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Resumo

Desde a sua descoberta em 1913, o envelope nuclear tem sido alvo de grande
interesse por parte dos investigadores. Um dos seus constituintes, a lamina nuclear, tem
ganho especial destaque pelo facto de estar implicada no desenvolvimento de doengas raras
genéticas designadas por laminopatias. A lamina nuclear é uma estrutura complexa com
diversas fungoes, nomeadamente, fungdes mecanicas e de suporte, participa na estabilizagao
e organizagao da cromatina, na replicagao do DNA, processamento de RNA e na regulagao
da expressao de genes. Esta multiplicidade de fungbes mostram que ligeiras alteragoes

genéticas podem ter grande impacto, como ocorre nas laminopatias.

Neste trabalho descrevemos a fisiopatologia e clinica de algumas laminopatias,
nomeadamente da Distrofia Muscular Emery-Dreifuss (DMED), a Lipodistrofia Parcial

Familiar, a Leucodistrofia Autossémica-Dominante do adulto, e as sindromes progeroides.

Palavras-Chave: Envelope Nuclear, Gene LMNA, Laminas A/C, Laminopatias,

Fisiopatologia.
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Abstract

Since its discovery in 1913, the nuclear envelope has been the target of great interest
from researches. One of its constituents, the nuclear lamina, has gained special attention by
being involved in the development of genetic rare diseases called laminopathies. The nuclear
lamina is a complex structure with multiple functions such as mechanical support,
participation on the stabilization and organization of chromatin, DNA replication, RNA
processing and regulation of gene expression. This multiplicity of functions shows that small

genetic changes can have a big impact as it occurs in laminopathies.

In this work we describe the pathophysiology and clinical of some laminopathies,
including the Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (DMED), Familial Partial Lipodystrophy

(FPL), Adult Onset Autosomal Dominant Leukodystrophy and progeroid syndromes.

Key words: Nuclear Envelope, LMNA gene, Lamin A/C, Laminophaties, Physiopathology.
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|I. Introducao

Atualmente nao existe uma definicao Unica e amplamente aceite para doenga rara
(DR). Algumas definigoes tém em conta a gravidade da doenga, o facto de serem fatais, a
existéncia de tratamentos alternativos adequados disponiveis, ou o numero de pessoas que
vivem com a doenca, sendo esta Gltima a definicio mais usual 2. Nos Estados Unidos a
definicao de DR baseia-se unicamente na prevaléncia, ou seja, é qualquer doenga que afete
menos de | em cada | 500 individuos. Ja no Japao, a definicao legal embora assente também
na prevaléncia engloba uma populagio maior, | em cada 2 500 pessoas®. Na Europa, de
acordo com o regulamento da Comissao Europeia sobre medicamentos orfaos o conceito
de doenca rara (DR) encontra-se definido como sendo, a doenga que afeta menos de 5 em

cada 10 000 individuos, ou seja | por cada 2 000 individuos*’.

Apesar de nao se conhecer o numero exato, considera-se que existam entre 6 000 a
8 000 doengas raras e que sé na Europa cerca de 30 milhoes de pessoas possuam algum tipo
de DR, o que significa que cerca de 6 a 8 % da populagao europeia sofre de alguma entidade
clinica rara’. Segundo a Organizagio Europeia de Doengas Raras EURORDIS, estima-se que
80% dos casos possuam origem genética identificada. As restantes poderao ter na sua

origem infegdes virais ou bacterianas, alergias, ou causas degenerativas e proliferativas®.

Das inimeras doengas raras existentes esta monografia tem como foco dar a conhecer

as Laminopatias.
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2. Fisiopatologia das Laminopatias

2.1.  Envelope Nuclear e ldminas nucleares

O nucleo encontra-se separado do citoplasma através de uma membrana lipoproteica
dupla, designada por envelope nuclear. O envelope nuclear é composto por trés elementos:
a membrana nuclear interna (MNI) e externa (MNE) separadas por um espago perinuclear,
um conjunto de poros nucleares que permitem a comunicagao com o meio citoplasmatico, e

a lamina nuclear’.

A membrana nuclear interna é continua e partilha propriedades funcionais e
bioquimicas com a membrana do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), estando desta
forma igualmente coberta de ribossomas, responsaveis pela sintese proteica.
Contrariamente, a MNI ¢ bastante distinta da MNE e do RER, composta por proteinas
integrais de membrana, denominadas proteinas transmembranares do envelope nuclear, que
atuam como pontos de ancoragem quer para a cromatina quer para a lamina nuclear.
Incorporadas na MNI temos diversas proteinas entre as quais os polipeptideos associados a
lamina | (LAPI) e 2 (LAP2), MANI e emerina, que exercem a sua agao no controlo do ciclo
celular, na ligagao do nucleo ao citoesqueleto, para além de permitirem a organizagao e a ja

referida ancoragem da cromatina’®.

