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Avaliacdo bioquimica, hormonal

e genética das familias de duas
pacientes brasileiras portadoras de
lipodistrofia parcial familiar tipo 2

Biochemical, hormonal and genefic evaluation of the families of
two Brazilian patients with type 2 familial partial lipodystrophy

Dayse Caldas’, Wellington Santana da Silva Jdnior?, José Pascoal
Simonettid, Eliane Veiga da Costa?, Maria Lucia Fleiuss de Farias*

RESUMO

Avaliar caracteristicas clinicas, bioquimicas, hormonais e genéticas de familiares de duas pa- 1 Instituto Estadual de Diabetes
cientes portadoras de lipodistrofia parcial familiar (FPLD) tipo 2. Foram avalia- e Endocrinologia Luiz Capriglione
dos 50 individuos de duas familias brasileiras nao relacionadas a partir de dois propdsitos com fendtipo i'lEEDDEE)( ';io de Ja”S"OF;,RJ' Brasil
de FPLD. Foi confirmada a mutacao no éxon 8 do gene LMNA em 18 destes e identificada a substituigao Graduécérg%fqﬁ;?si:pa?;ggia
em heterozigose no codon 482, resultando na mutagao p.R482W. Com base na presenca ou ndo da mu-  Gjinica e Experimental
tacao, os individuos foram separados em afetados e néao afetados, e comparados quanto a parametros  (FISCLINEX), Universidade do
clinicos, bioquimicos e hormonais. Individuos afetados tiveram 2,8 vezes mais chance  Estado do Rio de Janeiro (UERJ),
de manifestar diabetes e sindrome dos ovérios policisticos (SOP), maiores indices HOMA-IR, niveis f;ggﬁuﬁ”g‘sra;a'?jéBcrrisz"(loc/
de insulina e de triglicérides e menores niveis de leptina. Essas alteragdes precedem o inicio do diabe- Fiocruz), Rio de Janeiro, RJ, Brasil
tes, pois foram evidenciadas nos afetados diabéticos e nao diabéticos. Foi constatada heterogeneidade ¢ Universidade Federal do
fenotipica entre os portadores da mutagéo. A mutacao no gene da LMNA é determinante  Rio de Janeiro (UFRJ), Rio
de alteragdes clinicas, bioquimicas e hormonais que implicam deterioragao metabolica nos portadores ~ de Janeiro, RJ, Brasil

da mutagao. Arq Bras Endocrinol Metab. 2013;57(8):583-93

Descritores
Laminas A/C; gene LMNA; lipodistrofia; resisténcia insulinica
ABSTRACT
To evaluate clinical, biochemical, hormonal and genetic characteristics of relatives of two  Correspondéncia para:
patients with familial partial lipodystrophy (FPLD) type 2. Fifty subjects, ~ Davse Caldas

- - . . Rua Conde de Bonfim, 370, sala 502
members of two non-related Brazilian families from two different probands with FPLD phenotype,  20520-054 - Rio de Janeiro, RJ, Brasil

were evaluated. A mutation in exon 8 of LMNA gene was confirmed in 18 of them, and a hetero-  caldasdayse@hotmail.com
zygous substitution at codon 482 was identified, predicting a p.R482W mutation. Based on the pre-

sence or absence of the mutation, subjects were classified in affected and unaffected, and compared ~ Recebido em 10/Jul/2012
. L. . . . . Aceito em 15/Mai/2013
in terms of clinical, biochemical and hormonal parameters. Affected subjects were 2.8 times

more likely to manifest diabetes and PCOS, higher HOMA-IR, insulin and triglyceride levels, and

lower levels of leptin. These changes preceded the onset of diabetes, because they were observed in

diabetic and non-diabetic affected patients. A phenotypic heterogeneity was found among mutation

carriers. A mutation in the LMNA gene is a determinant of clinical, biochemical and

hormonal changes that imply in metabolic deterioration in mutation carriers. Arq Bras Endocrinol Metab.

2013;57(8):583-93
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INTRODUGAO insulinica monogénica (2). A severidade das alteragdes
As lipodistrofias representam um grupo heterogé-  clinicas ¢ metabdlicas, as quais incluem hiperinsuline-

neo de doengas raras caracterizadas por alteragoes ~ mia, dinbetes mellitus, hipertrigliceridemia, sindrome
na distribui¢do do tecido adiposo, apresentando sele-  dos ovarios policisticos (SOP) e esteatose hepatica,
tiva e varidvel perda tecidual (1). Os individuos afeta-  entre outras, ¢ diretamente relacionada a extensio da

dos constituem-se em modelos humanos de resisténcia  perda tecidual adiposa (1,2).
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Lipodistrofia parcial familiar tipo 2

As lipodistrofias sdo classificadas, quanto a sua ori-
gem, nas formas adquiridas ou familiares, as quais po-
dem ser subdivididas, de acordo com o padrao de perda
do tecido adiposo subcutineo, em formas generalizadas
ou parciais (2).

As lipodistrofias adquiridas, formas generalizada e
parcial, apresentam origem principalmente autoimune
e exibem anormalidades do complemento. Atualmen-
te, o subtipo de lipodistrofia adquirida mais prevalente
esta relacionado a terapia antirretroviral de longa dura-
¢do com inibidores da protease em pacientes infectados
pelo HIV (1).

