair
abnormalities. This genotype-phenotype correlations is also concordant with the literature.
In our study, we also observed some rare finds in some patients: craniosynostosis, expansive
tumor in the posterior fossa and the first description of a solid tumor (schwanomatose) in a
patient with NS and KRAS gene mutation. Based on this genotype-phenotype correlation, we
have proposed a flowchart for molecular investigation. The presence of mutation in more
them one gene of the RAS/MAPK pathway was not frequent; additionally, it did not
aggravate the phenotype and could not explain the phenotypic variability observed.
Although a great advance in the knowledge about SN and SNL has been achieved, several
aspects remain to be clarified, as the exact risk for cancer development, functional studies to
assess the biological consequences of the mutations and the identification of other genes, as
well as other genetic and/or environmental factors that influence the interand intrafamilial

clinical variability.

Descriptors: 1.Noonan syndrome/genetics 2.Noonan syndrome/diagnostics  3.Noonan
syndrome/fisiopathology 4. Molecular biology 5.Mutation 6.Mutational DNA analysis
7.Genotype 8.Phenotype
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1. Introducgao

1.1. Sindrome de Noonan

1.1.1. Incidéncia

A sindrome de Noonan (SN; OMIM 163950) é uma das doencas génicas de heranca
autossdmica dominante mais frequentes, embora sua incidéncia ndo tenha sido
determinada com precisdo até hoje. Muitos autores citam uma incidéncia estimada entre

1:1000 e 1:2500 nascidos vivos, relatado por Nora e colaboradores (1974).

1.1.2. Achados Clinicos

Os principais achados clinicos incluem: baixa estatura, dismorfismos faciais
(hipertelorismo ocular, inclinacdo para baixo das fendas palpebrais, ptose palpebral e
proptose, orelhas com baixa implantacdo, porcao superior da hélice espessada), pescoco
curto e/ou alado, deformidade toracica, cardiopatia congénita (principalmente estenose
pulmonar valvar e miocardiopatia hipertréfica — EPV e MIOCH), déficit intelectual leve,
disturbios hematolégicos e criptorquidia nos meninos (Noonan, 1994). Quando se leva em
consideracdo a anomalia cardiaca presente nos afetados, esta doenca é considerada a
segunda sindrome genética mais comumente associada a defeitos cardiacos, sendo a

primeira a sindrome de Down (Digilio et al., 2001).

Raramente, alguns individuos com a sindrome de Noonan podem apresentar lesdes
Osseas liticas, principalmente em mandibula e maxila, com caracteristicas

anatomopatoldgicas que incluem a presenca de células gigantes multinucleadas.



INTRODUCAO

Antigamente este achado caracterizava uma doenga considerada distinta, conhecida como
sindrome de Noonan-like/ lesdes multiplas de células gigantes (Cohen Jr et al., 1974).

Atualmente tal caracteristica clinica faz parte do espectro da sindrome de Noonan.

Ha uma extrema variabilidade clinica inter e intra-familial na sindrome (Bertola et al.,
2004). O fendtipo varia com a idade (Allanson, 1987), podendo apresentar caracteristicas

faciais mais sutis no adulto, o que dificulta ainda mais o diagndstico.

1.1.3. Prognéstico

O prognéstico de pacientes afetados pela SN é bom, exceto nos casos com
cardiopatias graves, quando se torna necessdria a corregao cirurgica do defeito cardiaco. A
déficit intelectual, em geral leve, esta presente em 1/3 dos casos, sendo que em alguns é
erroneamente interpretada em decorréncia de déficit auditivo e dificuldade na fala (Ferreira

et al., 2005; Money et al., 1979).

1.1.4. Tratamento

O tratamento com hormoénio de crescimento (GH) para pacientes com SN e baixa
estatura ainda é bastante discutido. Levantamentos publicados sdao de dificil comparacao,
devido a heterogeneidade de protocolos e critérios de resultado utilizados. Ha casos
descritos com deficiéncia de GH, outros com alteracao neuro-secretdria e ainda aqueles sem
alteracdo da secrecdao do GH (Romano et al., 2010). A terapia com GH pode levar a um ganho
de altura de até 10 cm, dependendo da idade de inicio e duragdo do tratamento, e por isso
este tratamento é amplamente utilizado em pacientes com SN e deficiéncia deste hormoénio.
Porém, nota-se que a estatura adulta é normal em quase 50% dos casos, mesmo sem a

intervencdo com a terapia hormonal (Tartaglia et al., 2011).
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1.1.5. Diagnéstico Clinico

O diagnéstico da SN baseia-se primariamente em uma suspeita clinica, entretanto, é
um conjunto de varios sinais que leva ao diagndstico clinico. O critério diagndstico mais
utilizado é o de van der Burgt et al. (1994), que leva em consideragdo: presenca de
dismorfismos faciais, tipo de cardiopatia, baixa estatura, deformidade esternal e histérico

familiar, entre outros (Tabela 1).

Tabela 1 - Critérios diagndsticos da sindrome de Noonan

Caracteristicas clinicas A = maior B = menor
Face Tipica Sugestiva
Coragdo EPV e/ou ECG tipico Outro defeito cardiaco
Estatura <32 percentil <102 percentil
Térax Pectus carinatum/excavatum Torax largo

s [ Parente de 12 grau com Parente de 12 grau com diagndstico
Historia familiar . . . .

diagnéstico definitivo de SN sugestivo de SN

Presenca de: déficit intelectual + Presenca de: déficit intelectual ou

Outros . - . . . .
criptorquidia + displasia linfatica criptorquidia ou displasia linfatica

O individuo é considerado afetado pela sindrome de Noonan se apresentar face tipica (A = critério maior), associado a mais
um critério maior ou dois menores. Se a face for sugestiva (B = critério menor), ha necessidade da presenga de mais dois
critérios maiores ou trés menores. EPV, estenose pulmonar valvar; ECG, eletrocardiograma; SN, sindrome de Noonan.
Traduzido de van der Burgt (1994)

O diagnéstico da SN também é extremamente importante para o bom manejo dos
afetados. Algumas particularidades estdao presentes nesta doenca, com consequéncias para
o seu tratamento. Este fato é bem documentado, por exemplo, em relacdo ao tipo de
defeito cardiaco e seu tratamento. Como exemplo: nos pacientes que apresentam uma
estenose pulmonar valvar como defeito cardiaco, o reconhecimento da SN implica em uma
avaliacdo muito detalhada das valvas cardiacas no sentido de diagnosticar a presenca de
uma displasia, o que ocorre frequentemente na sindrome. Frente a esta anomalia, nos casos
em que hd necessidade de uma correcdo, a valvuloplastia com dilatacdo por baldo nem
sempre é efetiva, como ocorre nas formas de estenose pulmonar valvar ndao sindrémica.
Alem disso, aproximadamente 1/3 dos casos pode apresentar um disturbio de coagulagdo,

com risco cirurgico aumentado.
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A extrema variabilidade clinica inter e intra-familial, e a variabilidade fenotipica etaria
dificultam o reconhecimento da SN (Allanson, 1987), o que torna o estudo molecular de
extrema importancia para a confirmagao do diagndstico, especialmente nos casos mais

leves.

1.1.6. Diagnostico Diferencial

A sindrome de Turner constitui o diagndstico diferencial mais importante nas
pacientes do sexo feminino. A SN e a sindrome de Turner apresentam varias caracteristicas
em comum. Contudo, quanto ao defeito cardiaco, na sindrome de Turner as anomalias mais
frequentes sdo aquelas que acometem o coracdo esquerdo, especialmente a estenose
adrtica e a coartacdo da aorta, enquanto que na SN a anomalia mais comum é a estenose
pulmonar valvar (de Majo et al., 1979). A realizacdo do estudo cromossémico permite
confirmar o diagndstico da sindrome de Turner pela deteccdo de uma alteragdo numérica ou

estrutural do cromossomo X.

Algumas aberra¢bes cromossOmicas, como a duplicacdo do cromossomo 4qg31 a

gterminal (Bonioli et al., 1980), apresentam sobreposicdo do quadro clinido com a SN.

Outras sindromes menos frequentes apresentam caracteristicas muito semelhantes a
SN, cada uma com suas peculiaridades. Estas sindromes sdo denominadas sindromes
Noonan-like (SNL) e incluem: sindrome cardio-facio-cutdnea (CFC; OMIM 115150), sindrome
de Costello (SC; OMIM 218040), neurofibromatose-sindrome de Noonan (NFSN; OMIM
601321), sindrome de Noonan com manchas lentiginosas/ sindrome de LEOPARD (SNML/SL;
OMIM 151100), sindrome de Noonan-like com perda de cabelos anagenos (SNL-PCA; OMIM
607721) e sindrome de Noonan-like com leucemia mielomonocitica juvenil (SNL-LMMJ;
OMIM 613563). As caracteristicas diferenciais para cada uma das SNL estdo descritas na

Tabela 2.
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Tabela 2 — Sindromes Noonan-like e algumas caracteristicas que as diferenciam da
sindrome de Noonan

SNL Caracteristicas diferenciais

maior frequéncia de déficit intelectual e anomalias ectodérmicas,
CFC com cabelos esparsos e quebradigos, sobrancelhas esparsas e
lesGes hiperqueratdticas

macrocefalia relativa, cabelos encaracolados, dismorfismos faciais,
papilomas periorificiais, hiperelasticidade da pele das maos e dos
pés, pregas palmares e plantares profundas, tonalidade mais escura
da pele, déficit intelectual

SC

associacdo das carcteristicas da neurofibromatose tipo | e da
sindrome de Noonan, sendo as principais: lesdes cutaneas
hiperpigmentadas (manchas café com leite), neurofibormomas e
glioma do nervo éptico

NFSN

manchas lentiginosas, miocardiopatia hipertréfica, mutagGes

SNML/SL ree
/ especificas no gene PTPN11 (p.Y279C e p.T468M)

deficiéncia de hormoénio de crescimento, defeitos cognitivos,
SNL-PCA anormalidades de cabelo, displasia da valva mitral e defeitos de
septo, voz anazalada, mutagdo p.S2G no gene SHOC2

SNL-LMMJ predisposi¢ao para LMMJ, mutagao no gene CBL

SNL sindrome de Noonan-like, CFC sindrome cardio-facio-cutanea, SC sindrome de Costello, NFSN
neurofibromatose-sindrome de Noonan, SNML/SL sindrome de Noonan com manchas
lentiginosas/sindrome de LEOPARD, SNL-PCA sindrome de Noonan-like com perda de cabelos
anagenos, SNL-LMM!J sindrome de Noonan-like com leucemia mielomonocitica juvenil

1.1.6.1. Sindromes Noonan-like

A sindrome cardio-facio-cutanea (CFC) foi descrita por Reynolds et al. (1986) como
uma nova sindrome com envolvimento cardio-facio-cutaneo e déficit intelectual.
Caracteriza-se pela presenca de: a) retardo de crescimento e do desenvolvimento; b)
hidrocefalia; c) dismorfismos faciais como fronte alta, com estreitamento bitemporal,
hipoplasia das cristas supraorbitarias, inclinacdo para baixo das fendas palpebrais, ponte
nasal deprimida e orelhas posteriorizadas com hélices proeminentes; d) anomalias
ectodérmicas, com cabelos esparsos e quebradicos, encaracolados, sobrancelhas esparsas e

lesdes hiperqueratéticas; e) cardiopatia congénita; e f) esplenomegalia.
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A sindrome de Costello (SC) caracteriza-se por macrocefalia relativa, cabelos
encaracolados, dismorfismos faciais, papilomas periorificiais, hiperelasticidade da pele das
maos e dos pés, pregas palmares e plantares profundas, tonalidade mais escura da pele e
déficit intelectual (Costello, 1977,1996). As anomalias cardiovasculares mais comuns na
doenga incluem a comunicagdo interventricular, a estenose pulmonar valvar e a

miocardiopatia hipertroéfica (Siwik et al., 1998).

A sindrome da neurofibromatose-sindrome de Noonan (NFSN), caracterizada por
manifestagdes clinicas tanto da neurofibromatose tipo 1 (NF1) quanto da SN. Os principais
achados da NF1 incluem: lesdes cutaneas hiperpigmentadas, como as manchas café com
leite (CAL, café au lait) e as efélides axilares e em regido inguinal, neurofibromas cutaneos e
plexiforme, hamartomas na iris (nddulos de Lisch), glioma do nervo éptico, anomalias
esqueléticas especificas como a displasia da asa do esfenoide e o encurvamento dos 0ssos

longos, com ou sem pseudoartrose (lett et al., 2010).

A sindrome de Noonan com manchas lentiginosas/ sindrome de LEOPARD (SNML/
SL) é uma doenca autossdmica dominante, cujo acronimo define suas principais
caracteristicas clinicas: manchas lentiginosas, anormalidades eletrocardiograficas,
hipertelorismo ocular, estenose pulmonar, anormalidade de genitdlia, retardo de
crescimento e surdez. Para o diagndstico clinico da sindrome, Voron et al. (1976)
estabeleceram critérios diagndsticos que incluem a presenca de manchas lentiginosas
associadas a duas outras caracteristicas clinicas ou a presenca de um parente de primeiro

grau com essas manchas, associada a outros trés achados.

A sindrome de Noonan-like com perda de cabelos andgenos (SNL-PCA) foi
recentemente considerada como uma sindrome distinta da SN. Nos achados clinicos nota-se
uma reducdo do crescimento, frequentemente associada a deficiéncia de GH, maior déficit
cognitivo, displasia da valva mitral e defeitos de septo, voz anazalada e anomalias de cabelo
(cabelo facil de arrancar, esparso, fino, com crescimento lento na fase anagena), diferente
dos cabelos encaracolados frequentemente observados na SN. Até o momento, esta

sindrome esta restritamente associada a mutacao p.52G no gene SHOC2.
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A sindrome de Noonan-like com leucemia mielomonocitica juvenil (SNL-LMMJ) foi
recentemente considerada como uma sindrome distinta da SN. Relativamente, os achados
clinicos incluem atraso varidvel no desenvolvimento e crescimento, dismorfismos faciais e
manchas CAL. Pacientes com esta sindrome possuem predisposicdo a desenvolver LMMJ nos
primeiros meses de vida. Até o momento, esta sindrome esta restritamente associada a

mutagdes no gene CBL.

1.1.7. Estudo Molecular nas sindromes de Noonan e sindromes Noonan-like

O primeiro gene responsavel pela sindrome de Noonan — o gene PTPN11, que
codifica a proteina SHP2 — foi identificado em 2001 (Tartaglia et al.). Em 2005, descobriu-se
gue o gene HRAS, pertencente a mesma via de sinalizacdo do gene PTPN11, era responsavel
por grande parte dos casos de sindrome de Costello (Aoki et al., 2005). Este fato sugeriu que
outros genes também pertencentes a via RAS/MAPK poderiam estar envolvidos nas

sindromes de Noonan e Noonan-like.

Em 2006, Schubbert et al. realizaram um estudo em 174 pacientes com SN e 12 com
sindrome CFC — que ndo apresentavam mutacées no gene PTPN11 — e encontraram
mutacgdes no gene KRAS. Este gene, além de também fazer parte da via de sinalizacao
RAS/MAPK, pertence a familia de oncogenes RAS, cujos membros cldssicos, além deste gene,
incluem HRAS e NRAS. Estudos demonstram que mutagdes somadticas nos genes desta
familia estdao intimamente ligadas ao desenvolvimento de diversos tipos de neoplasias, em

tecidos como pulmao, tiredide, intestino, pancreas e medula dssea (Bos, 1989).

O estudo continuado daqueles pacientes com SN ainda sem o encontro de mutacao
culminou, na associacdo dos genes SOS1 (Zenker et al., 2007b) e RAF1 (Razzaque et al.,
2007), seguidos das recentes associacdes dos genes SHOC2 (Cordeddu et al., 2009) e CBL
(Martinelli et al., 2010).

O estudo molecular na SN é complexo, dado o envolvimento destes varios genes,
todos eles pertencentes a via de sinalizacdo RAS/MAPK (Figura 1; Tabela 3). Em geral, os

genes ja associados apresentam mutac¢des missense que levam a um ganho de fungdo. A via
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RAS/MAPK controla diversas atividades celulares, como: a proliferacdo, a diferenciagdo e a
morte celular. Apesar de ndo ser um achado comum, a duplicacgdo cromossémica
envolvendo a regido que contém o gene PTPN11 ja foi descrita em trés casos com suspeita
de SN, nenhum deles com o encontro de mutagdo nos genes da via RAS/MAPK (Doco-Fenzy

et al., 2006; John M. Graham et al., 2009; Shchelochkov et al., 2008).

O envolvimento de genes da via RAS/MAPK também foi demonstrado para as SNL
(Figura 1; Tabela 3). Devido a este fato, novas denominag¢des foram sugeridas, como por
exemplo: Sindromes RAS/MAPK (Aoki et al., 2008) e RASopatias (Tidyman et al., 2009). O
desenvolvimento de doencas associadas a mutacdes na via RAS/MAPK compartilham
caracteristicas fenotipicas que incluem anormalidades faciais, defeitos cardiacos,
comprometimento do crescimento e desenvolvimento (Schubbert et al., 2007).