A homeostase celular é diretamente dependente da capacidade de comunicagao das
células, seja esta comunicagao intercelular ou intracelular. Assim, em determinados locais as
duas membranas nucleares encontram-se unidas com as suas bicamadas lipidicas fundidas,
originando complexos de poros nucleares (CPNs) que sao responsaveis por facilitar e
regular o intercimbio de substincias hidrossollveis, entre o nicleo e o citoplasma’. Os
CPNs sao relativamente grandes, complexos, e com uma estrutura proteica heterogénea ao
serem constituidos por varias copias de cerca de 30 proteinas diferentes, denominadas de
nucleoporinas'®. Assim, os poros nucleares permitem a passagem de pequenas moléculas,
como metabolitos e/ou proteinas com menos de 40 kDa por transporte passivo, enquanto
moléculas de tamanhos superiores como RNAm, RNAt, ribossomas, fatores de transcrigao e

de sinalizagio requerem transporte activo®.

A lamina nuclear é uma estrutura composta por uma rede de filamentos,
imediatamente adjacente 2 MNI que desempenha uma fungao estrutural, mantendo a forma e

o tamanho do nucleo. Todavia, o papel desempenhado pelas laminas nucleares nao é
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meramente estrutural, uma vez que sao importantes nos processos de regulagcao genética,
replicagdo do DNA, splicing de RNA, ancoragem de outras proteinas do nucleoplasma,
funcionamento e posicionamento dos canais transmembranares e organizagio da
heterocromatina''. Além disso, as liminas A e C influenciam a expressio de certos genes ao
se ligarem a fatores de transcrigao, interferindo desta forma com certas vias de sinalizagao

celular'.

Os filamentos intermediarios, do tipo V, que compdem a lamina nuclear sao
responsaveis por conferir resisténcia mecanica e estrutural as células. Estes filamentos
proteicos possuem uma estrutura bem definida sendo compostos por : um dominio globular
amino terminal (NH2-terminal) denominado por “head domain”, um dominio central na
forma de alfa-hélice denominado de “rod” subdividido em quatro dominios com sequéncias
de sete aminoacidos que se repetem, e um dominio globular carboxilico terminal (COOH-
terminal) denominado por “tail domain” (Figura 1)’. A regido central “rod” é a mais
conservada, tendo nas suas margens dominios carboxi e amino-terminais com sequéncias e
tamanho variaveis.

1A 1B 2A 2B
NH; — T ol

NLS

Dominio Amino Dominio Carboxilico
‘AHeadY’ “Tail"

Figura |. Estrutura esquematica representativa das proteinas da lamina nuclear. Quatro dominios
centrais (I A, | B, 2 A, 2B) delimitados por um dominio amino e um dominio carboxilico. No dominio
da cauda (“tail”’) é possivel identificar um sinal de localizagdo nuclear (NLS), bem como um motivo
CaaX que se encontra ausente na limina C, mas presente nas laminas do tipo A e B.

Imagem adaptada de Broers JL et al., 2006.

A lamina nuclear no seu todo é composta por trés tipos de laminas: A, B e C.
Existem autores que apenas consideram dois tipos de laminas, lamina do tipo A e lamina do
tipo B, acabando por considerar a lamina C como uma lamina do tipo A, uma vez que o gene

que codifica para estas duas laminas € o mesmo, LMNA.

As laminas do tipo A, lamina A e lamina C possuem 67 e 62 kD respetivamente, siao
proteinas com grande capacidade de conservagao evolutiva e encontram-se presentes em
todas as células somaticas diferenciadas’. Originam-se através de um mecanismo de

processamento alternativo, conhecido como splicing alternativo".
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As laminas do tipo B sao codificadas por dois genes distintos: o gene LMNBI, que
codifica as laminas do subtipo Bl, e o gene LMNB2 que codifica as outras duas isoformas, as
laminas do subtipo B2 e B3. As laminas Bl e B2 sao passiveis de serem encontradas quer em
células diferenciadas quer em células nao diferenciadas, enquanto a lamina do subtipo B3
apenas se expressa em espermatozoides e tem na sua origem o processamento alternativo

do RNA mensageiro a partir do gene LMNB2 '*,

2.2. O gene LMNA

O gene responsavel por codificar tanto a lamina A como a lamina C é o gene LMNA,
que se encontra localizado no cromossoma | (locus 1g-21.2-21.3)"". O gene LMNB que

codifica para as laminas do tipo B situa-se num cromossoma distinto, o cromossoma 5.