Os principais subtipos de lipodistrofias familiares
sdo a forma generalizada autossomica recessiva, ligada
a mutagdes nos genes seipin ou AGPAT2, e a forma
parcial autossdmica dominante devido a muta¢oes no
gene codificador da lamina A/C (LMNA) ou no gene
PPARG. A lipodistrofia parcial familiar (FPLD), cuja
forma mais prevalente ¢ a tipo 2 ou variante de Dunni-
gan (FPLD2), ¢ caracterizada por perda de tecido adi-
poso subcutineo no glateo e nas extremidades (com
perdas variadas no tronco) e acimulo de tecido adiposo
na face e no pescogo, iniciando-se na puberdade (3).

A génese da FPLD2 esta intimamente relacionada a
altera¢Oes na estrutura ¢ na fung¢io do envelope nuclear
das células eucarioticas. S3o trés os seus componentes
distintos: a membrana nuclear, os complexos de poros
nucleares (NPCs) e a lamina nuclear (4). A membrana
nuclear ¢ pontuada pelos NPCs, os quais regulam a pas-
sagem de macromoléculas entre o nacleo ¢ o citoplas-
ma (5). A ldmina nuclear, organizada como uma ma-
lha entrelagada de fibras na face interna da membrana
nuclear, interage com os NPCs e com proteinas trans-
membrana do envelope nuclear (NETs), promovendo
a organizagdo ¢ a interconexdo dos NPCs e o ancora-
mento dos NETs a membrana nuclear. Dessa forma, a
lamina nuclear desempenha numerosas fungdes biol6-
gicas, incluindo a manutengdo da integridade estrutural
nuclear, organizagio da cromatina, regéncia da divisio
celular durante a mitose e a meiose ¢ regulagio do aces-
so dos fatores de transcri¢do ao nucleo (6).

O gene LMNA esti situado no cromossomo 1q21-
22, apresenta 12 éxons e codifica as liminas do tipo A e
do tipo C. Muta¢oes em sua estrutura foram evidencia-
das em alguns estudos em portadores de FPLD2 (7-11).

As doengas relacionadas a mutagdes no gene LMNA
sdo altamente heterogéneas, incluindo distrofias neu-
romusculares e cardiacas, lipodistrofias ¢ sindromes de
envelhecimento precoce (3). A primeira constatagio de
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mutag¢do no gene LM NA associada a FPLD2 foi relata-
da em 2000, confirmando a mutagio p.R482Q. As mu-
tagoes no gene LM NA relatadas na literatura estio mais
frequentemente localizadas no éxon 8, podendo ou nio
se associar a mutagoes no éxon 11 (7-10,12-14).

Neste artigo, serdo relatados aspectos clinicos, la-
boratoriais ¢ a respectiva muta¢io no gene LMNA em
duas familias brasileiras distintas de individuos com fe-
nétipo de FPLD.

PACIENTES E METODOS

Foram avaliados cinquenta individuos de duas familias
ndo relacionadas (FI e FII) a partir de duas pacientes
do sexo feminino que apresentam o fenétipo de FPLD,
designadas como proposito. Todos deram seu consenti-
mento livre e esclarecido por escrito. O estudo foi apro-
vado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Estadual de Diabetes e Endocrinologia Luiz Capriglio-
ne (CEP-IEDE) e ratificado pela Comissio Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de
Satde do Ministério da Satde.

Avaliacao clinica

A avaliagio clinica dos propoésitos deu-se conforme
questiondrio e roteiro clinico predeterminados, visando
a elaborag¢io de anamnese ¢ a obteng¢io de parimetros
clinicos ¢ antropométricos.

Analise molecular do gene LMNA

O DNA gendmico foi extraido de células do sangue pe-
riférico (coletado em tubos contendo EDTA) e subme-
tido ao método de extragio em coluna (QIAmp DNA
Midi-QIAGEN Inc). O método da rea¢io em cadeia
da polimerase (PCR) foi utilizado para a identifica¢io e
amplifica¢do das regides genomicas do éxon 8 (primer
sense 5°-CCA AGA GCC TGG GTG AGC CTC-3’ ¢
primer antisense 5°-GAC ACT TAC CCC AGC GCT
CC-3’) e do éxon 11 (primer sense 5’-GGA GCC TGC
AGG AGC CTG GAG C-3’ ¢ primer antisense 5°-CGC
CTG CAG GAT TTG GAG A-3’) do gene LMNA. O
método PCR-RFLP (polimorfismo dos comprimentos
dos fragmentos de restri¢io) foi utilizado para a avalia-
¢do da presenga de mutagio nos 50 individuos avalia-
dos. Para o éxon 8, utilizou-se a enzima Mspl e, para
o éxon 11, a enzima Dralll. Na preparagio da reagio
para sequenciamento, utilizou-se o Kit Big Dye Termi-
nator versdes 2 ¢ 3 ¢ a andlise do material foi realizada
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por sequenciamento direto utilizando-se o sequencia-
dor ABI 310 Prism. As sequéncias nucleotidicas obti-
das foram analisadas por meio do programa Sequence
Analysis 3.3 (Biosystems) ¢ comparadas pelo programa
BLAST (National Center Blast Informatics).

Ap6s o estudo genético, os individuos foram separa-
dos em afetados (n = 18) e ndo afetados (n = 32) de acor-
do com a presenga ou ndo de mutagio no gene LMNA.