Além das SN e SNL, outras sindromes também estdo associadas a muta¢des nos
genes da via RAS/MAPK (mitogen-activated protein kinase), como: neurofibromatose tipo |,
fiboromatose gengival hereditaria tipo 1, sindrome da malformacgdao capilar-malformacao
arteriovenosa, doenga linfoproliferativa auto-imune e sindrome de Legius (Tidyman et al.,

2009).

Embora uma grande porcentagem dos casos com SN e SNL seja esporadica, alguns
pacientes apresentam uma mutacdo herdada de um dos genitores afetado (casos familiais).
Entretanto, as caracteristicas faciais mudam com o passar dos anos, podendo ser mais sutil
nos adultos. O estudo molecular dos pais de um afetado permite confirmar o diagndstico
clinico e possibilita estabelecer o risco de recorréncia para futuras gestacdes de forma
adequada, uma vez que se um dos genitores for portador da mutacédo, o risco de recorréncia
passa de 1% para 50%. Recentemente houve a descri¢cdo de recorréncia na SN pela presenga
de mosaicismo gonadal, o qual pode aumentar o risco de recorréncia para o casal em
questdo. Pelo fato de ser um evento raro, o risco empirico de recorréncia da SN em
decorréncia deste mecanismo é, provavelmente, menor que 1%. A informagao durante o
aconselhamento genético permitird ao casal estabelecer de forma mais consciente o futuro

planejamento familiar (Elalaoui et al., 2010).
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1.1.7.1. Via RAS/MAPK

Conforme demonstrado na Figura 1, a via de sinalizacdo RAS/MAPK se inicia através
da ligacdo de um fator de crescimento ao receptor na membrana plasmatica (receptor de
tirosina quinase - RTK) resultando na ativacdo de complexos receptores, que contém alguns
adaptadores (Shc, Grb2, Gab e SHP-2). Estas proteinas recrutam SOS1 (fator trocador de
guanina — GEF), que estimula a dissociacdo de GDP da proteina RAS (ligada a membrana).
Devido a alta concentracdo de GTP citoplasmatica, RAS liga-se a GTP, tornando-se ativa. RAS-
GTP pode ativar diversas vias. A via RAS/RAF/MEK/ERK, além de ser uma via RAS/MAPK
classica, também estd envolvida com a SN e as SNL. A neurofibromina (proteina ativadora de
GTPase — GAP) é capaz de converter RAS-GTP em RAS-GDP, interrompendo a sinalizagdo. A
proteina SHOC2 atua como modulador positivo, no nivel de interacdo de RAS-RAF. A
proteina CBL promove a ligacdo de ubiquitina (Ub) que é capaz de reconhecer substancias

tirosino-fosforiladas e, assim, modular a transducao do sinal mediada pelo RTK.

A sobreposicdo fenotipica da SN com as diversas sindromes Noonan-like pode ser
entendida a partir do envolvimento dos diferentes genes nesta mesma via de sinalizacdo. A
Tabela 3 apresenta os genes da via RAS/MAPK que estdo envolvidos nas sindromes de

Noonan e Noonan-like.
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Figura 1 — O diagrama esquemadtico mostra a via de sinalizagdo RAS/MAPK, onde
somente a via Raf-MEK-ERK é ilustrada
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A transdugdo do sinal se inicia através da ativagdo de um receptor de tirosina quinase (RTK), quando ligada
a um fator de crescimento. Esta ligagdo promove o recrutamento de proteinas adaptadoras que
funcionam como um fator trocador de guanina (como o gene SOS1), que ativa RAS facilitando a troca de
GDP por GTP. A ligagdo de um GTP a RAS pode iniciar uma ativagdo da cascata de proteinas kinases
ativadoras de mitose (MAPK), RAF, MEK e kinases reguladoras do sinal extracelular (ERK). A restitui¢do da
forma inativa de RAS é alcangada por hidrdlise de GTP para GDP através da atividade intrinseca da GTPase
do RAS, que é aumentada pela atividade de GTPase de proteinas , como a Neurofibromina (NF1). Desse
modo, NF1 age como um regulador negativo da sinalizagdo de RAS. SHOC2 é um modulador positivo, no
nivel de interagdo de RAS-RAF. A proteina CBL promove a ligagdo de ubiquitina (Ub) que é capaz de
reconhecer substancias tirosino-fosforiladas e, assim, modular a transdugdo do sinal mediada pelo RTK.
Traduzido e modificado de Zenker et al. (2011)



12

INTRODUCAO

Tabela 3 - Genes da via RAS/MAPK ja associados a sindrome de Noonan e as sindromes Noonan-like

Sindrome  Lécus Gene Mutado CDS OMIM (%) Referéncia
SN 12g24.1 PTPN11 15 176876 29-60 (Musante et al., 2003; Zenker et al., 2004)
2p22.1 SOS1 23 182530 17*-28* (Tartaglia et al., 2007; Zenker et al., 2007b)
3p25.1 RAF1 16 164760 Q¥*_33** (Pandit et al., 2007; Razzaque et al., 2007)
12p12.1 KRAS 5 190070 2%-6** (Carta et al., 2006; Nava et al., 2007)
15g22.31 MEK1 11 176872 4% (Nava et al., 2007)
7934 BRAF 18 164757 PAi (Sarkozy et al., 2009)
1p13.2 NRAS 4 164790 <0,5*** (Cirstea et al., 2010)
CFC 7q34 BRAF 18 164757 78 (Rodriguez-Viciana et al., 2006)
15922.31 MEK1 11 176872 9 (Rodriguez-Viciana et al., 2006)
19p13.3 MEK2 11 601263 4 (Rodriguez-Viciana et al., 2006)
12p12.1 KRAS 5 190070 3-10 (Nava et al., 2007; Zenker et al., 2007a)
SC 11p15.5 HRAS 5 190020 92 (Aoki et al., 2005)
12p12.1 KRAS 5 190070 7 (Zenker et al., 2007a)
NFSN 17q11.2 NF1 58 613113 94 (De Luca et al., 2005)
12g24.1 PTPN11 15 176876 <1 (Bertola et al., 2005; Thiel et al., 2009)
SNML/SL 12g24.1 PTPN11 15 176876 91 (Digilio et al., 2002)
3p25.1 RAF1 16 164760 3 (Pandit et al., 2007)
7934 BRAF 18 164757 1 (Seishima et al., 2007)
SNL-PCA 10925 SHOC2 8 602775 4%*** (Cordeddu et al., 2009)
SNL-LMMJ  11923.3 CBL 16 165360 1%*** (Martinelli et al., 2010)

CDS, éxons codificantes; SN, sindrome de Noonan; SNL-PCA, sindrome de Noonan-like com perda de cabelos anagenos; SNL-LMMJ,
sindrome de Noonan-like com leucemia mielomonocitica juvenil; SC, sindrome de Costello; CFC, sindrome cardio-facio-cutdnea; SNML/SL,
sindrome de Noonan com manchas lentiginosas; NFSN, neurofibromatose-sindrome de Noonan; *em pacientes sem mutagdo no gene
PTPN11; **em pacientes sem mutagdo nos genes PTPN11 e SOS1; ***em pacientes sem mutagdo nos genes PTPN11, SOS1 e RAF1
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1.1.8. Correlagao genétipo-fenétipo

A presenca de diferentes genes na SN dificulta a confirmacdo diagndstica, o que
torna imprescindivel a tentativa de estabelecer uma correlagdo genétipo-fenétipo. Por hora,

sabe-se que:

Para o gene PTPN11: pacientes com SN e muta¢dao neste gene apresentam maior
frequéncia de EPV e de baixa estatura, e menor frequéncia de MIOCH (Tartaglia et al.,
2002a; Zenker et al.,, 2004). Pacientes com a mutacdo p.N308D apresentam menor
necessidade de educacdo especial (Tartaglia et al., 2002b). Também foi observada maior
incidéncia de defeitos septais em pacientes com SN e mutacdo no éxon 3 deste gene

(Sarkozy et al., 2003).

Para o gene SOS1: pacientes com SN e mutagcao neste gene apresentam maior
envolvimento ectodérmico, maior frequéncia de ptose, menor frequéncia de baixa estatura

e desenvolvimento cognitivo normal (Tartaglia et al., 2007; Zenker et al., 2007b).

Para o gene RAFI1: pacientes com SN e mutag¢ao neste gene apresentam maior
frequéncia de MIOCH e baixa estatura, e menor frequéncia de EPV (Kobayashi et al., 2010;

Pandit et al., 2007).

Para o gene KRAS: pacientes com SN e mutag¢ao neste gene apresentam maior
frequéncia e gravidade de déficit intelectual, além de menor envolvimento ectodérmico em

pacientes com CFC (Zenker et al., 2007a).

Para o gene SHOC2: pacientes com SN e mutacdo neste gene apresentam
anormalidades de cabelo, como crescimento lento, cabelos finos e perda de cabelos

anagenos (Cordeddu et al., 2009).
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1.1.8.2. Tumores nas RASopatias

O fato de varios genes da via RAS/MAPK ser sabidamente oncogénicos quando
presentes em mutacdes somaticas, alerta para a possibilidade dos individuos afetados pela

SN e SNL apresentarem um risco aumentado de desenvolverem uma neoplasia.

Ja é bem estabelecida a relacdo entre mutag¢des somaticas e o desenvolvimento de
neoplasias. O gene PTPN11, por exemplo, responsavel por até 91% dos casos de LEOPARD e
70% dos casos de SN (Digilio et al., 2002; Zenker et al., 2004), estd envolvido em 35% dos
pacientes com a leucemia mielomonocitiva juvenil (LMMJ) e, em uma menor porcentagem,
com a leucemia linfocitica aguda (LLA) e a leucemia mielocitica aguda (LMA) (Kratz et al.,
2005). O gene BRAF — principal gene responsavel pela sindrome CFC (Rodriguez-Viciana et
al., 2006) — quando mutado apresenta uma incidéncia de formagdo de tumor de até 50%
para alguns tipos de cancer (Schubbert et al., 2007). Mutacbes somaticas envolvendo os
genes RAS, especialmente o gene KRAS, também estdo ligadas ao desenvolvimento de

diversos tipos de neoplasias — 20% a 30% dos casos (Chen et al., 2006).

Porém, a relagdo entre mutagbes germinativas e a formacgao de neoplasias ainda nao
estd bem definida. Até o momento, estd bem definido que os pacientes com a sindrome de
Costello e com mutac¢des no gene HRAS apresentam um risco de 17% para desenvolvimento
de uma neoplasia, especialmente neuroblastoma, rabdomiossarcoma e carcinoma de bexiga
(Gripp, 2005). Pacientes com SN e SNL podem apresentar um crescimento anormal
especialmente nos ossos da maxila e mandibula — tumor de células gigantes (Tartaglia et al.,
2011) e aqueles com mutacdo, especialmente nos genes PTPN11 e CBL, podem apresentar a
leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) que, em geral, evolui com regressdo espontanea
(Loh et al., 2004; Martinelli et al., 2010; Tartaglia et al., 2003). Recentemente, outro estudo
avaliou a frequéncia de neoplasias e evidenciou que nestes pacientes — com SN e mutacao
no gene PTPN11 — ha um risco 3,5 vezes maior comparado a populacdo normal. Como na SN
ha diferentes tipos de tumores descritos, tanto hematoldgicos como sélidos, por hora, ndo

ha indicacdo da realizacdo de exames preventivos (Jongmans et al., 2011).
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2. OBIJETIVOS

Este projeto visa estudar por sequenciamento os genes PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS,
SHOC2, BRAF e HRAS em pacientes com diagnéstico clinico de sindrome de Noonan (SN) e

das sindromes Noonan-like (SNL) com o objetivo de:

(a) determinar a frequéncia de mutagdo nos diferentes genes em pacientes com SN e

SNL;

(b) estabelecer uma correlagdo gendtipo-fendtipo com grandes repercussdes no

aconselhamento genético e progndstico;
(c) estabelecer um fluxograma para o estudo molecular a partir dos hotspots;

(d) avaliar se a variabilidade fenotipica apresentada nos pacientes com SN pode ser

explicada pela presenca de mutacSes em mais de um gene da via RAS/MAPK.



3. MATERIAIS E METODOS
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3. METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com principios éticos, onde o protocolo de
estudo foi submetido ao comité de ética do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), tendo sido aprovado (CAPPesq 0843/08). O
consentimento por escrito foi obtido de todos os pacientes ou pais/tutores antes que os

procedimentos de pesquisa fossem iniciados.

Aos pacientes e/ou responsaveis legais foram explicados os objetivos do presente
trabalho, assim como os requisitos necessarios. Foi ainda informado aos mesmos que a
participacdo neste trabalho é voluntaria e que a recusa em participar ndo acarretaria em

nenhum prejuizo de atendimento ao paciente e/ou a seus familiares nesta Institui¢do.

3.1. Casuistica

Tratar-se de um estudo prospectivo em que foram avaliados pacientes afetados pelas
SN e SNL em seguimento no Ambulatério de Genética Clinica do Instituto da Crianga
(ICr/HC/FMUSP), no Ambulatério de Cardiopatias Congénitas do Instituto do Coragdo
(InCor/HC/FMUSP) e no Ambulatério de Endocrinologia do HC/FMUSP, em um total de 194
afetados: 152 com SN, 19 com CFC, 15 com NFSN, 4 com SC e 4 com SL. Do total de
pacientes estudados, 116 eram do sexo masculino e 78 do sexo feminino. A idade variou
entre 1a4m e 51 anos, com média de 14a3m, mediana de 12a6bm, desvio padrdo de 8a8m e
coeficiente de variagao de 61%. A recorréncia da sindrome em um parente de primeiro grau

foi observada em 26 casos (13% de casos familiais), sendo quatro afetados pela NFSN, um
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por SL e o restante pela SN. Em parte da casuistica - 124 pacientes - o sequenciamento dos
genes PTPN11 e KRAS havia sido previamente realizado (Bertola et al., 2006; Brasil et al.,
2010).

Para a casuistica com sindrome de Noonan, sé foram incluidos neste estudo aqueles

que preenchiam os critérios clinicos de van der Burgt et al. (1994), de acordo com a Tabela 1.

3.2. Métodos

Os dados clinicos e alguns dados laboratoriais foram obtidos através de um protocolo
empregado no Ambulatério de Genética do Instituto da Crianga — ICr/HC/FMUSP, que

compreende:

Anamnese, Genealogia;

— Exame fisico completo do propdsito e dos pais;

— Estudo cardioldgico (eletrocardiograma e ecocardiograma);
— Estudo cromos6mico com banda G do sangue periférico;

— Exames radioldgicos: RX de punhos para idade dssea e de coluna; US de

abdome total ecocardiograma
— Avaliagao oftalmoldgica

— Avaliacdo hematoldgica

A anamese e o exame fisico dos pacientes foram realizados por um médico
geneticista da Unidade de Genética do ICr/HC/FMUSP. Os demais exames e avaliacées foram
realizados no Complexo do Hospital das Clinicas da FMUSP, salvo os raros casos em que o

paciente ja apresentava exames realizados em outros servigos.
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O estudo cromossémico com banda G do sangue periférico foi realizado em todos os
pacientes para afastar a possibilidade de aberracdes cromossdmicas. S6 foram incluidos

neste estudo os pacientes com resultado normal para este exame.

O estudo molecular foi desenvolvido no Laboratério de Genética e Cardiologia
Molecular do Instituto do Corag¢do (InCor/HC/FMUSP) e no Laboratério de Hormonios e
Genética Molecular/LIM42 (HC/FMUSP), devidamente equipados, e que ja apresentam
experiéncia na realizacdo dos seguintes procedimentos: extracao de DNA, reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), purificacdo, sequenciamento direto e estudo de grupo controle

(quando necessario).

Inicialmente foi realizado o estudo molecular no propédsito. No encontro de uma
alteracdo, os pais foram convocados para pesquisa da mesma a fim de estabelecer se a

mesma ocorreu de novo ou foi herdada.

3.2.1. Extracao de DNA

Para a realizacdo do teste molecular, uma amostra de 4 ml de sangue foi coletada de
uma veia periférica e colocada em tubo contendo EDTA. A extragdo do DNA foi feita através

da modificacdo do método de Miller et al. (1988) conforme protocolo abaixo.

O sangue total foi transferido para um tubo de 15 ml. A este tubo foi adicionado 10
ml de tampdo para lise das hemdcias (tampdo A = 144 mM NH4Cl + 1 mM NH4CO3), a
temperatura ambiente (TA). Apds vdrtex, o tubo foi mantido a TA por 10 minutos e depois
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido com 10 ml do tampdo A a 4 2C. Apds vértex, o tubo foi novamente mantido a
TA por 10 minutos e depois centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. Mais uma vez, o
sobrenadante foi descartado e o pellet resuspendido em 1,5 ml de tampao (tampdo B = 10
mM Tris pH 8.0 + 400 mM NaCl + 2mM EDTA pH 8.0) e 100 ul de SDS a 10%. O tubo foi
homogenizado por inversao, foi adicionado 250 ul de solucdo contendo proteinase K
(tampdo C = 1% SDS + 1 M EDTA pH 8.0 + 125 ug/ml proteinase K). O tubo entdo foi
vortexado e mantido a 37°C por 12 a 18 horas. Apds incubac3do foi adicionado 500 ul de

solucdo contendo 6 M NaCl (tampdo D). O tubo foi vortexado por 1 minuto e centrifugado a
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3.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 15 ml,
ao qual foi adicionado 3 ml de etanol a 100% (mantido a -20 °C). Apés homogenizar o tubo
por inversdo, foi observada a formagao do enovelado de DNA (“medusa”). Este enovelado
foi transferido para um tubo de 1,5 ml contendo 1 ml de etanol 70% (mantido a -20 2C) e
centrifugado a 4°C e 13.500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o tubo
invertido foi deixado a TA por 18 a 24 horas (over night; ON). O pellet seco (DNA) foi
hidratado com 1 ml TE 1x (10mM Tris-HCl pH 8.0 + 1 mM EDTA ph 8.0) e deixado a TA por

mais 18 a 24 horas. Apds vortex, as amostras foram dosadas e diluidas para 10 ng/ul.