O gene LMNA é composto por 12 exoes, sendo que o exao | codifica o dominio
globular N-terminal (“head domain”), os exdes | a 6 codificam o dominio central (“rod
domain”) e os exoes 7 a 9 codificam o dominio globular C-terminal. O exao 7 contém ainda
os 6 aminoacidos NLS que constituem um marcador fundamental para a importagao da
proteina para o nicleo através dos CPNs'>. O exdo Il e I2 codificam especificamente a
lamina A, e o motivo CaaX presente no dominio terminal carboxilico da pré-lamina A, forma
ainda nao madura da lamina A, esta codificado no exdao 12. O CaaX consiste num conjunto
de quatro aminoacidos sendo o primeiro a cisteina, seguida de dois quaisquer aminoacidos
alifaticos e por dltimo um aminodacido terminal®. Este motivo caracteristico é extremamente
importante para processos de pds-tradugao, como por exemplo a farnesilagao, na qual um
grupo isoprenilo é adicionado ao residuo de cisteina. A prenilagdo consiste na adigao de
moléculas de caracter hidrofobo a uma proteina, acabando por facilitar a ligagao as
membranas plasmaticas e afetando a localizagao e atividade funcional da propria proteina. De
facto, sdo estas modificagoes pos-tradugao que permitem que a lamina A se torne madura e
corretamente activa'®. As enzimas responsiveis por esta modificacio sio trés: farnesil

transferase, CaaX protease e geranilgeranil transferase.

As laminas do tipo B sao constitutivamente farnesiladas contrariamente a lamina A
que perde o grupo farnesil assim que é marcada para desempenhar a sua fungao na lamina

nuclear'’.

O gene LMNA produz para além da lamina A e C, outras duas proteinas mais

pequenas a A(A)10 e a C2 por processamento alternativo, e expressam-se diferentemente
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em termos de desenvolvimento e especificidade tecidular. Devido ao facto das laminas tipo
A apenas se encontrarem expressas em células diferenciadas, considera-se que estas deverao
intervir ao nivel da expressio distinta de genes’. A ldimina A e C embora partilhem os
mesmos 566 aminoacidos iniciais, diferem no terminal carboxilico, onde a lamina A possui 98
aminoacidos Unicos e especificos e o motivo CaaX, contrariamente a lamina C que nao
possui o motivo CaaX e tem no seu dominio terminal carboxilico um conjunto de seis
aminodcidos (VSGSRR)®. A explicagio deste fendmeno baseia-se no facto do RNA
mensageiro que contém a informagao genética para a sinese da lamina C se formar através
da transcrigao do gene LMNA apenas até ao exao 10. A transcrigao até ao exao |2 acontece
quando se pretende originar a lamina A. E esta transcrigio diferencial que permite a
obtengao de dois RNAm de diferentes tamanhos e consequentemente de duas proteinas

diferentes ap6s tradugio no ribossoma'®.

O processo de maturagao da lamina A, Bl e B2 esta afetado em diversas patologias
associadas a este gene e resulta na formagao de laminas alteradas. A maturagao das laminas é

constituida pelos seguintes passos (Figura 2):

- Prenilagao: A proteina inicialmente traduzida (pre-limina A) deve sofrer o processo
de farnesilagao, no qual um grupo farnesil (lipido de |5 carbonos) se liga covalentemente ao
grupo tiol do aminoacido de cisteina do segmento CaaX. Esta uniao ocorre no citoplasma
por acao da farnesiltransferase citoplasmatica. Este acontecimento é fundamental para dirigir
a molécula para o nucleo celular a fim de continuar o seu processo de maturagao e se dar o
correto posicionamento na lamina nuclear. O mesmo se sucede com a lamina Bl e B2 sendo
a enzima que atua a geranilgeraniltransferesase-l e o grupo adicionado o isoprendide

geranilgeranil®.

- Clivagem: O grupo dos 3 aminoacidos terminais — aaX sao removidos, pela FACE-|
ou pela Zmpste24 para a lamina A no caso de ser em humanos ou ratos, respetivamente.
Caso a clivagem seja ao nivel das laminas de tipo B a enzima responsavel sera a RCEI. Esta

etapa realiza-se na membrana do reticulo endoplasmético'®.

- Metilagao: A cisteina terminal farnesilada, agora exposta, sofre metilagao por agao
de uma isoprenilcisteina carboximetiltransferase também localizada no reticulo
endoplasmatico. Para as laminas do tipo B este revela-se ser o dltimo passo da modificagao

pés-traducio, ficando com uma farnesilcisteina alfa-metil ester no dominio C-terminal®.

10
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- Segunda clivagem: Acontece exclusivamente na pré-lamina A, onde a FACEI cliva a
pré-lamina A em dois fragmentos na membrana nuclear. Um dos segmentos consiste nos 15
aminoacidos situados no dominio carboxilico terminal, incluindo a cisteina farnesilada e

metilada. O outro segmento corresponde a proteina A madura®.

Existem autores que perante as evidéncias sugerem que as laminas nucleares sao uma
excegao ao normal processamento do CaaX das proteinas, ocorrendo todos os processos

no ndcleo®"” (Figura 3).

Todas estas alteragoes pos-transducionais que convertem a pré-lamina A em lamina
A, ao aumentarem o caracter hidrofobico facilitam a fixagao desta proteina a membrana

nuclear por intermédio de diversas proteinas de uniio, como por exemplo a emerina'®.