Avaliacao bioquimica e hormonal

Ap06s jejum de 12 horas, todos os 50 individuos foram
submetidos a coleta de amostras de sangue para as do-
sagens de glicemia plasmatica (método enzimdtico da
glicose-oxidase) ¢ HbAlc (cromatografia liquida de
alta performance — HPLC). Os triglicérides, colesterol
total ¢ HDL-c foram realizados por ensaio enzimatico
automatizado, sendo LDL-c ¢ VLDL-c calculados pela
téormula de Friedwald. Foram ainda medidos os valores
de CPK, TGO ¢ TGP (cinética UV-IFCQC); fosfatase al-
calina (ensaio colorimétrico); ureia (método cinético em
ultravioleta); creatinina (método de Jaffé). As dosagens
de TSH, T3 total, T4 livre ¢ peptideo C foram realizadas
por ensaio imunoenzimatico; a insulina, por fluoroimu-
noensaio (reagdo cruzada menor que 0,5% tanto com a
pré-insulina intacta quanto com as fragoes “32-33 split
proinsulin’); ¢ a leptina, por radioimunoensaio.

O teste de tolerincia oral a glicose (TTOG) com 75 g
de glicose anidra foi realizado nos voluntirios com gli-
cemia de jejum 2 110 e < 126 mg/dL em dieta normal.
Definiu-se como intolerancia a glicose a presenga de gli-
cemia 2 140 e < 200 mg/dL apés TOTG. Foram consi-
derados diabéticos os individuos com glicemia de jejum
2126 mg/dL ou glicemia ap6s TTOG 2 200 mg,/dL.

A estimativa da sensibilidade a insulina ¢ da fungdo
da célula B foi calculada por meio do indice HOMA -
“bomeostasis model assessment”. O indice para avaliagdo
de resisténcia insulinica (HOMA-IR) foi calculado pela
térmula: insulina sérica (WU/mL) x glicose plasmatica
(mmol/L)/22,5. O indice da fun¢io da célula  (HO-
MA-B) foi calculado pela féormula: 20 x insulina sérica
(wU/mL)/glicose plasmitica (mmol/L) — 3,5. Foram
excluidos dessa estimativa os individuos diabéticos em
uso de insulina.

Adicionalmente, nos individuos propoésitos, foram do-
sados LH, FSH, E2, progesterona, prolactina, S-DHEA,
testosterona total e livre, GH, cortisol sérico apds supres-
sdo noturna com 1 mg de dexametasona e cortisol livre
urinario (ensaio imunoenzimatico); IGF-1 (ensaio imu-
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norradiométrico); androstenediona, DHEA, diidrotes-
tosterona, testosterona livre ¢ 17OHP (RIE/DPC).

Os individuos afetados foram divididos em diabéticos
(n =5) e ndo diabéticos (n = 12). Excluiu-se da amostra-
gem um individuo do grupo afetado nio diabético por
ser crianga. Visando a comparacio dos valores de glice-
mia, HbAlc, insulina, peptideo C, leptina, perfil lipidico,
HOMA-IR e HOMA-B entre os grupos afetado diabéti-
co (GAD), afetado nio diabético (GAND) e nio afetado
(GNA), foi necessario selecionar, entre os familiares ndo
afetados, um grupo equivalente (n = 17) em termos de
IMC, relagio cintura/quadril (C/Q), idade e relagio fe-
minino/masculino, uma vez que essas varidveis tém in-
fluéncia nas dosagens de insulina e de leptina.

Andlise estatistica

As varidveis categoriais foram apresentadas como pro-
porgdes e as varidveis quantitativas foram expressas
como média e desvio-padrio. O teste de Fisher foi utili-
zado para calculo de significancia na comparagio de pro-
por¢des ¢ 0 método paramétrico de andlise de variincia
(ANOVA), complementado pelo teste de Tukey-Kra-
mer, foi utilizado para as médias. Empregou-se o teste
de Kolmogorov-Smirnov para avalia¢io da distribui¢io
normal dos dados e, quando apropriado, estes foram
normalizados por transformagio logaritmica. Foi ado-
tado o nivel de significincia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Propdsito da familia |

GLYV, 18 anos, feminino, branca, relatava irregularidade
menstrual desde a menarca aos 11 anos e estava em uso
de terapia estrogénica desde os 16 anos. Notou-se de-
senvolvimento progressivo da musculatura dos membros
superiores ¢ inferiores ap6s a puberdade, com acentua-
¢do aos 14 anos, quando também refere inicio de acan-
tosis nigricans em regides axilar e cervical, bem como de
deposi¢io de gordura localizada em face e pescogo.
Apresentava, ao exame fisico, aparéncia masculini-
zada decorrente de importante diminuigio do tecido

adiposo subcutineo de bragos, pernas e térax (mais =

acentuada na face anterior), com aparente hipertrofia
muscular e vasos proeminentes, ¢ acentuada acantosis
nigricans, com hipertrofia de papilas em regides axilar
e cervical. O exame da genitalia mostrava uma impor-
tante hipertrofia de grandes ldbios, sem clitoromega-

lia. Apresentava também hirsutismo leve em linha alba .
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Lipodistrofia parcial familiar tipo 2

infero-umbilical e raiz de coxa (+/4) e submentoniano
(++/4), ¢ face em “lua cheia”, em virtude de deposi¢io
de gordura em face e pescogo, esbogando duplo-quei-
xo, sem giba (Figura 1). Altura = 173 c¢m; peso = 72,5
kg; cintura = 74 c¢m; quadril = 96 cm; C/Q = 0,77;
IMC = 24,5 kg/m?; PA = 130 x 90 mmHg.