3.2.2. Reagdao em Cadeia de Polimerase

Os 194 pacientes desta casuistica foram estudados do ponto de vista molecular, da
seguinte maneira: PTPN11 (14 éxons codificantes), SOS1 (23 éxons codificantes), RAF1
(éxons hotspots 7, 14 e 17), KRAS (5 éxons codificantes) e SHOC2 (éxon hotspot 2) nas SN e
SLN, BRAF (éxons hotspots 6, 11, 12, 14, 15 e 16) na sindrome CFC e HRAS (5 éxons
codificantes) na sindrome de Costello. Portanto, para cada gene, todos os éxons
codificantes foram sequenciados — com excecdo dos genes RAF1, SHOC2 e BRAF, nos quais
foram estudados apenas os hotspots. O estudo molecular do gene RAF1 foi realizado pela
Dra. Alexsandra Christiane Malaquias de Moura Ribeiro sob orientacdo do Dr. Alexander
Augusto de Lima Jorge, como parte da sua Tese de Doutorado (concluida em Maio de 2011).

As sequéncias dos pares de primers utilizados encontram-se no Anexo |.

Para a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foram utilizados: PCR-buffer 1x (50
mM KCl + 2,5 mM MgCl, + 10 mM Acido Tris-hidroclérico + 0,1% Triton X-100); 0,2 mM
dNTPs; 2,25 mM MgCl,; 5% DMSO; 0,2 uM de cada par de primers (sense e anti-sense); 0,03
U Tag DNA polimerase; 10 ng de DNA; e dgua milli-Q em quantidade suficiente para 50 ul
(para purificacdo em colunas = métodos 1 e 2) ou para 10 ul (para purificacdo enzimatica =
método 3). Os padrdes do ciclo foram: 94 2C por 5 minutos (denaturacao inicial), 35 ciclos de
94 °C por 30 segundos, temperatura de hibridizacdo por 30 segundos, 72 2C por 40

segundos, e extensdo final a 72 2C por 5 minutos.
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Para comprovar se houve amplificagdo, parte dos produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio a 0,5 ng/ml. Apéds

corrida, o gel foi observado em um transluminador com luz ultravioleta (UV).

3.2.3. Purificagao

Apds amplificagdao, os produtos da PCR foram purificados utilizando trés diferentes
métodos, dependendo da disposicdo de compra dos kits: (1) GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit — GE Healthcare Biosciences; (2) E.Z.N.A.®Cyc/e-Pure Kit — Omega Bio-tek; (3)
ExoSAP-IT® - USB Corporation. O protocolo para purificacdo foi seguido conforme sugestao

de cada fabricante.

3.2.4. Sequenciamento

Apds a purificacao, a reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit Big Dye
Terminator Sequencing (Applied Biosystems), o qual contém dideoxinocleotidios marcados
com fluorocromos (bases terminadoras). Para uma rea¢do com volume final de 12 ul foram
utilizados: 2 ul da solugao Big Dye Terminator; 2,4 ul do tampao Save Money 5x; 3 ul de DNA
purificado; 1 ul de primer (F ou R) a 5 uM; e 3,6 ul de 4dgua Milli-Q. Os padrées do ciclo
foram: 96 2C por 3 minutos (denaturagao inicial), 35 ciclos de 96 2C por 15 segundos, 50 2C
por 10 segundos, 60 C por 4 minutos. Apds ciclagem, os produtos foram imediatamente
resfriados a 4 2C. As amostras foram, entao, precipitadas adicionando 80 ul de etanol 70% a
TA. As amostras foram mantidas a TA por 15 minutos e depois centrifugadas a 4.000 rpm
durante 45 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 120 ul de
etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante
foi completamente descartado e as amostras aquecidas a 96 2C por 2 minutos. Foram
adicionados 2 ul de uma mistura contendo formamida e loading buffer na proporc¢ao de 4:1.
Por fim, as amostras foram aquecidas a 96 °C por 3 minutos e mantidas no gelo até

aplicacao.
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Para corrida foi utilizado equipamento ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystem). Para preparo do gel foram homogenoizados por 15 minutos: 9 gr de uréia; 2,5 ml
de long ranger; 2,5 ml de tamp3do TBE 10x (890 mM Tris pH 8.0 + 890 mM Acido Bérico pH
8.0 + 20 mM EDTA pH 8.0); e 13mL de agua Milli-Q. Para polimerizacdo do gel foram
adicionados 125 ul de persulfato de amdnia (APS) a 0,1 mg/ul e 17,5 ul de TEMED.

O resultado da corrida foi analisado em aparelho ABI Prism - 977377 (Perkin Elmer).
Para determinacdo dos gendtipos as sequéncias foram lidas, manualmente (uma a uma),

utilizando o programa DNASTAR — SeqMan (Laser Gene).

3.2.5. Predigdo para o efeito das mutag¢oes ainda nao descritas

Na tentativa de sugerir o efeito das altera¢des encontradas neste estudo e ainda nao
descritas na literatura (se tem ou nao influéncia sobre o fendtipo, ou seja, se é patogénica

ou benigna), utilizamos os seguintes critérios:

a) Rastreamento da presenca da mutacdo em questdo nos pais do probando,

através do sequenciamento;

b) Estudo de predicdo do potencial impacto sobre a funcdo ou estrutura da
proteina: (1) para mutacGes missense utilizamos o PolyPhen2 (Ramensky et al.,
2002) e o SIFT (Kumar et al., 2009); (2) o Mutation Taster (Schwarz et al., 2010)
foi utilizado para insercdo ou delecdo, uma vez que as primeiras ferramentas nao

possuem predicao para este tipo de alteracao;

c) Analise comparativa da conservagdo dos aminodcidos entre o genoma humano e
de outras diferentes espécies (Fugu rubripes, Pan troglodytes, Gallus gallus,
Xenopus tropicalis, Canis familiaris, Danio rerio and Trichoplax adhaerens),

através da ferramenta VISTA Genome Browser (Frazer et al., 2004).
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3.3. Analise Estatistica

Como objetivo de realizar correlagdo gendtipo-fenétipo, a casuistica de pacientes
com SN foi classificada conforme o gene envolvido. Para comparacdo das caracteristicas
clinicas e laboratoriais nao-numéricas entre os diferentes gendtipos foi utilizada a analise
descritiva, o teste exato de Fisher (para amostras com até 20 dados) ou o teste do Chi-
quadrado (para amostras com mais de 20 dados), conforme apropriado. Para toda andlise

estatistica, foi considerado como estatisticamente significante um valor de p< 0,05.



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Alteragdes encontradas

O estudo molecular nos 194 pacientes avaliados identificou alteragdo nos genes
estudados em 102 deles. Resumo das alteracdes observadas encontra-se na Tabela 4. A
listagem destas alterages por gene encontra-se nas Tabelas 5 a 9. O encontro de duas
mutacdes em diferentes genes da via RAS/MAPK s6 ocorreu em um paciente com SN:

p.N308D no gene PTPN11 e p.R552G no gene SOS1.

Tabela 4 - Distribui¢do das alteragGes encontradas

Sindrome PTPN11 SOS1  RAF1  KRAS SHOC2 BRAF  HRAS paciTegtTQLcom
alteragao

SN 52* 13* 7 5 3 4 83*

CFC 1 2 8 11
SC 1 1 1 3
NFSN 1** 1
SL 4 4

TOTAL 57 14 7 7 5 12 1 102

SN, sindrome de Noonan; CFC, sindrome cardio-facio-cutdnea; SC, sindrome de Costello; SL, sindrome de LEOPARD; NFSN,
neurofibromatose-sindrome de Noonan. *Um paciente com SN apresentou mutagdo em mais de um gene da via
RAS/MAPK — a mutagdo N308S no gene PTPN11 e a mutagdo R552G no gene SOS1. **Esse paciente, previamente
estudado, também apresentou uma mutagdo no gene NF1 (Bertola et al., 2005)
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Tabela 5 — Alteragdes encontradas no gene PTPN11
P7:PN11 Nucleotideo Aminoacido Pacientes n=57 Domftlio Literatura
éxon SN n=52 SNL n=5 protéico
3 ¢.179G>C p.G60A 1 N-SH2 (Tartaglia et al., 2002b)
3 c.182A>G p.D61G 3 N-SH2 (Tartaglia et al., 2001)
3 c.184T>G p.Y62D 1 N-SH2 (Tartaglia et al., 2002b)
3 c.188A>G p.Y63C 5 N-SH2 (Tartaglia et al., 2001)
3 €.205G>C p.E69Q 1 N-SH2 (Musante et al., 2003)
3 c.206A>T p.E69V 1 N-SH2 (Pierpont et al., 2010)
3 c.218C>T p.T73l 1 N-SH2 (Tartaglia et al., 2002b)
3 €.236A>G p.Q79R 3 N-SH2 (Tartaglia et al., 2001)
3 c.317A>C p.D106A 1 C—SNI-;;I-I'iiier (Tartaglia et al., 2002b)
4 c.417G>C p.E139D 2 C-SH2 (Tartaglia et al., 2002b)
c.417G>T
7 .836A>G p.Y279C 1 4(SL) PTP (Tartaglia et al., 2002b)
7 .844A5G p.1282V 1 PTP (Tartaglia et al., 2001)
8 c.854T>C p.F285S 2 PTP (Tartaglia et al., 2002b)
8 c.922A>G p.N308D 12 PTP (Tartaglia et al., 2001)
8 c.923A>G p.N308S 6* PTP (Tartaglia et al., 2002b)
8 c.923A>C p.N308T 1 PTP (Pierpont et al., 2010)
12 c.1403C>T p.T468M 1 PTP (Digilio et al., 2002)
13 c.1471C>T p.P491S 1 PTP (Zenker et al., 2004)
13 c.1472C>A p.P491H 1 PTP (Bertola et al., 2006)
13 c.1504T>G p.S502A 1 PTP (Kratz et al., 2005)
13 c.1505C>T p.S502L 2 PTP (Bertola et al., 2006)
13 c.1510A>G p.M504V 3 PTP (Tartaglia et al., 2001)
13 ¢.1529A>C p.Q510P 1 PTP (Keren et al., 2004)
13 €.1529A>G p.Q510R 1 (NFSN)** PTP (Bertola et al., 2005)

SN, sindrome de Noonan; SNL, sindromes Noonan-like; SL, sindrome de LEOPARD; NFSN, neurofibromatose-sindrome
de Noonan. *Um paciente com SN apresentou mutagdo em mais de um gene da via RAS/MAPK — a mutagdo N308S no
gene PTPN11 e a mutagdo R552G no gene SOS1. **Esse paciente, previamente estudado, também apresentou a
mutagdo p.L844R no gene NF1 (Bertola et al., 2005). Parte da casuistica ja havia sido avaliada para o este gene (Bertola

et al., 2006; Brasil et al., 2010)
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Tabela 6 — Alteragdes encontradas no gene SOS1
Pacient =13
S0s1 , . aclentesn Dominio .
, Nucleotideo Aminoacido SN SC . Literatura
éxon protéico
n=13 n=1
6 c.797C>A p.T266K 1 DH (Roberts et al., 2007)
6 ¢.806T>C p.M269T 2 1 DH (Zenker et al., 2007b)
6 c.806T>G p.M269R 2 DH (Tartaglia et al., 2007)
10 c.1654A>G p.R552G 2* PH-REM linker (Tartaglia et al., 2007)
10 ¢.1655G>C p.R552T 1 PH-REM linker (Beneteau et al., 2009)
c.1656G>T (Tartaglia et al., 2007)
10 p.R552S 2 PH-REM linker
c.1656G>C (Beneteau et al., 2009)
11 ¢.1861_1862insATC p.621_622insH 1 REM ndo descrita
14 C.2183A>T p.K728I 1 Cdc25 (Jongmans et al., 2010)
16 c.2536G>A p.E846K 1 Cdc25 (Tartaglia et al., 2007)

SN, sindrome de Noonan; SC, sindrome de Costello. *Um paciente com SN apresentou mutagdo em mais de um gene
da via RAS/MAPK — a mutagdo N308S no gene PTPN11 e a mutagdo R552G no gene SOS1

Tabela 7 — Alteragdes encontradas no gene RAF1

RAF1 SN

Nucleotideo Aminoacido Dominio protéico Literatura
éxon n=7
7 c.770C>T p.S257L 5 CR2 (Razzaque et al., 2007)
7 781C>T p.P261S 2 CR2 (Razzaque et al., 2007)
SN, sindrome de Noonan
Tabela 8 — Altera¢Ges encontradas no gene KRAS
Pacientes n=7 .
I,(RAS Nucleotideo Aminoacido Dom!fuo Literatura
éxon SNn=5 SNLn=2 protéico
2 c.13A>G p.K5E 1(SC) P loop (Bertola et al., 2007)
2 c.40G>A p.v14l 3 P loop (Schubbert et al., 2006)
3 c.214A>C p.M72L 1 alfa-2 helix ndo descrita
6 c.461A>T p.D153V 1 (CFC)* alfa-5 helix (Schubbert et al., 2006)
6 c.531_533delGAA  p.K176Del 1 HVR n3o descrita

SN, sindrome de Noonan; SNL, sindromes Noonan-like; SC, sindrome de Costello; CFC, sindrome Cardio-facio-cutdnea;
HVR, hipervariable region, regido hipervariavel. *Paciente ja descrito previamente (Brasil et al., 2010)
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Tabela 9 — AlteragGes encontradas no gene BRAF

Pacientes n=12

Zf:: Nucleotideo Aminoacido SNn=4 CFCn=8 g:)oT;ri‘clg Literatura
6 c.736G>C p.A246P 1 CR1 (Niihori et al., 2006)
11 c.1391G>A p.G464E 1 CR3 nao descrita
11 c.1408A>C p.T470P 1 CR3 nao descrita
12 c.1501G>A p.E501K 2 CR3 (Niihori et al., 2006)
12 c.1502A>G p.E501G 3 CR3 (Niihori et al., 2006)
14 c.1741A>G p.N581D 1 CR3 (Niihori et al., 2006)
15 c.1802A>T p.K601lI 1 1 CR3 ndo descrita
16 c.1877G>A p.R626K 1 CR3 nao descrita

SN, sindrome de Noonan; SNL, sindromes Noonan-like; HVR, hipervariable region (regido hipervariavel)

O estudo do gene SHOC2 identificou cinco paciente com alteragao: quatro pacientes

(dois com SN e dois com CFC) com a troca c.4A>G, que caracteriza a mutacdo p.S2G j3

descrita previamente (Cordeddu et al., 2009); e um paciente com SN e a substituicao

€.89C>G, responsavel pela mutacdo p.A30G, ainda ndo descrita previamente.

Foi encontrada apenas uma altera¢ao no gene HRAS em um paciente com SC: p.G12S

(c.34G>A), ja descrita previamente (Aoki et al., 2005).

4.2. Predigao do efeito das mutagdes ainda nao descritas

Segue abaixo a avaliacdo de alguns critérios de predicdo para o potencial impacto das

alteragdes nao descritas encontradas. Resumo desta avaliacdo encontra-se na Tabela 10.
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Gene SOS1

A alteragao p.621_622insH no gene SOS1, nao gera uma proteina truncada, adiciona
apenas um aminoacido (H; histidina) a sequéncia normal da proteina. Esta alteragao nao foi
encontrada em nenhum dos genitores fenotipicamente normais e, pela predigdao no
Mutation Taster, ndo é responsdvel pelo fendtipo. Os dados obtidos ainda ndo asseguram

classificar esta alteracdo como patogénica ou nao.

Gene KRAS

As duas altera¢cdGes ndo descritas encontradas no gene KRAS foram consideradas
patogénicas: (1) a mutacdo p.M72L, pois apesar do PolyPhen ter predicao desta alteracao ser
benigna, o SIFT prediz dano e a alteracdo segrega nos afetados dentro da familia; hd também
descricdo de uma mutagao envolvendo o mesmo residuo, a p.M72l, como evento somatico
em cancer: neoplasma linféide e mieloma em células do plasma (Forbes et al., 2011); (2) a
alteracdo p.K176Del, ndo segrega nos genitores fenotipicamente normais, deleta um
aminoacido (K; lisina) na sequéncia normal da proteina, o residuo envolvido é conservado e

o Mutation Taster considera-a como causadora da doenca.