Pré -Ldmina A

[ [ [
E e Proc > no citoplasma/RE Processamento no nticleo
£ I Farnesilagdo
o
8— Pré -LAmina A ,I,JVWJ\
6 [ | &5 Reel ~ lemt ; Zmp§§£24

ﬂ«l«-kml CHy- 1 []
1* Clivagem
Membrana do RE %
I Al A FTase /

C el cocH, Metilacio & K < I]
g
g { 2* Clivagem /
E Zmpste24/
5 (== SN
o N\
'E Lamina A .C‘/o )(“-A “ limina
7] =
= J g

Formacdo da lamina nuclear . . -
Figura 3. Dois modelos opostos para a localizagao

do processo de maturagao da lamina A na célula. No
Figura 2. Esquema representativo das varias etapas que citoplasma/RE (3 esq.) ao considerar a localizagdo das

constituem o processo de maturagio da lamina A. enzimas (Rcel, lcmt, Zmpste24) na membrana do
Imagem adaptada de Scaffidi et al., PLoS Biology, 2005. RE, e no nicleo (a dir.) com a presenga de enzimas
na MNIL.

Imagem adaptada de Barrowman |. et al., 2008.

Em 1999, Bonne et al, demonstrou que uma mutagao no gene LMNA causa a forma
autossomica dominante da distrofia muscular de Emery-Dreifuss, uma patologia hereditaria
que afeta seletivamente o musculo-esquelético e o coragao". Desde dai mais de 450
mutagoes no mesmo gene foram descritas e implicadas em varias outras doengas, cuja
expressao fenotipica é bastante diferente, afetando varios sistemas de orgaos (musculos,

tecido adiposo e dsseo, nervos periféricos, entre outros)''.

11
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Compreender os efeitos pleiotropicos das mutagoes que ocorrem no gene LMNA é
muito relevante'’. Quando uma variacio devida a um soé gene se traduz nao num mas em
varios efeitos fenotipicos, diz-se que o gene em questao apresenta um efeito pleiotropico. A
expressao do gene nao se encontra restrita a um Unico tipo de célula ou 6rgao mas sim a
diversas localizagdes e/ou em diversos momentos do processo de desenvolvimento do
organismo, produzindo variados efeitos segundo os contextos de expressaio em que se
insere®. Assim, torna-se possivel com um sé gene controlar caracteristicas do fenotipo

distintas e que muitas vezes nem se encontram relacionadas.

2.3. Definicdo de Laminopatias

Ao grupo de doengas causadas por mutagoes nos genes que codificam as proteinas
do envelope nuclear da-se o nome de envelopatias. Mutagoes ao nivel de sete genes poderao
estar na origem destas doengas, sao eles: EMD, LMNA, FACE-I (ou ZMPSTE24), LBR,
MANI, LAP2 e AAAS’. Surge entio o conceito de laminopatias que define o conjunto de
doengas genéticas que tém em comum mutagoes nos genes que codificam as proteinas que

compdem e constituem a lamina nuclear'®.

As laminopatias podem ser classificadas como primarias ou secundarias consoante os
genes onde ocorrem as mutagoes. Assim, mutagoes no gene LMNA que conduzam a
alteragoes na funcionalidade das laminas A ou C sao denominadas como laminopatias
primarias, enquanto mutagoes nos genes que codificam para as laminas do tipo B (LMNBI e
LMNB?2), para proteinas que intervém no processo de maturagao da pré-lamina A, como a
FACE-1 ou ZMPSTE24, ou para proteinas que se encontram ligadas a lamina nuclear, como

EMD, TMPO, LBR e LEMD3 siao denominadas como laminopatias secundarias’®.

Na origem da maioria das laminopatias estio as mutagcdes no gene LMNA®. O
numero de doengas com origem em diferentes mutagoes do gene LMNA, pelo menos 15 até
ao momento, ultrapassa o nimero de doencas associadas a qualquer outro gene?'. Estas
mutagoes podem ser mutagoes de novo ou hereditarias, com ganho ou perda de fungao e
com uma severidade de sintomas heterogénea, podendo ir de uma arritmia menor na
adolescéncia a uma condicao de pele letal no periodo neonatal. Contrariamente, as
mutagoes que afetam as laminas do tipo B tém uma frequéncia bastante menor, como
resultado da grande diversidade de fungdes nao redundantes da lamina Bl na fase inicial do

crescimento e desenvolvimento®.
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O mecanismo patologico que relaciona a perda de fungao das laminas A ou C com o
aparecimento de determinados fendtipos ainda esta por esclarecer. Contudo, colocam-se
trés hipoteses em estudo: a hipotese estrutural que sugere que a morte celular resulta da
perda de integridade estrutural a nivel nuclear que faz com que a capacidade de resisténcia
ao stress mecanico deixe de existir; a hipotese da expressao genética que considera que as
alteragoes fenotipicas advém da interagao anormal quer com a cromatina que leva a uma
expressao aberrante, quer com fatores de transcricao no processo de sintese proteica, e
por ultimo a hipotese de que a presenga de laminas nao funcionantes compromete a relagao

entre o nicleo e o citoesqueleto, crucial para a localizagio do nlcleo dentro da célula®'".