Os exames complementares ndo evidenciaram hi-
percortisolismo. Os demais exames, apds suspensio
da terapia estrogénica, mostravam a fungio tireoidiana
normal; colesterol e triglicérides elevados; hiperinsuli-
nemia; glicemia de jejum ¢ TTOG normais. A avaliagio
hormonal mostrou niveis séricos de androstenediona e
DHEA elevados na primeira fase do ciclo sem inversio
LH/FSH (Quadro 1). A ultrassonografia pélvica evi-
denciou ovarios aumentados de volume com aspecto
micropolicistico.

Propdsito da familia Il

AMAS, 39 anos, feminino, branca, com histéria de
varias investigacoes para sindrome de Cushing desde
os 33 anos. Relatava irregularidade menstrual desde a
menarca aos 10 anos e dificuldade para engravidar. Fez
uso de estrogeno associado a progestigeno dos 33 aos
35 anos, necessitando suspender o uso em virtude de
trombose venosa profunda. Queixava-se de deposi¢io
de gordura progressiva em face, regido supraclavicular e
posterior do pescogo desde a puberdade, semelhante a
tia materna. Negava diabetes e dislipidemia.

FIGURA RETRATADA
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Quadro 1. Avaliagdo bioquimica e dosagens hormonais dos propdsitos

Resultados
Exames Propdsito Proposito Valores de referéncia
1 2
LH (mUI/mL) 1,5 53 Fase folicular 2,1 a 10,8
FSH (mUl/mL) 2,3 39 Fase folicular 3,9 a 10
E, (pg/mL) 29 57 Fase folicular 20 a 200
Progesterona (pg/mL) <110 470 Fase folicular 150 a 1400
PRL (ng/mL) 17,3 183 2220
17-0HP (pg/mL) 1483 2417 Fase folicular 100 a 1200
DHEA (ng/mL) 17,8 7,0 Feminino 0,8 a 10
SDHEA (pg/dL) 3,79 1,96 Feminino 40 a 430
Androstenediona (pg/mL) 3494 4310 Feminino 400 a 4.500
DHT (pg/mL) 200 99 Feminino 100 a 400
Testosterona livre (pg/dL) 29 0,6 Feminino 0,7 a 3,6
Testosterona total (ng/dL) 7,7 67,6 Feminino 140 a 760
TSH (uU/mL) 1,21 2 0,35a5,5
TAL (ng/dL) 0,97 1,1 0,89a1,76
T3 (ng/dL) 142,8 132 60a 180
Cortisol sérico apds 1 mg 0,05 1,6 <2
de dexametasona (ug/dL)
CLU (ug/24h) 38 55 Adultos 10 a 100
Colesterol total (mg/dL) 260 243 Otimo < 200
Limitrofe 200 a 239
Alto > 240
Triglicérides (mg/dL) 319 328 (Otimo < 150
Limitrofe 150 a 200
Alto 201 a 499
Muito alto > 500
LDL-c (mg/dL) 171 133 Otimo < 100
Desejavel 100 a 129
Limitrofe 130 a 159
Alto 160 a 189
Muito alto > 190
HDL-c (mg/dL) 45 44 Baixo < 35
Alto > 60
Glicemia (mg/dL) 75 78 70a100
TOTG 120" (mg/dL) 114 130
Insulina basal (uU/mL) 75 35 5a25
Insulina 120" (U/mL) 563,4 8riots
Peptideo C (ng/mL) - 47 09a4
TGO (UL) 24 17 Feminino 10 a 37
TGP (UL 31 24 Feminino 09 a 36
Fosfatase alcalina (U/L) 180 77 Feminino 65 a 306
GH (ng/mL) 0,9 - At 10
IGF-1 (ng/mL) 288,4 - > 18 anos 80 a 500
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Ao exame fisico, apresentava discreta acantosis ni-
gricans cervical, leve hirsutismo em linha alba infero-
-umbilical (++/4) e em regiio submentoniana (++/4),
face em “lua cheia” com duplo queixo; acimulo de
gordura em pescogo, fossa supraclavicular e presenga
de giba. Apresentava também diminuigio de tecido adi-
poso subcutineo em membros superiores ¢ inferiores,
com aparéncia de hipertrofia muscular e vasos proemi-
nentes. A regido supraptibica tinha acimulo de tecido
adiposo em grande quantidade. Nio se observaram al-
teragdes na genitalia (Figura 2). Altura = 153 cm; peso

FIGURA RETRATADA
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= 06 kg; cintura = 91 cm; quadril = 94 cm; C/Q =
0,96; IMC = 28,2 kg/m?; PA = 130 x 80 mmHg.

Os exames complementares afastaram hipercorti-
solismo. Os demais exames demonstraram fungio ti-
reoidiana normal; colesterol e triglicérides elevados;
hiperinsulinemia; glicemia de jejum ¢ TTOG normais;
inversio da relagio FSH/LH com niveis séricos de
DHEA e de androstenediona ligeiramente elevados
na primeira fase do ciclo (Quadro 1). A ultrassonogra-
fia pélvica evidenciou moderado aumento do volume
ovariano, com aspecto micropolicistico. A tomografia
computadorizada de abdome superior foi normal.