Gene BRAF

Apesar da mutacdo p.G464E ainda nao ser descrita, em pacientes com SN ou SNL, ja
foi descrita como mutagao somatica em cancer: carcinoma cortical na glandula suprarenal,
carcinoma e adenocarcinoma no intestino grosso, carcinoma ovariano e no trato superior
aero digestivo (boca, alvéolos) (Forbes et al., 2011). Também ha descricdo de uma mutacdo
envolvendo o mesmo residuo (p.G464R) em um paciente com CFC (Nava et al., 2007). Além
disso, a alteracdo ndo descrita encontrada segrega no parente afetado, tem predicdo de
causar dano a proteina (tanto pelo PolyPhen como pelo SIFT), e tem seu residuo conservado

entre as espécies, sendo, portanto, considerada patogénica.
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A mutagdo p.T470P no gene BRAF, foi considerada patogénica, pois ndo foi
identificada nos genitores fenotipicamente normais, possui predicdo de dano a proteina
(tanto pelo PolyPhen como pelo SIFT) e envolve um aminodcido que é conservado entre as

espécies.

A mutacdo p.K601l no gene BRAF encontrada em dois pacientes (um com SN e o
outro com CFC) apresenta predicdo de provavel dano a proteina (tanto pelo PolyPhen como
pelo SIFT) e o residuo envolvido é conservado entre as espécies. A mesma mutacdo, porém
como um evento somatico, ja foi relacionada ao desenvolvimento de cancer: melanoma na
pele, carcinoma e adenoma na tiredide, e carcinoma, adenocarcinoma e adenoma no
intestino grosso (Forbes et al., 2011). Além disso, hd descricdo de mutag¢do envolvendo o
mesmo residuo (p.K601Q) em dois pacientes com CFC (Sarkozy et al., 2009). Os genitores
sao fenotipicamente normais e nao apresentaram a altera¢do. Sendo assim, a mutacao foi

considerada como patogénica.

A mutagdo p.R626K no gene BRAF possui predicao de ser benigna pelo PolyPhen,
porém o SIFT prediz alteracdo da funcdo da proteina e o residuo envolvido é conservado
entre as espécies. Até o momento, ndo tivemos acesso aos genitores para rastreamento
desta alteragdao. Os dados obtidos ainda ndao asseguram classificar esta alteragdao como

patogénica ou nao.

Gene SHOC2

Para a alteragcao p.A30G nao descrita encontrada no gene SHOC2, houve segrega¢cao em
um dos pais aparentemente sem caracteristicas sugestivas da SN, a predicdo de ambas as
ferramentas indicou que esta seja benigna/tolerada e, apesar do residuo envolvido ser

conservado entre as espécies, esta alteracdo foi considerada como nado patogénica.
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Tabela 10 - Predicdo do efeito para as alteragGes ndo descritas encontradas neste estudo
Gene 5051 KRAS KRAS BRAF BRAF BRAF BRAF SHOC2
Alteracio (aa) p.621_622insH p.M72L p.K176del p.GABAE p.T4T0P p.KED1I R626K p.A30G
Alteracdo (nt) 1861 1B62insATC c.214A>C c.531 533delGAA c1381G>A .1408A>C C.1B02A5T CA1BTTG=A C.890>G
Familial nao sim nao sim ndo nao nao nao
Pais com alteracgdo nao ma3eeirmd ndo mae nao nao ndo avaliades  mae
SIFT danc dano danc dano dano benigna
PolyPhen benigna danao dano dano benigna benigna
Mutation Taster benigna dano
Residuo conservado sim sim sim sim sim sim sim
Residuo (literatura) ~ — p.GAE4R - CFC® p.KB01Q - CFC®
Sugestdo ? Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica Patogénica ? Benigna
Céncer |{COSMIC) M7t sim® sim’

(aa) aminodcido; (nt) nucleotideo; (COSMIC) Catalog of Somatic Mutation in Cancer, Catalogo de Mutagdes Soméatica em Cancer; *(Nava et al., 2007);
b(Sarkozy etal., 2009); 'mieloma multiplo; %carcinoma cortical na glandula adrenal, carcinoma e adenocarcinoma no intestino grosso, carcinoma ovariano,
carcinoma no trato superior aero digestivo; *melanoma. Ferramentas de bioinformatica: SIFT (Kumar et al., 2009), PolyPhen2 (Ramensky et al.,
2002) e Mutation Taster (Schwarz et al., 2010)

4.3. Mutagdes encontradas

Resumo das mutacdes encontradas — incluindo as mutac¢des ja descritas e as
alteragdes nao descritas com sugestao de efeito patogénico — e suas respectivas frequéncias

comparadas com as da literatura encontram-se na Tabela 11.

Dos 99 probandos com mutagdo, 15 (15%) sdo casos familiais. A identificacdo da
alteracdo do paciente no parente afetado foi possivel em todos os 14 casos avaliados. Em
um caso o parente clinicamente afetado ndo foi avaliado quanto do ponto de vista
molecular. Para os oito casos familiais com SN e mutacdo no gene PTPN11, ndo houve
diferenca significante na avaliacdo clinica dos familiares afetados, levando-se em
consideracao a baixa estatura, a face tipica, a presenca de cardiopatia e a criptorquidia nos

meninos.
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Tabela 11 - Distribuicdo e frequéncia das mutagdes encontradas
TOTAL
Sindrome PTPN11 S0S1 RAF1 KRAS SHoC2 BRAF HRAS pacientes com
mutagao
SN 52% 12* 7 5 2 3 80*
% (% Lit.) 34 (29-60) 12 (17-28) 7(9-33) 5 (2-6) 2(4) 3(2) 53 (61)
CFC 1 2 8 11
% (% Lit.) 5 (3-10) 11 (?) 42 (78) 58 (60-90)
e 1 1 1 3
% (% Lit.) 25(?) 25(7) 25(92) 75 (83-100)
NFSN 1%* 1
% (% Lit.) 7(<1) 7 (94)
SL 4 4
%(eLt)  100(91) 100 (91)
TOTAL 57 13 7 7 4 11 1 99

SN, sindrome de Noonan; CFC, sindrome cardio-facio-cutanea; SC, sindrome de Costello; NFSN, neurofibromatose-sindrome de Noonan; SL,
sindrome de LEOPARD. Seguindo os padrdes da literatura, a frequéncia de mutagdo para a sindrome de Noonan é calculada normalmente
para o estudo do gene PTPN11 (sobre o total de pacientes estudados); para os demais genes a frequéncia de mutagdo é sempre calculada
considerando apenas os individuos sem mutagdo no gene PTPN11. *Um paciente com SN apresentou mutagdo em mais de um gene da via
RAS/MAPK — a mutagdo N308S no gene PTPN11 e a mutacdo R552G no gene SOSI1; **Esse paciente, previamente estudado, também
apresentou a mutagdo p.L844R no gene NF1 (Bertola et al., 2005). Fonte: (Aoki et al., 2005; Bertola et al., 2005; Carta et al., 2006;
Cordeddu et al., 2009; De Luca et al., 2005; Digilio et al., 2002; Martinelli et al., 2010; Musante et al., 2003; Nava et al., 2007; Pandit et al.,
2007; Razzaque et al., 2007; Rodriguez-Viciana et al., 2006; Romano et al., 2010; Sarkozy et al., 2009; Seishima et al., 2007; Tartaglia et al.,
2007; Zenker et al., 2004; Zenker et al., 2007a; Zenker et al., 2007b)

4.4. Achados Clinicos

4.4.1. Sindrome de Noonan

A comparacao dos achados clinicos entre os pacientes com SN, com e sem mutacao,

é apresentada para cada um dos genes estudados nas Tabelas 12 a 16.
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Tabela 12 — Achados clinicos dos propdsitos com sindrome de Noonan, com e sem mutagdo no

gene PTPN11
PTPN11 + PTPN11 - Valor de p

Quadro clinico n=>52 n =100
Baixa estatura 44 85% 59/99 60% 0,0017%*
Face tipica 35 67% 66 66% 1
pescogo curto e/ou alado 44/49 90% 75/95 79% 0,16
Deformidade esternal 30/50 60% 41/92 45% 0,11
Cardiopatia 41/51 80% 66/95 69% 0,17

MIOCH com ou sem EPV 5/41 12% 12/66 18% 0,59

EPV com ou sem outra lesdo 32/41 78% 30/66 45% 0,0012*
Criptorquidia 17/31 55% 24/64 38% 0,13
Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 19/34 56% 39/55 71% 0,17
Tumores

tumor de células gigantes 2 4% 3 3% 1,00

Para face tipica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH,
miocardiopatia hipertrofica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante
<0,05

Tabela 13 — Achados clinicos dos pacientes com sindrome de Noonan com e sem mutagdo no gene SOS1

SOS1 + S0S1 - Valor de p

Quadro clinico n=12 n=140
Baixa estatura 6 50% 97 69% 0,20
Face tipica 11 92% 90 64% 0,06
pescogo curto e/ou alado 11/11 100% 108/133 81% 0,21
Deformidade esternal 8/11 73% 63/131 48% 0,21
Cardiopatia 10/11 91% 97/135 72% 0,29

MIOCH com ou sem EPV 0/10 0% 17/97 18% 0,36

EPV com ou sem outra les3o 10/10 100% 52/97 54% 0,0047*
Criptorquidia 4/8 50% 37/87 43% 0,72
Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 3/7 43% 53/81 65% 0,25
Tumores

tumor de células gigantes 2 17% 3 2% 0,05

Para face tipica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia
hipertrofica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05
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Tabela 14 — Achados clinicos dos pacientes com sindrome de Noonan com e sem mutacdo no gene RAF1

RAF1 + RAF1 - Valor de p

Quadro clinico n=7 n =145
Baixa estatura 7 100% 96/144 67% 0,10
Face tipica 7 100% 94 65% 0,10
pescogo curto e/ou alado 7 100% 112/137 82% 0,61
Deformidade esternal 3 43% 68/135 50% 1,00
Cardiopatia 7 100% 100/139 72% 0,19

MIOCH com ou sem EPV 6 86% 11/100 11% 0,0001*

EPV com ou sem outra lesdo 1 14% 61/100 61% 0,0400*
Criptorquidia 2/4 50% 39/91 43% 1,00
Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 0 0% 56/87 64% 0,0012*
Tumores

tumor de células gigantes 0 0% 5 3% 1,00

Para face tipica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia
hipertrdfica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05

Tabela 15 — Achados clinicos dos pacientes com sindrome de Noonan com e sem mutag¢do no gene

KRAS
KRAS + KRAS - Valor de p

Quadro clinico n=5 n =147
Baixa estatura 2 40% 101/146 69% 0,33
Face tipica 4 80% 97 66% 0,66
pescogo curto e/ou alado 4 80% 115/139 83% 1,00
Deformidade esternal 1 20% 70/137 51% 0,37
Cardiopatia 4 80% 103/141 73% 1,00

MIOCH com ou sem EPV 0 0% 17/103 17% 1,00

EPV com ou sem outra lesdo 3/4 75% 59/103 57% 0,64
Criptorquidia 0/4 0% 41/91 45% 0,13
Atraso DNPM e/ou Déficit
intelectual 2 40% 54/86 63% 0,37
Tumores

tumor de células gigantes 0 0% 5 3% 1,00

Para face tipica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia
hipertréfica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor.
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Tabela 16 — Achados clinicos dos pacientes com sindrome de Noonan com e sem mutagdo no gene

BRAF
BRAF + BRAF - Valor de p

Quadro clinico n=3 n =149
Baixa estatura 3 100% 100/148 68% 0,55
Face tipica 1 33% 100 67% 0,26
pescogo curto e/ou alado 2 66% 117/141 83% 0,44
Deformidade esternal 0 0% 71/140 51% 0,25
Cardiopatia 2 66% 105/143 73% 1,00

MIOCH com ou sem EPV 1 33% 16/105 15% 0,41

EPV com ou sem outra lesdo 0 0% 62/105 59% 0,07
Criptorquidia 1/1 100% 40/94 43% 0,43
Atraso DNPM e/ou Déficit
intelectual 1/1 100% 55/87 63% 1,00
Tumores

tumor de células gigantes 0 0% 5 3% 1,00

Para face tipica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia
hipertrdfica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05

Tabela 17 — Resumo comparativo das manifestagGes clinicas em pacientes com sindrome de Noonan e com
mutagao nos genes PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS e BRAF

PTPN11 + S0S1 + RAF1 + KRAS + BRAF + Valor de p

Quadro clinico n=>52 n=12 n=7 n=5 n=3
Baixa estatura 44 85% 6 50% 7 100% 2 40% 3 100% 0,007*
Face tipica 35 67% 11 92% 7 100% 4 80% 1 33% 0,086
pescogo curto e/ou alado 44/49 90% 11/11 100% 7 100% 4 80% 2 66% 0,33
Deformidade esternal 30/50 60% 8/11 73% 3 43% 1 20% O 0% 0,08
Cardiopatia 41/51 80% 10/11 91% 7 100% 4 80% 2 66% 0,60

MIOCH com ou sem EPV 5/41 12% 0/10 0% 6 86% 0 0% 1 33% >0,0001*

EPV com ou sem outra lesdo 32/41 78% 10/10 100% 1 14% 3/4 75% O 0% >0,0001*
Criptorquidia 17/31 55% 4/8 50% 2/4 50% 0/4 0% 1/1 100% 0,26
Atraso DNPM e/ou Déficit intelectual 19/34 56%  3/7 43% 0 0% 2  40% 1/1 100% 0,07
Tumores

tumor de células gigantes 2 4% 2 17% 0 0% 0 0% O 0% 0,36

Para face tipica foi considerado o paciente que apresentou dois ou mais dismorfismos faciais oculares; MIOCH, miocardiopatia
hipertrdfica; EPV, estenose pulmonar valvar; DNPM, desenvolvimento neuro e psicomotor. * p significante < 0,05

Mutacao no gene SHOC2 foi identificada em dois pacientes com SN, apresentando o
seguinte quadro clinico: cabelos finos de crescimento lento, face sugestiva, baixa estatura,
pescoco curto e/ou alado, cardiopatia (um com EPV e o outro com comunicagdo inter-atrial)

e um deles com déficit intelectual. Estes pacientes, primeiramente classificados como
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portadores da SN, com a identificacdo da mutacdo no gene SHOC2, foram reclassificados

como afetados pela SNL-PCA.

4.4.2. Sindromes de Noonan-like

No estudo molecular nas SNL, quatro pacientes com SL apresentaram mutag¢dao no
gene PTPN11. Os achados clinicos deste pacientes incluem: face tipica (2/4), baixa estatura
(2/4), pescogo curto e/ou alado (3/4), deformidade esteral (1/4), cardiopatia (4/4 MIOCH),

manchas lentiginosas (4/4) e déficit intelectual (1/4).

Mutacdo no gene SOS1 foi identificada em apenas um paciente com diagndstico
clinico da SC, o qual apresentava os seguintes achados: face tipica, baixa estatura, pescoc¢o
curto e/ou alado, pectus excavatum, cardiopatia (anomalia de Ebstein), déficit intelectual,
pregas palmares e plantares evidentes, queratose folicular e hiperpigmentacdao. Como hd um
consenso de que o epdonimo sindrome de Costello seja empregado apenas para pacientes
com mutacao no gene HRAS, esse paciente foi reclassificado como afetado pela SN (Gripp et

al., 2011).

Mutagdes no gene KRAS foram identificadas em 2 pacientes: um com SC e face tipica,
baixa estatura, pescogo curto e/ou alado, pectus excavatum, cardiopatia (MIOCH e EPV),
nervos corneanos proeminentes e embriotoxon posterior, pregas palmares e plantares
evidentes, papiloma nasal, hiperpigmentacao e linfedema; e o outro com CFC, apresentando
face tipica, baixa estatura, pescoc¢o curto e/ou alado, cardiopatia (valva pulmonar espessada
e insuficiéncia mitral), estabismo, escoliose, mancha CAL no dorso e pregas palmares e

plantares evidentes.

Mutacdes no gene BRAF foram identificadas em 8 pacientes com CFC, com o seguinte
quadro clinico: face tipica (6/8), baixa estatura (4/8), pescoco curto e/ou alado (8/8), pectus
excavatum (2/8), cardiopatia (4/8 — 1 MIOCH, 2 EPV e 1 estenose supravalvar pulmonar),

déficit intelectual (6/8), escoliose (2/8), hiperqueratose folicular e/ou palmo-plantar (7/8).

Mutacbes no gene SHOC2 foram identificadas em 2 pacientes com CFC, com os

seguintes achados clinicos: cabelos finos de crescimento lento, face tipica, baixa estatura,
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pescogo curto e/ou alado, déficit intelectual, cifose, cardiopatia (um com EPV e o outro com
insuficiéncia mitral e tricuspide), um deles com pectus carinatum/excavatum e o menino
com criptorquidia. Estes pacientes, primeiramente classificados como portadores da CFC,
apos a identificacdo da mutacdo no gene SHOC2, foram reclassificados como afetados pela

SNL-PCA.

Foi encontrada apenas uma mutacdo no gene HRAS em um paciente com SC, com o
quadro clinico tipico para esta sindrome: baixa estatura, face tipica, pescoco curto e/ou
alado, sem cardiopatia, cabelos esparssos e encaracolados, labios grossos evertidos, lingua
protusa, pregas palmares e plantares evidentes, polidramnio, dificuldade importante para se
alimentar, gastrostomia com 9m, cirurgia de refluxo gastro-esofagico com 15m, febre de

origem indeterminada.