As mutagoes que afetam o musculo estriado e os nervos periféricos geralmente
resultam de alteragoes nas regices mais proximas do terminal NH,, enquanto as laminopatias
associadas a lipodistrofias e sindromes de envelhecimento prematuro tipicamente resultam

de mutagdes nas zonas mais proximas do terminal COOH das proteinas das laminas®.

Apesar da maioria das laminopatias nao estar associada com o cancro, uma extensa
variedade de tumores sao caracterizados pela diminuicao da expressao das laminas do tipo
A”. A existéncia exclusiva deste tipo de laminas em células diferenciadas, faz surgir a
hipotese de que estas atuam como moléculas supressoras de tumor, ao bloquearem a

desdiferenciacio®.

As laminopatias primarias podem ser divididas em quatro grupos com base na
especificidade dos tecidos afetados: distrofias musculares, neuropatias, lipodistrofia e
sindromes progerdides. Existem autores que consideram que doengas que exibem
conjuntamente sintomas de mais do que uma das categorias referidas anteriormente

constituem um quinto grupo, sendo denominadas como “overlapping syndromes” ”® (Anexo |).

2.3.1. Distrofias musculares

O termo distrofia muscular define um conjunto de mais de 30 doengas musculares de
origem hereditaria e que se caracterizam por causarem fraqueza muscular progressiva e
degeneragao de musculos esqueléticos. Estas doengas possuem elevada diversidade quanto a
ao momento do aparecimento dos primeiros sintomas, bem como quanto a gravidade e
padrio de musculos afectados®. Alguns tipos de distrofia muscular podem também ter
manifestagoes a nivel do coragao, ou até mesmo outros 6rgaos, como cérebro ou estdmago,

entre outros®*.
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A distrofia muscular pode ser herdada através de trés formas™:

- Heranga autossomica dominante: Quando o individuo recebe um gene normal e um gene
mutado, seja do pai ou da mae. Designa-se por dominante, pois apenas é necessario um gene
anormal para ocorrer distrofia muscular. Evidentemente, familias em que um dos
progenitores possua o gene mutado dominante, a descendéncia tem 50% de probabilidade
de adquirir também ela o gene mutante dominante e assim, desenvolver distrofia

muscular?**?’,

- Heranga autossomica recessiva: Ocorre quando ambos os pais possuem o gene com a
anomalia genética mas nao desenvolveram a perturbagao muscular. Neste caso a
descendéncia possui 25% de probabilidade de adquirir distrofia muscular, pois mesmo que
possuam um alelo defeituoso, necessitam dos dois alelos defeituosos para desenvolver a

doenga24,26,27

- Heranga recessiva ligada ao cromossoma X: Acontece quando o gene anormal se encontra
presente em um dos dois cromossomas X presentes no cariotipo da progenitora. Neste
caso, a probabilidade de desenvolver distrofia muscular varia consoante o género. Homens
filhos de maes portadoras do gene mutado tém 50% de probabilidade de herdar a doenga,
enquanto as mulheres filhas de maes portadoras embora possuam 50% de probabilidade de
herdar o gene defeituoso, nao desenvolvem a doencga. Tal facto, deve-se a capacidade do
alelo do gene presente no cromossoma X que é herdado do pai progenitor ter a
possibilidade de compensar essa perturbagao, manifestando-se leves sintomas de distrofia

muscular?**?7,

2.3.1.1. Distrofia muscular Emery-Dreifuss (EDMD)

Primeiramente descrita em [955, a distrofia muscular de Emery-Dreifuss é a
laminopatia com maior prevaléncia, afetando | em cada 100 000 nascimentos. E considerada
como sendo uma laminopatia prototipica, ocorrendo simultaneamente como laminopatia
primaria e secundaria®. Manifesta-se sob as trés formas, autossémica dominante, autossémica
recessiva ou ligada ao cromossoma X, sendo a mais frequente a forma autossdmica
dominante. As mutagoes no gene codificante da proteina do envelope emerina sao
responsaveis pela forma de distrofia ligada ao cromossoma X, enquanto as formas de EDMD
dominantes, recessivas e algumas das esporadicas resultam de mutagoes ao nivel do gene

LMNA. A similaridade nas caracteristicas clinicas destas trés formas, que torna por vezes
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dificil de indicar se a doenga resultou de mutagoes que afetam as laminas A ou C, ou a

emerina, reflete a relagio funcional bastante proxima que existe entre todas estas proteinas®.

2.3.1.1.1. Fisiopatologia e Clinica

A doenga de EDMD é caracterizada pela triade clinica de contracturas articulares que
tém inicio na primeira infancia, fraqueza muscular com perda lenta e progressiva do tecido
muscular esquelético na cintura escapular e nos musculos distais da perna, e anomalias
cardiacas®. A atrofia muscular caracteriza-se por uma fraqueza em redor do Umero e fibula,
dos musculos proximais da perna e do brago, associada a contracturas na zona do cotovelo,
pescoco e tendoes de Aquiles que com o avango da doenga determinam uma redug¢ao no
movimento articular. Verifica-se também contraturas que conduzem a um pé arqueado,

denominado como pé cavo®.