Avaliacao das familias 1 e Il

Avaliou-se um total de 50 individuos de duas familias
brasileiras ndo relacionadas. Na familia I, além do pro-
posito (01-GLV), foram estudados outros 43 familiares.
Na familia II, menos numerosa, avaliamos o proposito
(02-AMAS) e cinco de seus familiares. Ambas as familias
tém ascendéncia portuguesa. A andlise dos heredogra-
mas da familia I ¢ da familia II demonstra padrio de
transmissdo autossomico dominante (Figuras 3 ¢ 4).
Os dados clinicos e antropométricos dos individuos
afetados (portadores de mutagio no gene LMNA) es-
tdo demonstrados no quadro 2. Designou-se como li-
podistrofia parcial familiar (FPLD) o fenétipo clinico de
diminui¢do de tecido adiposo subcutineo em membros
superiores e inferiores, com vasos aparentes € proemi-
nentes, em associa¢do ao acimulo de tecido adiposo em
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Figura 3. Heredograma da familia I. A mutagio nesta familia é procedente da linhagem paterna e o padréo de heranca é autossémico dominante. Os
membros numerados tiveram o gendtipo avaliado. Familiares fenotipicamente suspeitos que ndo participaram do estudo foram ressaltados por simbolos
hachurados. Simbolos cortados por linha diagonal indicam individuos falecidos. A seta indica o propésito.
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Figura 4. Heredograma da familia Il. A mutago nesta familia é procedente
da linhagem materna. Os membros numerados tiveram o genétipo
avaliado. Familiares fenotipicamente suspeitos que ndo participaram do
estudo foram ressaltados por simbolos hachurados. Simbolos cortados
por linha diagonal indicam individuos falecidos. A seta indica o proposito.

Quadro 2. Dados clinicos e antropométricos dos individuos afetados

face, pescogo e regido supraclavicular. O fenétipo lipoa-
tréfico (LA) foi caracterizado por diminui¢do de tecido
adiposo subcutineo em membros superiores ¢ inferiores,
com vasos aparentes ¢ proeminentes, sem associagao com
acimulo de tecido adiposo em face e regido cervical.

Nio foram constatadas altera¢des fenotipicas em
cinco dos dezoito pacientes com genétipo alterado
(trés destes da familia I e dois da familia II). Excluin-
do-se a paciente 13-TRSS, uma menina impubere que
ainda poderia manifestar lipodistrofia, ndo houve al-
teragio fenotipica em 23,5% dos individuos com ge-
noétipo alterado, sendo trés deles do sexo masculino
(09-LCS, 48-SR, 49-MRF) ¢ um do sexo feminino
(50-MDR).

Houve maior prevaléncia de diabetes ¢ de SOP no
grupo de afetados (risco 2,8 vezes maior de desenvolvi-
mento dessas entidades clinicas neste grupo em relagdo
a0 GNA). No grupo feminino, a idade de diagndstico

Idade IMC HA

Condicoes associadas

: DM - -

Paciente  Sex0  no)  (kgim) U0 (dade) (idade) Fenotipo  Familia (idade da manifestagéo)

01-GLV F 21 24,5 0,77 N N FPLD Fl Propésito |

03-SV M 49 26,2 0,91 S (35) N LA Fl Inicio de angina pectoris aos 35 anos; IAM aos 40 anos

15-AMFMV F 43 22,6 0,83 S (30) S (42 FPLD Fl Acantosis nigricans cervical (+/4)

21-LCGM F 26 23,3 0,86 N N FPLD Fl Acantosis nigricans cervical (+/4) e axilar (++/4);

hirsutismo (+/4); ciclos menstruais irregulares; SOP

22-SCGM F 23 18,5 0,79 N N FPLD Fl Acantosis nigricans cervical (+/4) e axilar (+/4); acne

(++/4); hirsutismo (+/4); ciclos menstruais irregulares;
SOP
23-PRM M 48 23,8 0,88 S (45) N LA Fl Bradicardia
25-CRRNC F 20 20,4 0,80 N N LA Fl Acantosis nigricans cervical (+/4) e axilar (+/4);
hirsutismo (+/4); epilepsia na infancia
26-RR F 42 21,0 0,87 S (24) S(32) FPLD Fl Acantosis nigricans cervical (+/4) e axilar (+/4);
hirsutismo (+/4)

27-SV M 54 23,5 0,92 N S LA Fl Paralisia facial periférica

31-MRM F 71 20,8 0,88 S (40) S (45) LA Fl —

35-MCV F 64 16,0 0,93 S(38) S(33) LA Fl BK pulmonar aos 32 anos; lobectomia pulmonar aos 38

anos; IAM aos 49 anos; angina estavel
47-MCR F 26 211 0,78 S (26) N FPLD Fl Enxaqueca; acantose leve cervical e axilar; hirsutismo
(+/4); ciclos menstruais irregulares; SOP
48-SR M 24 23,8 0,85 N N — Fl Acantose leve cervical
49-MRF M 21 23,9 0,85 N N — Fl Acantose leve cervical; gastrite aos 17 anos; sindrome do
panico

50-MDR F 18 17,9 0,78 N N — Fl Acne discreta em face; menarca aos 14 anos

02-AMAS E 41 28,2 0,96 N N FPLD Fll Proposito Il

09-LCS M 40 20,9 0,83 N N — Fll Gastrite aos 29 anos; tabagista

13-TRSS F 9 17,5 0,86 N N — Fil —

* IMC: indice de massa corporal; HA: hipertensdo arterial sistémica; DM: diabetes mellitus, FPLD: fenétipo de lipodistrofia parcial familiar; LA: suspeita de fenétipo lipoatréfico; Fl: familia I; Fll: familia