4.4.3. Achados Raros

4.4.3.1. Craniossinostose

Um caso familial de SN apresentava a mutagdao p.M72L no gene KRAS, que também
foi identificada na mde e na irmad do probando, ambas também afetadas pela SN. Este

paciente desenvolveu uma craniossinostose da sutura frontal.

4.4.3.2. Tumores

Na nossa casuistica cinco pacientes com SN apresentaram lesdes multiplas com
células gigantes (SN-LMCG), quatro deles com mutacdo identificada — p.N308S e p.Q510P no
gene PTPN11, p.M269R e p.R552T no gene SOS1. Em dois casos a lesdo foi identificada no
0sso da maxila, em um caso no osso da mandibula e em dois casos a lesdo atingiu ambos os

0SSO0sS.
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Leucemia mielomonocitica juvenil (LMM)J) foi observada em dois pacientes com SN e
mutacdo no gene PTPN11, um deles com a mutacdo p.T73l e o outro com a p.E69V. Nos dois

casos a leucemia teve inicio nos primeiros meses de vida e regrediu espontaneamente.

Um paciente com SN com a mutacdo p.P261S no gene RAF1, sabidamente
patogénica, desenvolveu um tumor cistico expansivo em fossa posterior. Infelizmente nao

foi possivel recuperar os dados para melhor caracterizacdo desta tumoracao.

Um paciente com caracteristicas clinicas sugestivas da SC e com a mutacdo p.K5E no
gene KRAS desenvolveu uma schwanomatose difusa. Esta é considerada como um tumor

benigno, porém raramente pode malignizar.



5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

5.1. Estudo molecular

5.1.1. Sindrome de Noonan

O estudo dos diferentes genes responsaveis pela SN mostrou, assim como na
literatura, um maior envolvimento do gene PTPN11 seguido dos genes SOS1 e RAF1. Embora
na literatura aproximadamente 61% dos individuos com SN apresentem a confirmagao do
diagnéstico pelo teste molecular (Romano et al., 2010), na nossa casuistica, altera¢Oes
génicas foram identificadas em 53% (80/152) dos casos avaliados, com menor porcentagem
de mutacOes observadas nos genes SOSI e RAF1. Possiveis justificativas para essa
discrepancia incluem: os critérios diagndsticos utilizados para a inclusao dos pacientes, como
observado por Tartaglia et al. (2011); o ndo rastreamento de todos os éxons codificantes do
gene RAF1; e o fato de o local de estudo ser um Hospital Tercidrio que, em geral, recebe
encaminhamento de pacientes com um quadro clinico mais grave e, portanto, com uma
menor possibilidade de avaliar pacientes com muta¢des no gene SOS1 — os quais tendem a
apresentar uma menor incidéncia de baixa estatura e déficit intelectual, causas comuns de

encaminhamento.

O estudo conjunto de sete genes em 194 pacientes com SN ou SNL foi realizado na
tentativa de avaliar se a grande variabilidade fenotipica encontrada nas sindromes poderia
ser explicada pela presenca de mutagGes em mais de um gene da via RAS/MAPK. No total,
apenas um paciente com quadro clinico tipico da SN apresentou duas mutacGes
reconhecidamente patogénicas (p.N308S no gene PTPN11 e p.R552G no gene SOS1),

indicando que estd possibilidade ndo é frequente, além de ndo agravar o fendtipo e nao
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explicar a variabilidade clinica nesta sindrome. Alguns casos como este foram descritos na
literatura, sempre com a identificacdo de uma das mutacées em um dos genitores. Um caso
envolvia alteragdes nos genes PTPN11 e SHOC2 e o outro, nos genes SOS1 e RAF1 (Ekvall et
al., 2011; Longoni et al., 2010), onde a mutacdo presente nos genitores coincidiu com um
quadro clinico mais leve, sugerindo que esta exerca um efeito aditivo e que atue como um
modificador do fendtipo. J& a mutacdo presente apenas no caso indice tipico, foi
considerada responsavel pela manifestacdo clinica da SN. De forma semelhante, em dois
pacientes com neurofibromatose-sindrome de Noonan (NFSN) também se observou a
presenca de mutacdes em diferentes genes da via RAS/MAPK (neste caso envolvendo os
genes NF1 e PTPN11), sempre uma delas herdada de um dos genitores (Bertola et al., 2005;
Thiel et al., 2009). No nosso caso, também ha uma grande chance de uma das duas
mutacgdes ser herdada, enquanto a outra seja um evento de novo — uma vez que a taxa de
ocorréncia de uma nova mutacdo é bastante rara, da ordem de 10 a 10°® (Regateiro, 2003).
Infelizmente, no presente caso sé foi possivel avaliar a mae, a qual ndo apresentava a
alteragao génica. A recusa do pai em ser avaliado, tanto clinica como molecularmente, nao

permitiu confirmar essa hipotese.

5.1.2. Sindromes Noonan-like

Dentre as SNL estudadas, os quatro probandos com sindrome de LEOPARD, um deles
um caso familial, apresentavam a mesma mutacdo no gene PTPN11 (p.Y279C), considerada a
mais comum. Esta sindrome é considerada alélica a SN, uma vez que as duas doencas
decorrem de mutagdes no mesmo gene, embora as muta¢des sejam distintas (Digilio et al.,

2002; Sarkozy et al., 2004).

Na sindrome CFC, o gene principal é o BRAF (78%), mas mutagdes nos genes MEK1 e
MEK2 podem estar presentes em 13% dos casos (Rodriguez-Viciana et al., 2006). Neste
estudo, foi avaliado apenas o gene BRAF, no qual mutacdes foram identificadas em uma
frequéncia menor (42%). E possivel que nesta populagdo os genes MEKI e MEK2 exercam

um efeito maior.
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Mutagdo no gene HRAS, considerado o Unico gene associado a SC (Gripp et al., 2011),
foi encontrada em um Unico paciente: p.G12S. Esta mutac¢do é a mais comum na sindrome,
com um risco de desnvolvimento de neoplasia em torno de 7% (Kerr et al., 2006). Como a
SC, dentre todas as RASopatias, é a que apresenta maior risco para o desenvolvimento de
neoplasias, essa paciente necessita de seguimento e realizagdo de exames preventivos

conforme propostos por Gripp et al. (2002).

Este estudo ndo contempla a andlise do gene NF1, responsdvel pela quase totalidade
dos casos de NFSN (De Luca et al., 2005). O unico paciente deste trabalho que apresentava
mutacdo tanto no gene NF1 como no gene PTPN11 ja havia sido previamente estudado

(Bertola et al., 2006).

5.1.3. Altera¢Ges nao descritas encontradas

Algumas alteracbes génicas encontradas neste estudo ndo foram descritas
previamente: quatro no gene BRAF, duas no gene KRAS, uma no gene SHOC2 e outra no
gene SOS1. Destas, nao foi possivel estabelecer com precisdao a patogenicidade para duas
delas (p.R626K no gene BRAF e p.620_621insH no gene SOS1), as quais aguardam futuros
estudos. A classificacdo destas alteragdes em patogénicas ou ndo patogénicas (polimorfismo
ou uma variante rara) ndo é uma tarefa facil. Vdrios parametros sdo levados em
consideracao para atestar a sua patogenicidade. As ferramentas de bioinformatica sdo
frequentemente utilizadas para a predicdo in silico por terem facil acesso. Métodos mais
complexos, como os testes funcionais celulares e em modelos animais, requerem estrutura e

conhecimento especializados.
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5.2. Achados clinicos

5.2.1. Sindrome de Noonan

Na casuistica dos pacientes com SN e mutag¢des identificadas observou-se uma alta
frequéncia das seguintes caracteristicas clinicas, compativeis com os dados da literatura
(Romano et al., 2010): pescoco curto e/ou alado (91%), presenca de cardiopatia (83%), baixa
estatura (80%), face tipica (71%), deformidade esternal (54%) e criptorquidia (50%). Quanto

ao tipo de cardiopatia, a EPV foi a mais comum (71%), seguida de MIOCH (18%).

As caracteristicas faciais na SN variam conforme a idade, em geral, sendo mais sutis
nos adultos (Allanson, 1987). Por outro lado, Romano et al. afirmaram que alguns individuos
adultos permanecem com as caracterisitcas faciais tipicas (2010). Neste estudo,
identificamos mutacdo no gene PTPN11 em oito casos familiais afetadas pela SN. A avaliacdo
dos principais achados clinicos, incluindo as caracteristicas faciais, entre os probandos e os
familiares afetados ndo mostrou diferenca significante, de acordo com a descricdo de

Romano et al. (2010).

Em todos os casos familiais confirmados, a avaliacdo clinica dos genitores evidenciou
caracteristicas clinicas suficientes para a suspeita diagndstica. Em nenhum caso
aparentemente isolado, a mutacao foi identificada em um dos genitores, confirmando que a
SN apresenta penetrancia completa (Tartaglia et al., 2002b). Este dado é essencial para
estimar de forma precisa o risco de recorréncia para futuros filhos do casal em questdo. A
presenca de mosaicismo gonadal recentemente descrita na SN (Elalaoui et al., 2010),embora
seja considerado um evento raro, alerta para uma reavaliagcdo, com provavel aumento do

risco de recorréncia estimado.
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5.2.2. Sindromes de Noonan-like

Os pacientes com SNL, bem mais raras que a SN, avaliados neste trabalho e com
mutacdo identificada, possuiam as caracteristicas tipicas de cada uma delas: os probandos
com sindrome de LEOPARD apresentavam manchas lentiginosas e MIOCH; os pacientes com
NFSN, um quadro tipico de NF1 e alguns sinais sugestivos da SN; o lactente com SC
apresentava histéria de polidramnio, dificuldade importante para se alimentar,
necessitando de gastrostomia, face tipica e hiperelasticidade cutanea, com pregas palmares
e plantares evidentes. Os oito pacientes com a sindrome CFC, todos do sexo feminino,
apresentavam atraso do desenvolvimento neuropsicomotor/déficit intelectual e
envolvimento ectodérmico evidente. Em quatro destes pacientes, o exame de imagem do
sistema nervoso central evidenciou dilatagdo ventricular, achado frequente na sindrome

(Papadopoulou et al., 2011).

5.3. Correlagao genétipo-fenotipo

A comparacdo dos achados clinicos, levando em consideragao as alteragdes génicas,
confirma algumas correlacdes ja descritas na literatura (Tartaglia et al., 2010; Zenker, 2011).
Na nossa casuistica, observamos que pacientes com SN e mutacdo no gene: PTPN11
apresentaram maior frequéncia de EPV e baixa estatura; SOS1, apresentaram maior
frequéncia de EPV; RAF1, apresentaram maior frequéncia de MIOCH e, menor frequéncia de
EPV e déficit intelectual; SHOC2, apresentaram anormalidades de cabelo (cabelo fino e com
crescimento lento, e perda de cabelos anagenos). Embora algumas relagdes tenham sido
estabelecidas, ndo ha uma correlacdo precisa entre um gendtipo e uma caracteristica tipica

especifica.
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5.4. Achados Raros

5.4.1. Craniossinostose

Esta anormalidade do fechamento das suturas cranianas ja foi descrita em trés
pacientes com SN e mutacdo no gene KRAS, com o envolvimento das suturas: sagital,
coronal e lambdoidea (Kratz et al., 2009; Schubbert et al., 2006). Na nossa casuistica, um
probando com SN familial e a mutagao p.M72L no gene KRAS, desenvolveu o fechamento da
sutura frontal nos primerios meses de vida. Esta descricdo amplia o rol de suturas
acometidas na craniossinostose observadas em pacientes com SN e mutag¢des no gene KRAS.
O fato da via de sinalizacdo RAS/MAPK estar diretamente relacionada aos genes FGFRs
(fibroblast growht fator receptors) — principais genes envolvidos no desenvolvimento das
formas mendelianas da craniossinostose sindrémica (Wilkie et al., 2006) — sugere que o gene
KRAS também possa exercer um papel no fechamento das suturas cranianas. Além disso, a
papel da via RAS/MAPK na génese da craniossinostose foi demonstrado em um modelo
animal com a sindrome de Apert (causada por mutacdo no gene FGFR2), na qual a inibicdo
desta via preveniu o desenvolvimento da craniossinostose (Passos-Bueno et al., 2008; Shukla

etal., 2007).

5.4.2. Tumores

Devido ao fato de pacientes afetados pela SN terem um bom progndstico, com
sobrevida normal na maioria dos casos, os estudos recentes tém objetivado averiguar o risco
do desenvolvimento de tumores nesta sindrome, uma vez que alguns dos genes envolvidos
sdo proto-oncogenes. O reconhecimento molecular e avaliagdes periddicas dos pacientes

Sao essenciais para averiguar este risco.

Na nossa casuistica cinco pacientes com SN apresentavam lesdes multiplas de células

gigantes (SN-LMCG) envolvendo os genes PTPN1 e SOS1, ambos os genes ja descritos em
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associacao com a SN e este tumor (Hanna et al., 2009; Tartaglia et al., 2002b). A presenca
destas lesGes ndo é um achado exclusivo da SN, uma vez que ja foi descrita em pacientes
com SNL (Neumann et al., 2009). Em pacientes com CFC também ha descricdo de LMGC com
o envolvimento dos genes BRAF e MEK1 (Tartaglia et al., 2011). O granuloma de células
gigantes é considerado um tumor benigno, no qual o tratamento de escolha é a ressec¢ao da
lesdo. Entretanto, alguns pacientes podem apresentar recorréncia ou mesmo o tumor pode
apresentar um cardter mais agressivo, dificultando o tratamento. Caso o individuo também
apresente distlrbio de coagulagdo, que ocorre em 1/3 dos afetados pela SN, ha um risco

aumentado na realizagao do procedimento cirurgico (Wolvius et al., 2006).

A leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) foi observada em dois pacientes com SN
e muta¢des no gene PTPN11: um deles com a muta¢ao p.T73l e o outro com a p.E69V. Nos
dois casos a leucemia teve inicio nos primeiros meses de vida e regrediu espontaneamente.
Em geral, este é o curso observado em pacientes com SN e esta sindrome mielodisplasica,
porém na maioria dos casos algumas alteracdes hematoldgicas podem persistir, como a
esplenomegalia e a monocitose. Embora diferentes mutacdes no gene PTPN11 sejam
descritas na LMMJ, a mut¢do p.T731 é a mais comum (Bastida et al., 2011), a mesma
encontrada em um dos nossos pacientes. Recentemente, pacientes com SN e mutagdes no

gene CBL também apresentam predisposi¢cdo para esta leucemia (Zenker, 2011).

Um paciente com SN e a mutacdo p.P261S no gene RAFI1, desenvolveu um tumor
cistico expansivo em fossa posterior. Anormalidades em fossa posterior com aumento
progressivo de suas estruturas e herniacdo da tonsila cerebelar foram descritas em pacientes
com sindrome de Costello. Como consequéncia, esses pacientes evoluem com hidrocefalia,

ma formacado de Chiari tipo 1 e seringomielia (Gripp et al., 2010).

Um paciente com caracteristicas clinicas sugestivas da SC e com a mutacdo p.K5E no
gene KRAS desenvolveu uma schwanomatose difusa. Esta é considerada um tumor benigno,
porém raramente pode malignizar. Este é o primeiro caso descrito de tumor sélido em
paciente com SC e mutacdo no gene KRAS (Bertola et al., 2011). A presenca deste tumor foi
descrita em dois pacientes (com SN e SC), previamente a identificacido dos genes

responsaveis por estas doencas (Kaplan et al., 1968; Suri et al., 1998). O crescimento
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exacerbado da bainha dos nervos periféricos (neurofiboromas) também é observado em
pacientes com NF1, causada por mutacdes no gene supressor tumoral NF1, também
pertencente a via RAS/MAPK. A ativacdo desta via regula mTOR (mammalian target of
rapamycin), o qual é dependente da via PI3K, que é critica na patogénese da doenca.
Embora estudos funcionais ndo estejam disponiveis para a mutag¢do p.K5E encontrada neste
estudo, outra alteracdo génica afetando o mesmo residuo (p.K5N) demonstrou um impacto
na funcdo da via RAS/MAPK (Johannessen et al., 2005). De forma similar, a mutagdo p.K5E
encontrada no gene KRAS nesta casuistica pode ter causado o desenvolvimento de

schwanomas difusos decorrente da ativacdo da via mTOR.

Dentre as alteragdes nao descritas identificadas neste estudo, as descritas abaixo ja
foram relacionadas, elas mesmas ou o seu residuo, como um evento somatico em

neoplasia (Forbes et al., 2011):

e p.M72L no gene KRAS: mutagdo envolvendo o mesmo residuo, p.M72l, ja foi descrita

como evento somatico mieloma multiplo;

e p.464E no gene BRAF: ja foi descrita como mutacdao somdtica em carcinoma cortical
na glandula adrenal, carcinoma e adenocarcinoma no intestino grosso, carcinoma

ovariano e no trato superior aero-digestivo;

e p.K601l no gene BRAF: ja foi descrita como muta¢do somatica em melanoma na pele,
carcinoma e adenoma na tiredide, e carcinoma, adenocarcinoma e adenoma no

intestino grosso.