Individuos com este tipo de distrofia manifestam lesées no musculo cardiaco logo no
inicio da adolescéncia. Distirbios no ritmo cardiaco, defeitos na conducao
auriculoventricular, arritmias e cardiomiopatia dilatada com bloqueio auriculoventricular sao
algumas perturbagoes que podem acabar por conduzir a disritmias ventriculares severas,
insuficiéncia cardiaca e até mesmo morte subita®”. E importante salientar a variabilidade

inter e intra familiar relativamente ao aparecimento, progressio e gravidade dos sintomas®.

2.3.1.1.2. Diagnéstico

O diagnostico baseia-se no reconhecimento da triade clinica, apesar de em alguns
casos os sintomas poderem estar ausentes ou serem difusos. Considerando a componente
genética, procede-se a andlise da historia de familia, bem como a realizagao de testes
genéticos moleculares que confirmem mutagao no gene EMD ou no gene LMNA. Para as
formas ligadas ao cromossoma X, a imunodetegao da emerina em varios tecidos permite

revelar a auséncia ou reduciao desta proteina®.

Tratando-se de uma doenca com perda de massa muscular facilmente se avalia o
dano celular através da monitorizagao dos niveis de creatina cinase, cujos niveis elevados sao
marcadores de lesao celular. Nesta patologia também esta descrito alteragao no tamanho

das fibras musculares e atrofia nas fibras do tipo-1°.
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2.3.1.1.3. Terapéutica

Nao existe um tratamento especifico capaz de parar ou reverter a progressao de

. . 30 H
qualquer tipo de distrofia muscular™. Todos os tratamentos existentes pretendem tornar o
doente independente durante o maior tempo possivel e prevenir as complicagoes
resultantes da fraqueza, diminuicao de mobilidade e dificuldades respiratorias e cardiacas. O

tratamento consiste na combinagio de fisioterapia, medicagao e cirurgia®.

A fisioterapia tem como objetivo ajudar a prevenir deformidades e melhorar a
movimentacio, fortalecendo e aumentando a flexibilidade dos musculos®. Deve ser iniciada
assim que seja feito o diagnostico a fim de evitar a rigidez da musculatura e articulagdes que

tende a ocorrer com a evolucao da doencga.

Embora nao esteja descrito que mudangas na dieta intervenham na progressao da
doenga, ao considerar a limitagao de mobilidade como resultado da fraqueza muscular, e
sendo este um fator predisponente de obesidade e obstipagao, uma dieta equilibrada com

ingestio de fluidos é recomendada™.

O uso de antiarritmicos, diuréticos, inibidores da enzima de conversao da
angiotensina aliado a implementagao, quando necessario, de pacemaker cardiaco ou

desfibrilhador cardioversor implantavel, pretende melhorar as complicagdes cardiacas®™.

Cirurgias corretivas sao geralmente utilizadas para tratar as contracturas e em alguns

casos é necessario o uso de érteses, andarilhos ou cadeiras de rodas?.

2.3.2. Neuropatias

Neuropatias € o termo geral usado para designar doengas ou problemas no
funcionamento dos nervos do sistema nervoso central, periférico ou autonomo. As
neuropatias classificam-se em neuropatias motoras, quando afetam os nervos motores que
controlam os movimentos voluntarios, sensitivas, quando afetam os nervos sensitivos e
levam ao comprometimento das sensagoes de tato, temperatura, dor ou pressao, e
auténomas quando estas alteragdes ocorrem nos nervos do sistema nervoso auténomo’'.
As causas destas doengas sao multifatoriais, podendo resultar de complicagoes de diabetes
mellitus, alcoolismo, caréncias vitaminicas, intoxicagao por metais pesados como o chumbo
ou até mesmo devido ao uso de determinados medicamentos®. Certo é que existe também,
embora nao tao comum, a componente genética como é o caso de doengas como a Doenca

de Charcot-Marie Tooth ou Leucodistrofia autossémica dominante do adulto.
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2.3.2.1.Leucodistrofia autossémica dominante do adulto (ADLD)

As leucodistrofias sao caracterizadas pela destruigao progressiva da bainha de mielina,
existindo mais de 30 tipos de leucodistrofias. A destruigao da bainha de mielina compromete

a eficacia da transmissio dos impulsos nervosos®.

A leucodistrofia autossomica dominante do adulto resulta da duplicagao
heterozigética de um conjunto de genes localizado em 5q23.2*, que determina uma
duplicagao do gene que codifica para a lamina Bl, ou seja uma copia extra do mesmo gene, e
consequentemente uma sobreexpressao da lamina Bl. Em casos mais raros, o excesso da
expressao desta lamina podera resultar da delegdo do gene promotor da LMNBI***%, Trata-

se da primeira doenca associada a mutagdes no gene codificante para a limina B1?.