II; IAM: infarto agudo do miocérdio; SOP: sindrome dos ovdrios policisticos; BK: tuberculose.
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Tabela 1. Prevaléncias e respectivas razoes de prevaléncias* de entidades
clinicas nos grupos de individuos afetados e ndo afetados

g;:g;zde Afe(:z;ios afe’::gos prﬁsazﬂagng?as P
(%) - 1C95%

DM 27,77 3,12 2,8 (1,58-5,04) 0,01

SOP 27,77 3,12 2,8 (1,58-5,04) 0,01

HA 33,33 25 1.2 (0,6-2,8) NS

Angina 11,11 6,25 1,4(0,5-4,1) NS

* Razéo de prevaléncia: magnitude do risco de individuos portadores da mutagao apresentarem
a entidade clinica em relagdo aos ndo portadores.

DM: diabetes mellitus, SOP: sindrome dos ovarios policisticos; HA: hipertensdo arterial
sistémica; NS: sem significancia estatistica.

do diabetes variou entre 30 ¢ 45 anos. Nao houve di-
ferenca significativa na prevaléncia de angina e hiper-
tensdo entre os dois grupos (Tabela 1) ¢ nenhum dos
individuos apresentou altera¢des na fungio renal e nas
enzimas hepiticas.

Entre os individuos afetados do sexo feminino, hou-
ve relato de SOP em cinco delas, incluindo os propdsi-
tos. Todas apresentavam o fenétipo clissico de lipodis-
trofia, irregularidade menstrual e leve hirsutismo, com
idade da menarca variando de 10 a 14 anos. Avaliou-se
o eixo gonadal em duas dessas mulheres (21-LCGM
e 22-SCGM), além dos propésitos. Elas eram irmds e
apresentavam DHEA elevada na primeira fase do ciclo,
com os demais androgénios dentro da normalidade. Os

Lipodistrofia parcial familiar tipo 2

exames de 21-LCGM sio: DHEA = 10,9 ng/mL, andros-
tenediona = 2.201 pg/mL, testosterona = 273 pg/mlL,
testosterona livre = 1,6 pg/mL, DHT = 147 pg/mlL,
S-DHEA = 178 mcg/dL, 170HP = 138 ng/dL. Os
exames de 22-SCGM sio: DHEA 15 ng/mL, andros-
tenediona = 1.396 pg/mL, testosterona = 454 pg/mL,
testosterona livre = 1,4 pg/mL ¢ 170HP = 105 ng/dL.
Os ensaios utilizados e os valores de referéncia sio os
mesmos descritos para avaliagio dos propositos. Entre
os individuos ndo afetados, apenas uma das mulheres
era portadora de SOP.

Para comparag¢io de dados antropométricos ¢ labo-
ratoriais, foi conveniente dividir os individuos afetados
em diabéticos ¢ ndo diabéticos, tendo em vista a maior
prevaléncia de diabetes no grupo afetado. A paciente
13-TRSS foi excluida da avaliagdo por ser crianga. Ob-
tiveram-se, entdo, trés grupos para comparagio: GAD
(n=5), GAND (n=12) ¢ GNA (n = 17).

Os resultados das comparagdes entre os trés grupos
encontram-se na tabela 2. Houve um predominio de in-
dividuos do sexo feminino no GAD, sem diferengas na
propor¢io entre os sexos nos demais grupos. A média
de idade do GAD foi significativamente mais elevada.

O GAD apresentou niveis plasmiticos médios de
glicose ¢ de HbAlc mais elevados que os demais gru-
pos. Os valores médios do indice HOMA-B foram mais
elevados no GAND do que no GNA.

Tabela 2. Comparagéo de parametros antropométricos, bioquimicos e hormonais entre os grupos afetados diabéticos, afetados ndo diabéticos e ndo

afetados
Variaveis Afetados diabéticos Afetados néo diabéticos Nao afetados P
|dade (anos) 54,80 = 5,70 29,75 + 3,28 33,82 + 2,88 0,0014
IMC (kg/m2) 20,78 £1,29 22,70 0,87 24,25 + 0,69 NS
Cintura/quadril 0,88 0,01 0,83 0,01 0,81 0,02 NS
Glicemia (mg/dL) 232,4 + 46,21 87,83 1,89 86,76 = 2,99 0,0001
HbA1c (%) 8,22 +0,97 5,20 = 0,09 4,96 + 0,15 0,0001
Peptideo C (ng/mL) 2,14 + 0,11 1,72+ 0,39 1,42 +0,18 NS
Insulina (uU/mL) 11,86 + 1,02 10,57 + 2,00 4,50 + 1,00 0,0061
HOMA-IR 6,45 + 1,11 2,26 = 0,40 1,08 £ 0,24 0,0008
HOMA-B 57,63 = 33,29 165,36 + 37,55 62,37 = 11,42 0,0344
Triglicérides (mg/dL) 217,4 + 38,92 154,00 + 26,82 83,52 + 8,94 0,0014
Colesterol total (mg/dL) 202,40 + 15,06 196,16 + 11,72 181,23 + 8,57 NS
HDL-c (mg/dL) 37,40 + 3,04 42,00 £ 2,22 4529 + 2,95 NS
LDL-c (mg/dL) 121,60 + 12,68 123,50 + 8,12 119,17 + 8,09 NS
VLDL-c (mg/dL) 43,4 +7,75 30,66 = 5,34 16,82 + 1,82 0,0017
Leptina (ng/mL) 1,54 +0,17 2,87 +0,76 6,29 + 1,06 0,012
Leptina/IMC 0,07 £ 0,006 0,12 0,03 0,27 £ 0,03 0,002

s
=)
a

IMC: indice de massa corporal; HbA1c: hemoglobina glicada; NS: sem significancia estatistica.
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Os niveis séricos médios da insulina, triglicérides e
VLDL e os valores médios do indice HOMA-IR foram
mais elevados em ambos os grupos afetados.