O risco de desenvimento de neoplasias nas RASopatias é melhor estabelecido para a
SC, em torno de 17% (Gripp, 2005). Nesta sindrome, as mutagbes germinativas encontradas
no gene HRAS se sobrepdem aquelas indetificadas nos tumores como eventos somaticos. As
mutagdes ndo descritas aqui discutidas envolvem os genes KRAS e BRAF, também associados
a neoplasias. Por hora, ndo é possivel estabelecer com precisdo se essas mutagdes conferem

um aumento no risco de neoplasias nesses pacientes. Como ha uma variedade grande de
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tipos de tumores, o que impossibilita uma triagem preventiva, o seguimento clinico desses

pacientes é essencial para um diagndstico mais precoce e um manejo mais adequado.

5.5. Estratégia de Investigagdao Molecular

A partir deste estudo e de estudos anteriores (Romano et al., 2010; Tartaglia et al.,
2010; Zenker, 2011) foi possivel estabelecer quais sdo os éxons mais frequentemente
envolvidos na SN e SNL em nosso meio, o que facilita a abordagem do estudo molecular.
Além disso, embora a correlagdo gendtipo-fenétipo ndo seja totalmente precisa, uma maior
incidéncia de algumas caracteristicas clinicas, em especial o tipo de cardiopatia (Tabela 14),
auxilia na criagao de um fluxograma para a investigacao molecular. Sugere-se, portanto, o

seguinte fluxograma para investigacao molecular (Figura 2):
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Figura 2 — Fluxograma para estratégia de investigacdo molecular nas sindromes de Noonan e Noonan-like
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Na sindrome NFSN, a quase totalidade dos casos é decorrente de mutagdes no gene
NF1. Apenas dois casos foram descritos na literatura, nos quais o probando apresentava
mutagdo em outro gene na via RAS/MAPK além do gene NF1 (Bertola et al., 2005; Thiel et
al., 2009). Portanto, a estratégia de investigacdo molecular nesta sindrome envolve o estudo

do gene NF1.

Embora um grande avanco no conhecimento sobre SN e SNL tenha sido alcangado,
varios aspectos precisam ser melhor elucidados, como: caracterizacdo precisa da propensao
ao desenvolvimento de neoplasias, estudos que permitam avaliar as consequéncias
bioldgicas das mutacdes, identificacdo de outros genes responsaveis, assim como outros
fatores genéticos e/ou ambientais que possam explicar a variabilidade clinica inter e

intrafamilial.
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O estudo molecular das SN e SNL ainda ndo responde pela totalidade dos casos. Na
casuistica de 194 individuos deste trabalho, muta¢ées nos diferentes genes da via
RAS/MAPK foram encontradas em 99 pacientes. Ou seja, 95 pacientes clinicamente afetados
pelas SN e SNL permanecem sem diagndstico molecular, sugerindo o envolvimento de um

ou mais genes ainda ndo descritos para essas sindromes.

A correlacdo gendtipo-fendtipo explica parte da grande variabilidade clinica
observada na SN. Alguns achados clinicos estdao estabelecidos e, apesar de ndo serem tipicos
e exclusivos para uma das SN ou SNL, auxiliam na estratégia de investigacdo molecular, que

por sua vez otimiza a confirmac¢ao do diagndstico clinico na atualidade.

Mutac¢bes reconhecidamente patogénicas em mais de um gene da via RAS/MAPK é
um eventeo raro, nao agrava o fendtipo e ndo explica a variabilidade clinica nesta sindrome.
E possivel que alteracdes em outros genes, polimorfismos, variacdo no nimero de cépias de

DNA ou até a epigenética possam justificar tal variabilidade.

A dificuldade no diagndstico clinico das SN e SNL continua sendo um desafio, uma vez
gue estas sindromes apresentam variabilidade fenotipica tanto intra como inter sindromes,
além da auséncia de um critério tipico e exclusivo de cada uma. Com isso, o diagndstico
molecular torna-se uma ferramenta cada vez mais Util para a confirmacdo diagndstica, para
0 progndstico, especialmente em relacdo ao desenvolvimento de neoplasias, e para o

estabelecimento mais preciso do risco de recorréncia da doenca na familia em questao.
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ANEXO | - Sequéncia dos primers para genes estudados

Pares de primers para amplificacdo do gene PTPN11

Exon Primer sense* Primer anti-sense* DMSO Tm (2C)
2 AGCTGTGTTGTTGTGGA CGAAATGCAGGCAGCA sem 59,6

3 GGTAAAATCCGACGTGGA AGCCTTTGGAGTCAGAGA sem 59,6

4 GTGTTTAGGAGAGCTGA GGTGTCTGTCTTCTGTCA com 56,7

5 GAATAATGCTGCAGTGA ACCTCTGTATGTTTGCA sem 48,2

6 TCAACTGCTGTACTCGA TCAAGTCTCTCAGGTCCA sem 53,4

7 GAACATTTCCTAGGATGA GGTACAGAGGTGCTAGGA sem 56,7

8 GGCTGGGGAGTAACTGA CTTTCAGGACATGAGGA sem 50,5

9 TCCTTCCTCATGTCCTGA CCTAAACATGGCCAA com 53,4
10 TTCTGATCTCTTCCAGA ATGCATGCATGTATGCA sem 53,4
11 AAGCTTAGAACCGGGTGA AAGAGCTAGGAGTGGGTA sem 59,6
12 GCTTGGTTTTGAGTCTGA CAACCTCTCTTCCCCAGA sem 56,7
13 GCATTGTCTCTGAGTCCA CCTGTCCTCCTGCTCA sem 56,7
14 AACCATTGTCCCTCA AAACCACCATGACCA sem 53,4
15 GCCCAAAGAATGTAGTA TAAGCAGGCAAGCAATT sem 53,4
*Primers extraidos de Bertola et al., 2006.

Pares de primers para amplificagdo do gene KRAS

Exon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (2C)
2*  GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA GAATGGTCCTGCACCAGTAA com 61.8

3* TCAAGTCCTTTGCCCATTTT TGCATGGCATTAGCAAAGAC com 61.9

4* TTGTGGACAGGTTTTGAAAGA AGAAGCAATGCCCTCTCAAG com 61.10
5**  CTCAAGCTCATAATCTCAAACTTCT GTAGTTCTAAAGTGGTTGCCACC com 61.11
6**  GACAAAACACCTATGCGGATGA GCTAACAGTCTGCATGGAGCA com 61.12

*Schubbert et al., 2006; **Carta et al., 2006
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ANEXO | - Sequéncia dos primers para genes estudados (continuagao)

Pares de primers para amplificagdo do gene SOS1

Exon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (2C)

1 CTGTTCCGCGCTGCGAGC CGAGACCGGGAAGAAAGACG com 67.3

2 TGCCCGGCCACAAACCCAC CCCTGTTCACTGACATTACAACC sem 59.6-65.0
3 CAGGATGTGATATTCCCCCTAG CCTTCTCACCACATAAATCTCTGG sem 61.8 - 65.0
4 GTTGGTAAGCACAGGCCTC CTGGAGATATTCCCCAACAC sem 61.8

5 CAGAGAACTTAGAGCATTTCAC GTGATCATGAATTAAGTCCCAC sem 56.7 - 65.0
6 TGCAAATTGTACACCTTTGCAG AGCTGGAAAGAAGTAAGACTC com 61.8

7 ATTGTGCTCGCATAGTCGTG TTCAGACATTGTACATCTTCAT sem 45.0-48.2
8 CTGGGGCAGCACTTTATTTG AAATTCACACTTGAATATGTTA sem 45.0-59.6
9 GCCTGTCACAAGATATAACCC GAGGGAACTGGGATCCCTG sem 63.4 - 65.0
10  CATGAGCTCTAGGTTTTCTGTCA CACAATAAACCCATGCAGGA sem 60.7 - 64.6
11 GTCCAAAGCCTTCTACTTGGC GAAAAGGATCTTAGCTCAATCTC com 50.5

12 GACTGGTGAAAACGTTTGTGG CTCCTTGTTTGGGAAAGGTCC com 56.7

13 CAAACAAGGAGAGGGGTGAC TACTGAGCCCCAATGACATC com 56.7 - 59.6
14 GCAAAGATACATTCAGGTGT TGCCTGGCCTTATTACTAG sem 56.7 - 65.0
15 GTTTTCACAGACCTTTCTGTTGG GACAGAGCAAAACTCCGTCTC sem 59.6

16  TTATACTATCGCCACCCCCCTA CTACTGAAAAGACAAATGAG com 53.4-56.7
17  GGGCGTTTCTGTTAGCCTAG TTCTAAAGGGCTTCAGGTGC sem 59.6

18  GGCAACTGAGATGGTACAGTG CTCCCCTATAAAATAAACCTGCC sem 59.6

19  GGCAGGTTTATTTTATAGGGGAG  GGAAGTGGGATATTCCTGGAC sem 56.7 - 64.6
21 CTTCTCAAAAGTAAGTAGTAA GTACCAATGCTGCCAGACCC sem 53.4

22 GTCTGCATGCTTTTATGGCAG GAGAACTAAACTAGACAGCCG sem 61.8 - 65
20a  TAGCTGAATTTTACCAGGCAC CTGTGGTACTGGAAGCACCAG sem 56.7 - 65
20b  CCACACCTCTGCAGCAGGAG GTTGGTGGAGTTTAGAATTTGTC sem 56.7 - 65
232 TAGCATCCTGCCAATAGCATG GTGCCGTGAGGAGAAGGTG sem 61.8-65
23b  CCACCACGAGAACCTGTGAG GCTGGCACATTCAGTGCATCC com 61.8-65

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000).
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ANEXO | - Sequéncia dos primers para genes estudados (continuagao)

Pares de primers para amplificacdo do gene RAF1

Exon  Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (2C)
7 CAAATATGTACTTGAAAGACTTCACCA  AAAACTCTGAAATAAGTATCAACCTCA sem 60

14 TGACCATTCTTTTGAAACCAGA AGGCATTCCTTTTGCCCTAT sem 60

17 TGAGACACAGCTAATGAGAGCA CTGCTGGCTTCTCCTCCTC sem 60
Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000).

Pares de primers para amplificacdo do gene HRAS

Exon  Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (2C)

2 CAGGAGACCCTGTAGGAGGA AGCTGCTGGCACCTGGAC com 63.4

3 AGGGAGAGGCTGGCTGTGTG TCCAGGACATGCGCAGAGAG com 67.4
4 TCCTCTCTGCGCATGTCCTG GCCCTGTGTCAAGGGAGAGG com 63.4

5 GCTCTCCACCCCACAGCTA CGTCCCGGGAGACTTACAG com 59.6

6 ACAGCAGGGAGCCCCtCAC CGGTGGCATTTGGGATGTTC sem 69.6

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000).

Pares de primers para amplificacdo do gene BRAF

Exon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (2C)

6 ACCCCCGGTTTTCATTTTAT TGGAAGAAAAACCCTCACAGA sem 45,5 -56,7
11 AAGGGGATCTCTTCCTGTATCC GAAACTTTTGGAGGAGTCCTGA sem 50,5 - 65
12 TGGTATGGAGTTAGGGCTATGA AGTTGCTACCACTGGGAACC sem 53,4-65,0
14 TTCGAGGCCAGAGTCCTTTA ACATGCATGCACAATCCTTT sem 50,5 - 65,0
15 GCT TGC TCT GAT AGG AAAATGAG TTT CTA GTA ACT CAG CAG CATCTC sem 52

16 TGGTAAAAGCATTGCTCTAGGA CTTCACGCTTACCCAGGAGT com 48,2 -53,4
Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000).

Pares de primers para amplificacdo do gene SHOC2

Exon Primer sense Primer anti-sense DMSO Tm (2C)

2 CAGATGGATGTTACTCCATG CTCTTGGATAAGTCCAAACG sem 59,6

Para o desenho das sequencias dos pares de primers, foi utilizado o programa Primer 3 (Rozen et al., 2000).
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6)

clinical case report

Co-occurring PTPNT11 and SOST
gene mutations in Noonan
syndrome: does this predict a
more severe phenotype?

Coocorréncia de mutacdes nos genes PTPNTT e 5051 na sindrome
de Noonan: este achado prediz um fendtipe mais grave?

Amanda Salem Brasil', Alexsandra C. Malaquias?,
Luciana Turclla Wanderey'!, Chong Ae Kim', José Eduardo Kriagar®,
Alexander A. L Jorge®, Alexandre C. Pereirg®, Débora Romeo Berfola’

SUMMARY

Moonan syndrome (NS is an autosomal dominant disordar, with varabla phenotypic expros-
sion, characterized by short stature, facial dysmorphisms and heart diseasa. Different genes of
tha RAS/MAPK signaling pathway are rasponsible for the syndrome, the most common ara:
FTEN11, 5051, RAF1, and KRAS. The objective of this study was to report a patiant with Noo-
nan syndrome presenting mutations in two genas of RAS/MAPK pathway in order to establish
whether thesa mutations lead to a more severe axpression of the phenotype. We used direct
saquencing of the PTPNTI, 5051, RAFT, and KRAS genes.\We have identified two|dascribed mu-
tations in heterozygosity: p.N308D and p.A552G in the genes PTPNTT and S051, respactivaly.
The patient has typical clinical features similar to the ones with NS and mutation in only one
gena, evan thosa with the sama mutation identified in this patient. A more sevara or atypical
phenotypa was not cbserved, suggesting that these mutations do not exhibit an additive effect.
A Bras Endocring! Matab. 2010:54¢8):717-22

SUMARID

A sindroma de Noonan (SM) é uma doenga génica autossdmica dominante, com expressao
clinica varidvel, caracterizada por baixa estatura, dismorfismos faciais e cardiopatia. Diferen-
tes genes da via de sinalizagdo RAS/MAPEK sdo responsdveis pela sindrome, sendo as mais
frequentes: PTPNTI, 5051, RAFT e KRAS. O objetivo desta estudo foi relatar um paciente com
SN gue apresenta mutagoes em dois genes da via RASMAPK a fim de estabelecar se essas
mutaghas levam a uma expressio mais grave do fendtipo. Utilizou-se saquenciamento direto
dos genes PTPN 11, 5051, RAFT o KRAS. Foram identificadas duas mutagbes em heterozigoss
previamenta descritas: p.N30ED & p AS52G nos ganes FTPNTT e 5051, respectivameante. A pa-
ciente apresanta quadro clinico tipico semelhante 50 dos pacientes com SN & mutag$o am um
Unico gena, mesmo naguelas com 2 mesma mutagao identificada na paciente. Nio foi cbsarva-
do um fendtipo mais grave ou atipico na paciente, sugerindo que as mutagbes ndo aprasantam
um efgito aditivo. Arqg Bras Endocrinal Metab. 2010;54(B:717-22

INTRODUCTION

oonan syndrome (NS; OMIM 163950 is an
autosomal dominant disorder with an estimated
incidence berween 1,1 000 and 12500 (1). The
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main clinical fearures, which are extremely variable,
include short stature, facial dysmorphisms, webbed
neck, cardiac abnormalites {especially pulmonary ste-
nosis and hypertrophic cardiomyopathy) and crypror-
chidism in the males [ Reviewed in ref. (21].
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Corooouring mutations In Moonan synidrome

The molecular background was recently unveiled.
Different genes of the BAS/MATK signaling pathway
are responsible for NS (Table 1} (3-11). Mutation in
the PTPN1I, SO51, RAF! and KRAS genes, usually
leading to a gain-of-funceion, is found in approximacely
70% of N5 (12) cases. Mugations in ocher genes in chis
pathway are rarely described in NS patients, including
BRAF, MEKI, MEK2, SHOCZ2 and CRL (12,13).

Due to the complexity of the molecular analysis in
NS, previous studies have screened patients initially for
the PTPNI1I gene, the main gene in the syndrome.
Only in those patients who were negative for mutations
in this gene, were the other genes subsequently ana-
lyzed uneil a mutation was found.

Several hormones, including growdh hormone
(GH) (2) and insulin-like growth factor 1 (IGF-1),
act through receptors that stimulate the RAS/MATPK
pathway, and therefore, N5 and related disorders rep-
resent 2 remarkable opportunity to study the implica-
tion of the RAS,/MATPK pathway in different endocrine
systems. Additonally, children with NS are frequently
referred to endocrinologists because of shore scaire,
delayed puberey and/or undescended testes in males.
Therefore, NS is important in the differential diagnosis
of short stature and has important implications in GH
therapy.

Recently, two groups described NS patientss pre-
senting two mutations in different RAS /MAPK path-
way-relared genes (14,15). In both studies, one of
the murations predicred o affece the prowein funcrion
(pathogenic mutation ), while the other mutation pre-
diceed to be benign (uncertain pathogenicity).