2.3.2.1.1. Fisiopatologia e Clinica

A leucodistrofia autossémica dominante do adulto é uma patologia neurologica
progressiva que compromete a mielinizacdo dos neurdnios do sistema nervoso central. A
manifestagao primaria dos sintomas ocorre entre a quarta e a quinta década de vida, sendo
estes bastante similares aos sintomas da esclerose multipla®. O mecanismo patogénico pelo
qual o aumento de expressao da lamina Bl influencia e determina a desmielinizagao dos
nervos do sistema nervoso central ainda nio se encontra bem elucidada®. As manifestacdes
iniciais sao autonomicas, seguindo-se sinais piramidais, disfungao cerebelar e ataxia. Como
manifestagoes autondmicas, incluem-se disfungao da bexiga e disfungao eréctil, obstipagao,
hipotensao ortostatica e dificuldades na degluticao, entre outras. Os sinais piramidais, por
norma mais proeminentes nas extremidades inferiores, podem incluir clonus, paralesia
epastica associada a fraqueza, hipertonia, reflexos bruscos e profundos, e sinais de babinski
bilaterais. Os sinais de disfungao cerebelar envolvem dismetria, disdiadococinesia, nistagmo e
tremores de acgio®. Com o curso da doenga tanto pode ocorrer a perda da capacidade de
andar e diminuigao da qualidade de vida, como a sobrevivéncia durante varias décadas apos o

inicio da manifestagao dos primeiros sintomas.

2.3.2.1.2. Diagnéstico

O diagnodstico da leucodistrofia autossomica dominante do adulto deve ter em conta
o fendtipo semelhante a esclerose mdltipla crénica progressiva. Como tal exames

patoldgicos revelam que a diferenga entre estas duas doengas reside na falta de astrogliose,
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que se define como sendo um aumento do numero (hiperplasia) e volume (hipertrofia) dos

astrocitos apos lesao, e na preservagao dos oligodendrécitos na presenca de desmielinizagao
8 . ~ . . s

subtotal®. Verificam-se algumas alteragoes comuns nesses individuos passiveis de serem

observadas quando se utiliza o método imagem de difusao por ressonancia magnética (IRM).

O recurso a IRM permite diferenciar o diagnostico de ADLD em relagao a esclerose

multipla, que possui lesdoes multifocais especialmente na darea periventricular, tronco

cerebral, cerebelo e espinhal medula®.

Considerando a componente genética, é fundamental a realizagao de testes genéticos
moleculares para além da andlise clinica do individuo e do recurso a IRM. O aconselhamento

e acompanhamento genético da restante familia é também importante®.

2.3.2.1.3. Terapéutica

Nao existindo cura para esta doenga, o tratamento destina-se apenas a providenciar

melhor conforto para os individuos.

Desta forma, podera ser necessirio administrar espasmoliticos numa urgéncia
urinaria, sidenafil para a disfungao eréctil, laxantes associados a uma dieta rica em fibra e
liquidos para atenuar a obstipagao, ou mineralocorticdides e vasoconstritores para evitar
eventos hipotensivos. A monitorizacao de infegoes deve ser feita com todo o cuidado, e a
toma de antipiréticos é aconselhada, pois os sintomas tendem a agravar significativamente na

presenca de febre®.

Existem varios métodos de fisioterapia, através da pratica de exercicios de
reabilitagao e aparelhos especificos que sao de extrema utilidade para corrigir ou atenuar os

problemas motores, fortalecendo a autonomia do doente®®.

2.3.3. Lipodistrofias

As lipodistrofias sao um grupo raro e heterogéneo de doengas caracterizadas por
uma deposicao ectdpica da gordura corporal. Encontram-se fortemente associadas com
alteragoes metabdlicas, exibindo um padrao semelhante ao observado no ‘“sindrome
metabdlico”, ou seja, aumento dos triglicerideos e colesterol, diabetes e, em alguns casos,
osteoporose, entre outras®. As causas da lipodistrofia sio multifatoriais, podendo ser de
origem genética, ser uma consequéncia da toma de medicamentos antirretrovirais usados no

tratamento do virus da imunodeficiéncia humana, ser de origem infeciosa ou mesmo até ser
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devido as injegoes locais repetidas de insulina no tratamento da diabetes, conduzindo a uma
lipodistrofia leve®. Geralmente sio classificadas como congénitas ou adquiridas e como
generalizadas ou parciais, com base no inicio da doenga e extensao das manifestagoes
sintomaticas, respectivamente®'. Assim, sio congénitas quando se manifestam antes do
nascimento ou posteriormente no primeiro més de vida, e adquiridas quando resultam da
influéncia dos fatores do meio envolvente. Evidentemente, fala-se em lipodistrofia
generalizada quando todo o organismo se encontra afetado e lipodistrofia parcial quando as

manifestagdes estio restringidas a determinadas zonas do corpo humano®.