Os niveis séricos médios da leptina e os valores médios
da relagdo leptina/IMC foram menores em ambos os gru-
pos afetados (p = 0,012 e p = 0,002, respectivamente).

Os niveis de leptina correlacionaram-se com o IMC
no GNA (r = 0,53; 1C95% = 0,07-0,80; p = 0,02), o
que nio foi observado no grupo de pacientes com li-
podistrofia. Ambos os grupos apresentaram correlagio
significativa entre os niveis séricos de leptina ¢ a rela-
¢do leptina/IMC (r = 0,98; 1C95% = 0,96-0,99; p <
0,0001 no grupo de afetados e r = 0,95; IC95% = 0,87-
0,98; p < 0,0001 no GNA).

Nio houve diferen¢a nos valores médios do IMC,
da C/Q, dos niveis séricos médios do peptideo C, co-
lesterol total, HDL-c ¢ LDL-c entre os trés grupos.

Sequenciamento do gene LMNA

Realizou-se o sequenciamento das amostras de seis in-
dividuos, quatro deles apresentando muta¢io pelo mé-
todo PCR-RFLP (casos 01, 03 ¢ 31 da familia I ¢ 02
da familia II) ¢ dois deles sem evidéncia de mutag¢io
pelo método PCR-RELP (casos 04 da familia I e 07 da
familia IT) (Figuras 5 ¢ 6).

A partir da anidlise do sequenciamento, identifica-
mos mutacao pontual no codon 482 no éxon 8 do gene

EAMILIAI  LMNA-Exon38

LMNA, com padrio heterozigoto. A troca do nucleo-
tideo citosina por timina leva a substitui¢io do amino-
dcido arginina (CGG) por triptofano (TGG) na [Amina
A/C, caracterizando mutagdo missense, simbolizada por
p-R482W, nos quatro casos cujo PCR-RFLP eviden-
ciou mutagio.

Os sequenciamentos das amostras para os éxons 8
e 11 do gene LMNA nos dois casos sem evidéncia de
mutacio pelo PCR-RFLP ndo mostraram alteragdes nas
sequéncias dos nucleotideos.

DISCUSSAQ

Foram estudadas duas familias brasileiras de individuos
portadores de FPLD2. A suspeita clinica, com base
no fenotipo dos pacientes, foi um bom preditor para
identifica¢io dos portadores da mutag¢io, especialmente
em pacientes diabéticos. Entre os pacientes estudados,
alteragdes fenotipicas foram detectadas em 100% dos
afetados diabéticos, em 66,66% dos afetados ndo dia-
béticos e em nenhum dos individuos nao afetados. En-
tretanto, em um estudo que rastreou o0 DNA genomico
de 277 individuos adultos ndo relacionados portadores
de fendtipos metabdlicos variados, incluindo FPLD,
mutag¢oes no gene LMNA sé foram identificadas em
aproximadamente 10% dos casos (15).

EAMILIA]  LMNA-Exond

482 488
ArgTep Lysiys
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5 Figura 5. Resultado dos produtos de PCR e PCR-RFLP e a andlise do sequenciamento do éxon 8 do gene LMNA, nos casos 01, 03, 04 e 31 da familia I.
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Figura 6. Resultado dos produtos de PCR e PCR-RFLP e a andlise do sequenciamento do éxon 8 do gene LMNA, nos casos 02 e 07 da familia Il.

A mutagio no gene LMNA foi verificada em seis
individuos do sexo masculino, trés deles com fenéti-
po lipoatréfico e trés sem alterag¢io fenotipica. A ava-
lia¢io clinica do fenétipo lipoatréfico é comprometida
nos homens, uma vez que a hipertrofia muscular ja ¢é
rotineiramente identificada em individuos do sexo mas-
culino.

Sinais classicos de FLPD foram mais evidentes nas
mulheres, em virtude da aparéncia masculinizada facil-
mente detectdavel. A evolugdo para o progressivo aca-
mulo de tecido adiposo subcutineo em face, pescogo
e regido supraclavicular, com ocorréncia apds trés a
quatro anos da menarca, foi bastante previsivel. O sur-
gimento de acantosis nigricans, hirsutismo leve ¢ SOP
ocorreu precocemente. O diabetes, embora frequente,
foi um evento mais tardio.

Apesar de ambas as familias terem apresentado a
mesma mutag¢do no éxon 8 do gene LMNA, houve he-
terogeneidade fenotipica entre as mulheres com sinais
classicos de lipodistrofia. Achados semelhantes aos nos-
sos, evidenciando heterogeneidade fenotipica em indi-
viduos de mesmo sexo ¢ com a mesma mutagio, nio
sdo0 os mais frequentes. A maioria dos estudos familiares
que avaliaram a correlagio entre gendtipo e fendtipo
aponta heterogeneidade fenotipica especialmente re-
lacionada ao sexo (7-11). A lipoatrofia foi caracteris-
ticamente associada aos homens, enquanto o padrio
que envolve a diminui¢io de tecido adiposo no tronco
foi relatado em mulheres com fenétipo lipodistréfico
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na maioria dos trabalhos. O fenétipo evidenciado no
prop¢sito da familia IT em nosso estudo é menos co-
mum, embora ji tenha sido relatado por outros autores
(9,13).