To evaluate if the variable expressiviey in this syn-
drome is due pardally to the presence of more than
one mutation in genes of the RAS/MAPK pathway, we
screened a cohore of NS syndrome patients for the main
responsible genes — PFTPN1L SO81, RAF] and KRAS.
Herein, we repore on a single patient presenting ewo
pathogenic mutations in the main genes responsible for
NS - PFIPNII and SOSL

Table 1. Major genes of RAS/MAPK signaling patfway imvolved with
Moonan syndrome

Locus Mutation Gens %) Reference
129241 PTENTT 2T [412)
2p21 S051 128 8,11)
3p2E1 AAFT e (6,7
12p121 KRAS rg [35)
& In patients withaut PTP T genz mutation; b In patents wihoul FTENY 1 and 5051 ganes
mutstien.

Tig

CASE REPORT

The proband, a 10 year-old female, is the only child of
non-consanguineous parents. Her mother was 22 years
old and her father 36 years old at the dime of concep-
tion, both parents had normal height (mother’s height
= 158 cm and father’s height = 183 cm). She was born
at term, by vaginal delivery, with a birth weight of
2710 g (-1.3 5DS) and length of 48 cm (-0.5 SDS).
A heart murmur was audible and a diagnesis of pul-
monary stenosis was disclosed. She was first evaluared
at our cardielogy clinic and a cardiac surgery was in-
dicated at the age of 3 years and 3 months due to the
presence of valvar and supravalvar pulmonary stenosis
and ostium secundum atrial sepral defect (ASD) on the
echocardiogram. EKG showed signs of rnight ventricu-
lar hypertrophy. At the first evaluation she was 89 cm
tall (height SDS = -1.8), weighed 11,100 g (body mass
index 5158 = -1.5) and her head drcomference was
47.2 cm (-1.5 S5DS). She had Noonan syndrome-relat-
ed dysmorphisms (Figure 1): mild hypertelorism, left
prosis, shight proprosis, malocclusion, high arched pal-
are, overfolded pinnae; webbed neck; sternal deformity
( pectus carinaswm supenorly and excarasam inferiorly);
hepatoesplenomegaly and distal joints hiperextensibil-
ity. No evident ectodermal findings were disclosed. She
had normal developmental milestones. Complementa-
ry exams showed normal abdominal ultrasound, spine
X-ray, bone age, hemarological studies, including factor
XI analysis and karyotype. Ophthalmeologic evaluation
demonstrated prominent corneal nerves on slit-lamp
exam. At the age of 10 vears, she is enrolled at a regular
school, without major difficoleies. A positive family his-
tory of NS was not uncovered, either by the physical
exam of the mother or by medical history and photo-
graphs of the father.

"

Figure 1. Noonan syndrome patient showing bypical NS facial
dyzmomphizms: hyperielorism, left phosiz and slight proplosis.

Arg Bras Endocrinol Metab. 2010:54/8
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SUB.JECTS AND METHODS

Molecular studies

This patient was included in an on-going cohort study
of N5, approved by the Instirutional Ethics Commit-
tee of Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de 530 Paulo (HC-FMUSP). Briefly, venous blood was
drawn for genomic DNA extraction from peripheral
leukocytes using a salting-out protocol.

FTPNI! exons 2-15  (Reference sequence:
NC_000012.11}, 5081 exons 1-23 (NC_000002.11),
RAFI exons 7, 14, and 17 (NC_000003.11) and
KRAS exons 2-6 (NC_000012.11) were amplified us-
ing specific intronic primers (primer sequences and am-
plification protocols will be sent upon request). PCR
produces from these exons were direcdy sequenced
with dideoxy chain-termination method using a kit
ABI PrismTM BigDwye Terminator (Perkin Elmer, Fos-
ter City, CA, USA) and analyzed by an anrosequencer
ABI Prism Genetic Analyser 3100 automatic DNA
sequencer (Perkin Elmer). Genoeype sequences were
manually observed using DNASTAR SegMan — Laser
Gene. New allelic vanants identified in SO5] were also
investigated in 192 conerol individuals (384 alleles).

In silico prediction of mutation effects

Missense variants idencified by sequencing were classi-
fied based on their potential impact on protein func-
ton or structure, using a new version of the PolyThen
method (16). These predictions are based on the analy-
sis of multiple sequence alignments of homologous
proteins, functicnal annotation and seructural informa-
ton. PolyPhen defines the predictions of the mutations
as follows: 1) probably damaging: it is with high con-
fidence that it is supposed to affect protein funceion or
structure, 2 possibly damaging: it is supposed o affect
protein function or seructure and 3) benign: it is most
likely that it lacks any phenotypic effect.

Another investigation of the variations identified in
this study include a tool for whole genome compara-

Co-oCoumng mautations in Koonan syndrome

tive analysis of the human genome using the VISTA
Genome Browser (17). Muldple amino acid align-
menes were buile using wild-type and mutared human
sequence and wild-type Fugu rubripes, Pan troglodyees,
Gallus gallus, Xemopus eropicalis, Canis familinris, Dia-
mia rerio and Trichoplax adbasrens sequences.

Laboratory evaluation

GH and insulin were measured by an immunofluoro-
metric assay (AutoDELFIA® PerkinElmer, Waltham,
MA, USA). Cut-off levels used to rule out GH defi-
ciency diagnosis after stimulation test were peak GH
levels » 3.3 pg/L: (18). IGF-1 and IGFEP-3 were
measured by chemiluminescence assays (IMMULITE,
Diagnostic Products Corporation - DPC, Los Angeles,
CA, USA) and expressed as SDS for age and sex ac-
cording to reference values provided by the assay kie.

RESULTS

Molecular results

Positive molecular findings are summarized in table 2.
No mutation was identified in the KRAS and RAFI
genes. One previously described mutation in PTPNII
was identified in the heterozygous state [p.N308S
i 14)]. Direct sequencing of SOS8T revealed two hetero-
zygous allelic varants: one previously descrnibed muta-
tion [p.R552G (9)] and a new variant p. A708T. For the
two previously described mutations, the aleerations are
prediceed to ke probably damaging and amino acid res-
idues are conserved between different species. On the
other hand, the new alteration found (p A708T in the
SOST gene), is predicted to be benign and is not con-
served among species. Furchermore, a control group
was screened and this specific gene aleeration was pres-
ent in 4 out of 192 control individuals in the hetero-
zygous state (allelic frequency of 1%), characrenzing a
polymorphism in our populacion. The patient’s mother
had none of these three described allelic variants. Un-
fortunately, DNA from the father was not available.

Tabda 2. Sunmary of the muations found in the presently described Noonan syndrome patient
Gene Exon Huclsotide Amino Acid Described PafyFhen s
PTPNT B cATIHG p.N3085 Yozt Probably damaging Conzerved
5051 10 cATEEE p FEE2G Yoz Peubabily damaging Conserved
5051 12 cBHI2A p.ATOET No Banign No conserved

&) Lecshwe for p N3OBS In PTRW gene (90.09-23; b) Lierature for p RSS2G In S0 gere (9,11,.24-25); PolyPhen (15 VISTA Genome Bvowsar [17)
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Phenotype analysis

The present patent, who has co-occurring mutations
in the PTPNII and 8031 genes, did not have a more
severe phenotype than those NS patients with muta-
dons only in PFTPNIT or 8081, In our group we iden-
tfied five other NS patients with p.N3085 muration
in the PTPNII gene and one patient with p.R552G
mutation in the SOST gene (14,27). The phenotype of
these patients did not significantdy differ from the pa-
tent harboring both mutations {Table 3).

Table 3. Clinical phenofype of WS patient with co-occurrence of PTENTT
{p.N20E0) and 5057 (p.R352G) pathogenic mutations in comparison with
N3 patients with only one of the genes.

ﬂ’#ﬁ;ﬂ p.N30BS pRSE2G

— pROS  (PTPNIT)  (SO51)
(5051)

Pafientiz) 1 5 1
Typical fzcial feaiumes + 55 +
Pulmanary stenosis + 25
Siernal defoemity - 15 +
Development dalzy - 25
Height 505 -18 -12t0-39 -15
Height 505 02 -21fo+12 04
BMI 305 -15 -1014001 13

Hslghl 505 was ciculaled using age- End gendsr-spectlic NOITE (=) lor general popuistio [78)
ant ) spectic for NDonan syndeome patiens (24).

Hormonal analysis

Patient had normal merabolic evaluadon for her age:
fasting glucose and insulin were 77 mg/dL (4.2
mmol,/L) and < 2.5 pU/mL, respectively. She also had
an unremarkable lipid profile (Total cholesterol of 136
mg,/dL, HDS-cholesterol of 40 mg/dL and englycer-
ides of 98 mg/dL). IGF-1 and IGFBP-2 levels were
at the lower normal range for sex and age (61 pe/L
and 2.0 pg/mL, respectively; both corresponding wo
-1.7 5DS). During the conidine test to evaluate GH
secretion, the patient had a GH peak of 8.5 pg/L, rul-
ing out GH deficiency. These hormonal findings were
similar to the ones observed in other NS patients in our
group (30].

DISCUSSION

In the present study we described a NS patient with
simultanecus pathogenic mutations in two of the most
common genes associated with NS - PTPNII and
% 8081 The patient has typical features of NS - short

T

seaure, classic facial features, webbed neck and che spe-
cific heare defece (pulmonary stenosis associaed with
atrial septal defece).

Missense heterozygous mutations in the PTPNII
gene are found in approximately 50% of NS patients
(19}, clustered especially in exens 3, 8, and 13. Dif-
ferent from exons 3 and 13, in which the murations
are spread, mutadons in exon & mainly involve residue
308. Indeed, the most frequent mutation found in N§
is p.N30BD (10,19). Muration p.N3085 has also been
found in several studied patenes (10,19-23).

Regarding the SOSI gene, two gene alterations were
found in our pacient. The p.R552G is a known patho-
genic mueation, the most frequent one in this gene as-
sociated with NS (9,11 24-26). Concerning the novel
p-A708T, additional analysis (m sifice analysis and a
control group test) showed that this gene aleeration is a
polymorphism in our population and most probably is
not associated to significant phenotypic effects.

Although a clear genotype-phenotype correlation in
NS has not been established, patients presenting mu-
mations in PTPNII tend to show a higher prevalence
of pulmonary seenosis, shore starure, seermal deformity
and bleeding diathesis (10,19). Specifically for the mu-
ration p.N308D, Tarraglia and cols. (19) demonstrated
that the patients required less spedal education, com-
pared to other described musations in PTPNI1I gene.
For the 8081 gene, patents presenting mutations in
this gene showed more prosis, ectodermal signs, such as
kerarosis pilaris and curly hair, and normal intelligence
i11). Roberts and cols. {25) showed that their patients
also had a high frequency of pulmonary stenosis, but
ASD was relacively rare. On the other hand, Tarmaglia
and cols. (9) found less short stature in their patients.

The proband here presented does not show atypical
findings or a more severe phenotype than NS patients
with isolate mutations — even when compared to pa-
tients with p. 3085 or pR552G mutations in PTPNII
and SOSI, respectively. Some of the fearures presented
by our patient are common to mutations in both genes,
such as the typical facial fearures and the cardiac lesion
— valvar pulmonary stenosis. On the other hand, the
proband showed short stature, ASDY and lack of evident
ectodermal findings, which is more consistent with
the phenotype of padents harboring mutations in the
FTPNII gene (9-11,19 25).

The genes here invelved { PTPN1T and 50S81), cod-
ing for upstream proteins of the BAS/MAPEK signal-
ing pathway, are closely connected to SHC and GRE2

Ang Bras Endocrinol Metab. 201005475



76

ANEXOS

proteins. All chese proteins belong wo the same complex
that has the funcdon of exchanging GDT for GTT o
activate the RAS-RAF-MEK-ERK cascade. Mutations
in PTPNI1I and SO&I reported here, commonly lead
to 2 gain-of-funcion of the RAS /MAPK pathway. The
face that we did not observe a more severe phenotype
in our patient with mueations in both genes suggests
that murations in these two genes do not have additive
effects, leading o a typical N5 phenotype.

The occurrence of two known pathogenic muo-
tations in genes of the RAS/MAPK pathway in NS
has not been described before. Two previous stud-
ies (14,15}, including one from our group, showed
the presence of one known pathogenic mutation and
another gene aleeration that probably functions as a
modifier. We described a NS patient presenting the
pathogenic p.N308D mutation in the PTPNII gene
and also the p. N85S muration in the KRAS gene (14).
The patient presented typical features of NS and learn-
ing disabilides, which is not commeon, but far from an
exception, in individuals with the p.N308D musation
in the PTPNII gene. Ekvall and cols. (15) reporeed
on a NS patient presenting mild psychomotor develop-
mental delay, hoarse voice, osteoporosis, loose anagen
hair, gingival hyperplasia, spinal neurcblastoma and
liver haemangioma, and mutations in the SHOC2 gene
(p-52G) and FTPNII gene (p.G409A). The mother,
presenting only short satire, also showed this late-
ter gene alteration. The authors concluoded thar the
p-G409A mutcion in the PTPNII gene represents a
mild pareial mutation, actng as a modifier. On the oth-
er hand, the report of two pathogenic mueations in pa-
tents presenting neurofibromatosis-Noonan syndrome
(NFNS) have been previously described (31,32) bue in
both cases one of the parents had one of the mutations,
which increases the chance of this occurrence.

The rate of new mueations is very low in general and
the presence of two mutations in our case is our of the
ordinary. Unforeunately, we were not able to rule out
with cereainey that the father comprised one of these
mutations, but photographs failed wo show any facial fea-
tures suggestive of N5, Besides, there is no history of
heart problems and he has a height of 1 5D above the
mean.

The great vanability in the phenotype of NS patient
still remains to be properly elucidated. The presence
of two different pathogenic mutations in our patdent,
which is an extremely rare event, failed to show an im-
portant effece in the phenotype. We can speculare that

Ang Bras Endocsingl Metab, 2010054/8
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subtler gene aleerations, such as polymorphisms of sin-
gle nucleotides (SNPs) in genes of this pathway or even
other genes associated with environmental faceors may
modulate the phenowype.
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ABSTRACT

Purpose: To describe the ophthalmological characteristics in a group of Noonan syndrome patients with proven
mutations in the PTPNII gene.

Methods: Thirty-five Noonan syndrome patients with PTPNII gene mutations underwent ophthalmological
exams, which consisted of external inspection, slit-lamp biomicroscopy examination and an ophthalmoscopic
examination after instillation of 1.0% tropicamide or 1.0% cyclopentolate.

Results: All 35 patients had at least one abnormality upon ophthalmological examination. The eyelid and exter-
nal eye abnormalities were the prevailing features, followed by prominent comeal nerves on slit-lamp exam.
Fundus changes were detected in 8% of the subjects, mainly associated with high myopia. No statistically
significant differences were observed among the patients presenting specific mutations in the PTPN11 gene.
Conclusions: The current study further supports the finding that ocular symptoms account for a large fraction
of the clinical manifestations of NS. Additional characteristics are described here. The roles for the various

mutations of PTPN1T in ocular development are yet to be established.
Keywords: Noonan syndrome, PTPN11, ocular, ophthalmological characteristics, eye

INTRODUCTION

Noonan syndrome (NS) has an estimated incidence
that ranges from 1:1000 to 1:2500 live births and an
autosomal dominant pattern of inheritance.! This
disorder is characterized by short stature, congenital
heart defects (particularly pulmonary valve stenosis
and hypertrophic cardiomyopathy) and facial dys-
morphism (inverted triangular face, hypertelorism,
ptosis, downslanting palpebral fissures, and low-set
posterior rotated ears with a thick helix).2 Other com-
mon manifestations include webbed neck, thoracic
deformities, cryptorchidism, developmental delay of
variable degree, bleeding diathesis and lymphedema®
NS is a genetically heterogeneous disorder caused
by mutations in genes of the RAS/MAPK signaling
pathway, including the PTPN11, KRAS, SOS1, SHOC2
and RAF1 genes.** Mutations of the PTPN11 gene are
found in approximately 50% of typical patients.5”

Few reports addressing the ophthalmological
aspects of NS are found in the literature, the vast
majority being limited to case reports. Lee® described
ophthalmological findings for 58 patients fulfilling
clinical criteria for NS, 95% of whom had at least one
ocular abnormality. The majority of patients (63%)
had anterior segment changes.

A variant of NS may present with multiple lentigi-
nes. Patients with NS with multiple lentigines carry
mutations in the genes of the same signaling pathway
as NS and present with a similar phenotype to NS,
with the addition of ECG conduction abnormalities,
multiple lentigines, café-au-lait spots, obstructive
cardiomyopathy and sensorineural hearing deficits,
among other findings.” Alfier?” studied visual function
and visuoperceptual abilities in individuals with NS
and NS with multiple lentigines who had mutations in
the PTPN11, SOS1 and RAF1 genes. Of the 24 subjects
in the study by Alfieri,” 83% were identified as having
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abnormalities. Among 10 patients with NS and proven
mutations of the PTPN1I gene, two had normal ocular
motility, fundoscopy and refraction and only one had
normal visual function. Thus, carriers of mutations of
the PTPN11 gene demonstrated a relatively lower preva-
lence of ocular abnormalities. However, this finding may
be attributed to the relatively small sample size.

Thus, the current study aims to establish the preva-
lence of mutations of the PTPNII gene in Brazilian
patients with NS, estimate the prevalence of ocular
abnormalities and to explore genotype-phenotype cor-
relations in this subset of patients.

MATERIALS AND METHODS

Patients were evaluated at the Clinical Genetics Unit
of the Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Sao Paulo. Subjects were
examined by a clinical geneticist with experience in
NS, and their diagnoses were based on clinical features
according to the criteria of van der Burgt" and con-
firmed by molecular analysis of PTPN11. Those who did
not harbor a PTPNT mutation were excluded from the
study. They underwent an ophthalmological exam that
consisted of external inspection, slitlamp biomicros-
copy examination and an ophthalmoscopic examination
after instillation of1.0% tropicamide or 1.0% cyclopen-
tolate. Hypertelorism was defined as an interpupillary
distance outside the 97% normalcy range for patents’
age, taken from the chart proposed by Feingold.”™ The
interpupillary distance was calculated based on inner
canthal and outer canthal measurements. A statistical
analysis was performed using Fisher's exact test, with

a significance of ' <0.05.

RESULTS

The final cohort consisted of 35 patients (13 females
and 22 males) with a proven PTFN1] gene mutation,
ranging in age from 4 months to 40 years with a mean
age of 12 years and 11 months and a median age of 8
years and 1 month. All of the 35 patients had at least one
abnormal parameter and 11% of them had three or more
abnormal parameters. Abnormalities of the anterior seg-
ment, posterior segment or strabismus were detected in
66% of the patients (Table 1).

External ophthalmological features were identified
in 34 (97%) patients; 26 of the 35 patients (74%) had
downslanting palpebral fissures, 20 had hypertelor-
ism (57%), 18 patients (51%) had ptosis and @ patients
(26%) had proptosis. Strabismus was disclosed in five
patients— three with esotropia and two with exotropic
strabismus. Motility was normal in the case of a patient
with anisometropia.

Fundus changes were detected in three patients (8%},
comprising degenerative changes secondary to high

myopia, such as myopic choroidosis, posterior vitre-
ous detachment and optic disc excavation (0.7 = 0.8 mm
RE e 0.7 =0.7mm LE) suggestive of glaucoma. Further
analysis disclosed normal intraocular pressure, discard-
ing this diagnosis.

Slit-lamp biomicroscopy revealed abnormalities in
20 cases (57%). The most prevalent anterior segment
finding, prominent corneal nerves, was detected in
51% of all cases. Posterior embryotoxon, microcornea,
traumatic leukoma, punctiform corneal opacities (punc-
take keratitis— most probably sequellae of adenoviral
conjuncivitis) and dilated episcleral vessels were also
individually recorded in five patients.

In order to establish a genotype-phenotype corre-
lation, we compared the ocular profiles of our cohort
in accordance to the mutation found in the gene and
no statistical difference was obtained between the
Zroups.

DISCUSSION

In spite of being a relatively frequent disorder, the
number of studies addressing ophthalmological aspects
of NS is surprisingly small. Only one other study has
assessed ocular manifestations of NS in patients with
a proven molecular diagnosis (Alfieri®. In the former,
the authors focused on aspects of visual function and
visual perceptual abilities that are involved in everyday
life performance and reported that a high percentage
of patients showed impairment in these functions. A
previous study of 58 patients was performed before
the molecular basis of NS was revealed.® Our study
screened a relatively large cohort of NS patients
with proven PTPN11 mutations, looking for periocu-
lar as well as anterior and posterior segment ocular
abnormalities.

Owur findings are in agreement with the current litera-
ture, namely that ocular abnormalities are commonly
observed in NS (83-100%) and that, among them, eye-
lid and external eye abnormalities are the prevailing
features. These include downslanting palpebral fissures,
hypertelorism, ptosis and proptosis, listed in order of
decreasing prevalence. These external ophthalmological
features are important characteristics that lead to the
specific gestalt of NS.

Contrary to what Lee ® found in his study, in which
hypertelorism was the most frequent ocular mani-
festation, we found that downslanting palpebral fis-
sures were more prevalent. It is possible that different
methodological approaches led o this discrepancy
(Table 1).

Ptosis is a common complaint in this group of patients
and frequently requires an ophthalmological referral.
This condition was present in 51% of our cohort, similar
to that observed in the study by Lee®

Among the anterior segment abnormalities, promi-
nent corneal nerves are by far the most common eye
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TABLE 1 Ocular findings in N5 patients in the present study compared to two previously published studies.

Presant study Lag® Alfier?’
Ocular findings n/ total (%) n/total (%) n S kotal (%)
External faatures /35 (97) - 2,710 (20)
Hypertelorism 20,35 (57) 43/58 (74) -
Diownslanting palpaebral fissures 26/35 (T4) 22 /58 (38) -
Ptosis 18/35 (51) 22756 (48) 1/10 (10)
Propiosis 9735 (26) 1/56(2) 1/10 (10)
Strabismus 5/35(14) 28/58 (48) 7010 (7O)
Exotropic 2/35(6) 10/58 (17) 4,710 (40)
Esotropic 3/35(8) 13/58 (12) 3/10 (30)
Mined ] 1/58(2) 0
Vartical ] 4/58(7) 0
Mystagmus ] 5/58 (M 3710 (30)
Refractive ermors - 33/57 (61) 6,/ 10 (60)
Amblyopia - 18/55(33) -
Posterior segment abnormalities 3/35(8) 10/51 (20) 2710 (20)
Optic nerve excavation 1/35(3) 0 1700 (10)
Myopic fundus 2/35(3) o 0
Coloboma disc or retinal ] 2/51 (4) 0
Swollen discs/disc drusen ] 2/51(4) 0
Myelinated nerves o 1/51(Z) 0
Owptic disc hypoplasia 0 2/5144) 0
Situs inversus ] 1/51(2) 0
Tortuwous vessels o 3751 (6) 0
Optic nerve pallor ] 0 1,710 (10)
VEP* reduced ] 0 1/10 (10)
Anterior segment abnormalities 20,35 (57) 30/48 (63) -
Prominent corneal nerves 18,35 (51) 22748 (46)
Traumatic leukoma 1/35 (3) 0
Microcommea 1/35(3) 0
Posterior embrictoxon 1/35(3) 0
Dilated episcleral vessals 1,35 (3) 0
Corneal opacity 1/35(3) 2/48(4)
Panuveitis 1] 1/48(2)
Corneal pannus formation 0 4/48 (B)
Peripheral sclero-comea 0 1/48(2) -
Cataract ] 1/53(2) -
Persistent pupillary membrans ] 1/48(2) -
Marked lens vacuolation ] 3/53(6) -

*VEF, visual-evoked potentials

finding. Although not sight-threatening, the presence
of prominent corneal nerves may assist in the diag-
nosis of NS, Corneal opacity was previously found
in two patients with N5 Microcormea and posterior
embriotoxon were also previously described in isolated
cases.'™" Dilated episcleral vessels, observed in one
patient, are usually an indication of orbital skenosis.

A limitation of our study is the lack of a systematic
refraction. However, strabismus was identified in 14%
of the subjects and no cases of nystagmus were detected,
frequencies lower than those found in the literature
{Table 1. Lee performed ophthalmologic examinations
that revealed refractive errors in 61% of the patients,
strabismus in 48%, amblyopia in 33%, and nystagmus
in 9%.% Alfieri® had similar findings: refractive errors in
60% of NS patients with PTPN11 mutations, strabismus

@ 2011 Informa Heakthcare LSA, Inc.

in 70% and nystagmus in 30% (Table 1). It is possible
that a genotype-phenotype correlation is responsible for
the discrepancy observed in the frequency of nystagmus
in our population compared to Alfieri, in which nystag-
mus was present in three out of 10 (30%) patients har-
boring PTPN11 gene mutatons and in two out of five
(40%) in the group with mutations in the 5051 gene.”
We hypothesize that nystagmus is a characteristic more
prevalent in the group of patients harboring an 5051
gene mutation. Further descriptions of ophthalmologi-
cal evaluations in patients with SOS1 gene mutabons
will be important to validate this idea.

Our study detected fundus changes in 8% of sub-
jects, prevalence similar to that found in the literature®
({Table 1). Although not previously described, poste-
rior vitreous detachment can occur prematurely in
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TABLE 2 Total number of ocular findings in cur cohort of NS patients according to the site of the mutation in the FTPN11 gene

Amine acid Posterior Anterior
Exon Mutations changes Patients SegImnent SEEIment Strabismus External findings
3 €. 559G p- Go0A 1 1 0 1 o
chleA=G p- QPR 3 0 1 0 3
CHITASC p- D106A 1 0 0 0 1
c.598C=>T pT73L 1 0 0 0 1
564 T=0 p- Y620 1 0 1 1 1
c56BA=0 p- Y63 3 o 1 0 3
4 . TITG=C p- E139D 2 o 1 1 2
1224 A6 p. 1282V 1 o 1 0 1
c1216A=G p. Y27HC 1 1 1 0 1
8 C12MET=C p. F2B35 1 0 0 0 1
c 1302406 p- N80 7 o 4 1 7
c1303A-0G p. N385 & 1 5 1 &
n c1612C-T p- T41IM 1 o 1 0 1
13 c.1851C>T p. P4915 1 o 0 o 1
c 1909 A= p. Q510P 1 o 1 0 1
c.1885C>T p. S502L 1 o 1 o 1
c.1852C=A p. PA91H 1 0 1 o 1
c 1B90AG p. MSMV 2 o 1 0 2
Total 18 35 3 20 5 M

cases of degenerative myopia, thus accounting for
this finding described for the first Hme in our study.
Other fundus findings in the current study were optic
disc excavation- glaucoma suspect— and myopic fun-
dus reinforcing the need for refraction. Previously
described abnormalities of the optic disc such as
hypoplasia, nerve head drusen, coloboma, optic disk
with myelinated fibers® and optic disk pallor were not
detected ?

The molecular analysis of the PTPFNI1 gene in our
cohort revealed mutations in exons 3, 4, 7, 8 and 13.
Mutations in exons 3, 8 and 13 are responsible for 86%
of the cases. This is in accordance to the literature, in
which more than 80% of the mutations are located in
these specific exons.” The majority of the mutations
affect residues involved in the N-SH2/PTP interdo-
main binding network predicted to up-regulate SHP-2
physiological activation by impairing the switch
between the active and inactive conformation with-
out altering SHP-2's catalytic capability.® When using
Fisher's exact test to compare the frequencies of the
various ocular defects in specific mutations, no statis-
tically significant difference was obtained (Table 2).
Therefore, this study failed to show a specific geno-
type and ocular phenotype correlation associated with
the PTPNI1I gene, perhaps due o the small number of
patients in each category.

In the literature, there is also a lack of a precise
genotype-phenotype correlation, with the exception
of pulmonary stenosis, which seems to be more fre-
quent in patients harboring PTPN11 gene mutations.
Moreover, the most frequent gene alteration (p.N308D)
showed less necessity of special education.™ Although
the presence of a mutation in one gene is sufficient
cause the disease (monogenic disorder), the variable

expressivity could be caused by the interaction with
other genes and/or environmental factors, which
precludes a more accurate genotype-phenotype
correlation.
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Multiple, diffuse schwannomas
in a RASopathy phenotype patient with
germline KRAS mutation: a causal

relationship?

Tir the Editor:

RAS proto-oncogenes (KRAS, HRAS and NRAS)
encode GTPases, and their role in cancer, as somatic
mutations, is well known (1, 2). Germline mutations
in penes within the RAS/MAPE signaling pathway are
responsible for a group of phenotypically overlapping
developmental disorders (RASopathies) (3), including
Moonan syndrome (M5) and Noonan-related disorders:
NS with multiple lentigines, cardio-facio-cutaneous
syndrome and Costelle syndrome (CS5) (4). Tumor
risk in FASopathies is not yet fully established., and
more studies are neaded (5. 6). NS patients harboring
PTPNIT germline mutations have a 3.5-fold increased
risk compared to the general population (&).

C5 patients carrving HRAS mutations have a higher
incidence {approximately 15%) of certain solid tumors,
especially rhabdomyosarcomas, and a screening surveil-
lance protocol has been proposed (7, 8). Here, we
describe the presence of multiple diffuse schwanno-
mas in a patient harboring a germline KRAS mtation
(p.KSE). previously reported on (9.

The proband is a 23-year-old female with clini-
cal features compatible with a FASopathy phenotype
(Fig. la). She was initially evaluated in our service at
8 years old. At the age of 22, she started to expe-
rience difficulty in relaxation of the hand mmscles,
fatigne, abdominal pain and nausea. Six months later,
a superficial nodule in her forth right intercostal space
was palpable. An exploratory magnetic resonance imag-
ing (MREI) scan of her cranium, thorax and abdomen
showed diffuse enlargement of all nerve roots of the
spine, brachial plexus, radial, ulnar and median nerves,
as well as masses on the retroperitonsnm (Fig. 1b),
suggesting an overgrowth of peripheral nerve sheaths,
compatible with a schwannoma or neurofibroma. Mo
brain abnormalities were found by MREI scanning.
Histopathological and immunohistochemical analysis of
an excised thoracic nodule were compatible with the
diagnosis of schwannoma (Fig. 1c). Combining his-
tological and MREI findings, our final diagnosis was
multiple diffuse schwannomas.

In otherwise healthy patients, benign tumors of the
peripheral nerve sheath typically occur singly. In rare

cases malignant transformation occurs. The presence
of multiple schwannomas in an individual suggests an
underlying tumor predisposition syndrome, more par-
ticularly neurofibromatosis type II (NF2) or schwan-
nomatosis (SMARCET ) (10). Comprehensive NF2 and
SMARCEI mutation analysis was performed on DNA
extracted from blood and tomor. Analysis included
sequencing of the entire coding region, dosage anal-
vsis by Multiplex Ligation Probe Assay and Loss of
Heterozygosity analysis nsing 15 microsatellite markers
along chromosome 22q. Mo pathogenic NF2ZSMARCE]
mutations were identified. A novel MF2 benign intronic
variant was identified in blood and tomor: c.886-
I15C=T. This alteration replaces a non-evolutionary
conserved pyrimidine by another pyrimidine at the
splice acceptor of exon 10 and was proven not to
affect splicing through RMNA analysis in blood, in agree-
ment with results from in silico splice predictions.
Thus, the co-occurrence of a KRAS -associated pheno-
type and NF2/schwannomatosis cansed by mutations
in NF2 or SMARCEI genes is highly unlikely. There-
fore, KRAS could be in itself the tumor predisposing
gene leading to diffuse schwannomas in oor patient. As
it is known that SMARCE! mutations are only found
in a minority of the NF2-negative schwannomato-
sis patients (11, 12), we forther performed sequence
analysis of all KRAS exons in eight NF2SMARCET -
negative schwannomatosis patients, but no mutations
were found, indicating that KRAS might not be a major
contributing gene in NF2AMARCET -negative schwan-
nomatosis patients. However, the presence of schwan-
noma has been reported previously in an NS and a CS
patient, though this was prior to the identification of the
genes causing these disorders (13, 14).

Exacerbated growth of peripheral nerve sheaths
{neurofibromas) is also observed in meurofibromato-
sis type | patients carrying NFJ mutations, another
tumor suppressor gene of the RAS/MAPE pathway.
Activation of this pathway regulates mTOR which is
phosphoinositol 37 kinase (PISK) dependent, a critical
effector pathway involved in disease pathogenesis (15).
Although functional studies are not available for the
mutation p.KSE found in our patient, a different gene

1
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(a) |

Fig. 1. (a) Frontal view of the patient at 18 years of age showing curly
bhair, sparse eyebrows, hypertelorism, proptosis, perinasal papillomata,
thick lips and macrostomia. (b) Magpetic resonance images of the
chest arm, forearm, spine and ashdomen showing diffuse thickening of
cervical nerve roots, brachial plexus, axilar, median, radial and ulnar
parves, spinal parve foots, sciatc nerve as well as thickening of the
tissue around porta hepatis and retroperitoneum. (c) Histopathological
features of the intercostal nodule showing spindle-shaped Schwann
cells with symplastic degenerative changes (bematoxylin and eosin
stain, x 100) and difuse expression of S100 p

alteration affecting the same residue (p.KSN) showed
a modestly higher activated state and a higher down-
stream signaling compared to KRAS™, indicating that
this mutation impacts RAS function (16). We hypoth-
esize that activation of this pathway could lead to the
development of diffuse schwannomas in our patient.
This is the first documented patient harboring a KRAS
gene mutation presenting with a solid tumor, which
may expand the phenotypic spectrum of RAS/MAPK
pathway genes. One NS patient with a KRAS mutation
has developed juvenile myelomonocytic leukemia (17),
a myeloproliferative disorder that has been repeatedly

2

reported in NS patients carrying PTPNI1] gene muta-
tions (18).

So far, KRAS germline mutations have been des-
cribed in only 35 patients (19). All cases were sporadic
with ages varying from 1.2 to 31 years (17, 19-25). A
long-term follow-up is needed to fully uncover the risk
of tumor development in this young population.

The presence of multiple schwannomas in a patient
harboring a KRAS mutation has serious implications.
We strongly recommend a lifelong close surveillance
in patients harboring mutations in all genes of the
RAS/MAPK signaling pathway, until more conclusive
data about tumor risk in this population are available.
This includes a careful physical examination, with
special attention to complaints of pain, paresthesias,
weakness, atrophy and palpable masses, as these are
the major symptoms observed in individuals with
schwannomas (26).
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