Observou-se uma maior prevaléncia de SOP nas pa-
cientes com FLPD2, com magnitude de risco 2,8 ve-
zes maior nas afetadas em relacdo as nao afetadas pela
mutagio. A relagdo inversa, entretanto, parece nio ser
consistente na literatura. Em um estudo visando carac-
terizar o papel de variagdes no gene LMNA na etio-
logia da SOP (16), 53 polimorfismos obtidos a partir
do sequenciamento do gene LMNA em 43 mulheres
portadoras de SOP com fenétipo similar a FPLD foram
genotipados em 624 casos de SOP ¢ em 544 mulhe-
res controle. Os autores concluiram que nenhuma das
variantes mostrou evidéncia significativa de associa¢io
com SOP, embora ndo excluam a possibilidade de varia-
¢oes no gene LMNA contribuirem para o fendtipo de
SOP em uma pequena parcela das pacientes (2%-5%).

Além disso, os individuos afetados pela mutagio
apresentaram resisténcia insulinica, comprovada por
niveis séricos de insulina e por indice HOMA-IR mais
elevados, além de hipertrigliceridemia, quando compa-
rados com scus familiares ndo afetados. Essas altera¢oes
precedem o inicio do diabetes, ja que foram observadas
tanto no GAD quanto no GAND.

Esses dados sio corroborados por um estudo que
comparou pacientes portadores de FPLD2 sem diabe-
tes com individuos controle pareados para idade ¢ peso
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(17). Foram detectados valores de glicemia em jejum
similares em ambos os grupos, porém com aumento
significativo dos valores de insulinemia em jejum (p =
0,004), indice HOMA-B (p = 0,01), cidos graxos li-
vres (p = 0,03) e triglicérides (p = 0,0004) nos pacien-
tes com FPLD2. Apos ingestdo de glicose, os pacientes
com FPLD2 apresentaram uma excessiva resposta insu-
linica em relagdo ao controle, embora os valores glicé-
micos tenham sido similares em ambos os grupos.

Constatou-se que os individuos afetados apresen-
taram niveis séricos de leptina e relagio leptina/IMC
significativamente diminuidos em rela¢io aos seus fa-
miliares nio afetados. Considerando que as concen-
tragoes de leptina dependem diretamente da massa de
células adiposas, a hipoleptinemia ¢ uma anormalidade
metabolica esperada nas FLPD, sendo ainda mais im-
portante nas lipodistrofias familiares generalizadas (18).
Em um estudo aberto com seis mulheres portadoras
de FPLD2 recebendo doses maximas de antidiabéticos
orais ¢ hipolipemiantes, leptina recombinante foi admi-
nistrada em inje¢oes subcutineas duas vezes ao dia na
dose maxima de 0,08 mg/kg/dia por 12 meses (19).
Foi observada uma redugio significativa dos triglicéri-
des em cinco pacientes (p = 0,03) e do colesterol total
nas seis pacientes (p = 0,01). Houve melhora também
significativa da sensibilidade & insulina e da glicemia em
jejum (p < 0,01), sem contudo ter sido observada me-
lhora na tolerdncia a glicose ¢ nos valores de HbAlc (p
= 0,07). Esses resultados sugerem que pacientes com
FPLD2 podem se beneficiar do uso de leptina recom-
binante, com melhora do perfil lipidico, da glicemia em
jejum e da sensibilidade a insulina.

Nesse estudo, foi identificada a mutagio pontual
missense no codon 482 do éxon 8 do gene LM NA. Essa
muta¢io heterozigota, denominada p.R482W, leva a
substitui¢io do aminodcido arginina por triptofano na
lamina A/C.

Desde o estudo pioneiro de sequenciamento de
DNA nos membros de uma familia canadense com fe-
noétipo de FPLD, que evidenciou a mutagido heterozi-
gotica missense p.R482Q no éxon 8 do gene LMNA
(12), a lista de mutagdes associadas a FPLD2 foi rapi-
damente ampliada, sendo a esmagadora maioria dessas
encontradas no éxon 8, especialmente no coédon 482
(mutagdes missense p.R482Q, p.R482W ¢ p.R482L)
(14). Atualmente, a maioria dos novos casos de FPLD2

= identificados em paises norte-americanos apresenta
— uma dessas mutagoes no codon 482. Virtualmente to-
% dos os pacientes com FPLD2 por mutagdes no coédon
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482 apresentam um fendtipo “clissico” puro de lipo-
distrofia, com acometimento minimo de outros teci-
dos, como os musculos esqueléticos e cardiacos (20).

Por fim, acredita-se que a exata compreensio das
alteragoes clinicas, bioquimicas e genéticas da FPLD2
poderd auxiliar na elucidagio de mecanismos envol-
vidos na deteriora¢io metabolica associada a resistén-
cia insulinica de forma mais ampla. Isso possibilitaria
o desenvolvimento de novas terapias ndo apenas para
condi¢oes raras como as lipodistrofias, mas para outras
formas epidémicas de resisténcia insulinica cujos meca-
nismos genéticos ndo estio elucidados, como as presen-
tes em pacientes com sindrome metabélica.
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