2.3.3.1. Lipodistrofia parcial familiar tipo 2 (FPLD2)

De entre as lipodistrofias da forma familiar os principais subtipos sao a lipodistrofia
parcial familiar tipo 2 (FPLD2), comumente intitulada como tipo Dunnigan, e a sindrome de
Berardinelli-Seip”. A FPLD2 é uma doenca autossémica dominante com origem numa
mutagao heterozigotica missense no gene LMNA, localizado no cromossoma 1q21-22, que
afeta igualmente ambos os sexos. Embora a mutagao mais comum seja no exao 8, ao nivel do
codao 482, onde a alteragao origina a substituicao da arginina por um aminoacido neutro,
outras mutagoes nos codoes 465 e 486 do exao 8 e nos codoes 582, 583 3 584 do exao ||
jA foram também descritas®. Estas mutagdes atingem o dominio globular terminal

carboxilico, denominado como dominio C-terminal'?

2.3.3.1.1. Fisiopatologia e Clinica

A lamina A pode ligar-se a diversos fatores de transcrigio que sio responsaveis pela
regulacio da expressao genética, entre eles o SREBPIc, envolvido na diferenciagao de
adipécitos”. As proteinas de ligagio a um elemento regulador de esterol-1 (SREBPIc)
regulam a lipogénese de novo através do controlo transcripcional. Isto acontece porque a
SREBP, proteina que se encontra ligada ao reticulo endoplasmatico, sofre uma quebra
proteolitica e é transportada para o nucleo. Ja no nlcleo liga-se a sequéncias especificas de
DNA, os elementos reguladores de esterol, designados por SERs, localizados nas regices de
controlo dos genes responsaveis por codificar as enzimas necessarias a lipogénese®. A perda
de tecido adiposo na FPLD2 podera em parte resultar da reduzida ligagao da lamina A com

do SREBPIc*.

Clinicamente, a caracteristica principal da FPLD2 é a perda gradual de tecido adiposo

subcutaneo em certas regides do corpo que se manifesta durante a puberdade ou apés esta.
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Observa-se, entao a perda de tecido adiposo subcutaneo no tronco e membros superiores e
inferiores, nomeadamente, pernas e nadegas, associada a uma acumulagao de tecido adiposo
nas costas e na zona intra-abdominal, bem como na cara, queixo e pescoco, conferindo
muitas vezes um rosto com um aspeto semelhante ao que ocorre na sindrome de

7,8,42,45

Cushing Salienta-se que os adipocitos presentes na medula Ossea e na zona
intramuscular permanecem preservados. ° Individuos portadores desta doenga manifestam
resisténcia a insulina bem como todas as complicagoes que dai podem surgir, tais como,
diabetes, dislipidémia com um decréscimo marcado das lipoproteinas de alta densidade
(HDL), hipertensdo, pancreatites agudas e esteatose hepatica’’.Todas estas condigdes
contribuem para o risco cardiovascular aumentado. Estao descritos outros sinais clinicos tais
como acantose nigricans, caracterizada por hiperqueratose e hiperpigmentagao,
hiperandroginismo expresso por hirsutismo e irregularidades no ciclo menstrual, sendo

frequente a associacido a sindrome dos ovarios poliquisticos***. A severidade dos sintomas

pode ser maior nas mulheres'.
2.3.3.1.2. Diagnéstico

Os doentes com FPLD2 possuem uma aparéncia fisica bastante semelhante a
individuos com sindrome metabdlico e/ou diabetes tipo 2, sendo necessario proceder a um
exame clinico cuidadoso que permita diferenciar esta das demais possibilidades. A perda de
tecido adiposo conduz muitas vezes a um aspeto musculado o que aumenta o grau de
dificuldade de diagndstico, sobretudo nos homens, pois habitos de musculagao sao
frequentes neste género. Por este motivo, o diagndstico em homens é frequentemente

associado com o diagnéstico de um familiar feminino com a mesma condigao®.

Embora a lipodistrofia seja acompanhada de sinais caracteristicos, nem todos os
doentes os exibem, tornando-se util a complementagao com teste clinicos laboratoriais,
como por exemplo, avaliagao da glicemia, avaliagao dos niveis de triglicerideos, avaliagao da

fungdo hepatica, entre outros®*.

A distingao entre os quatro tipos mais comuns de lipodistrofia é essencial para
melhor compreender a evolugio da doenca®. Para confirmagio deverd proceder-se a
realizagao de testes genéticos moleculares que revelem a presenga da mutagao no gene

LMNA*,
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E de ressaltar a importincia do diagndstico precoce a fim de minimizar a expressio
das complicagoes metabdlicas associadas. Tendo em consideragao o fenotipo misto deste
tipo de perturbagoes é aconselhado a realizagao de exames cardiacos com o objetivo de
despistar eventuais anomalias na condugao cardiaca que possam constituir uma ameaga a

sobrevivéncia®.

2.3.3.1.3. Terapéutica

Até ao momento nao se conhece nenhuma terapéutica que seja capaz de reverter a
lipodistrofia. A terapéutica é direcionada para a prevengao e correg¢do das anomalias
metabdlicas caracteristicas desta doenca®. Assim, firmacos antidiabéticos, como a
metformina ou sulfunilureias, ou antidislipidémicos, como fibratos ou estatinas, associados a
uma dieta equilibrada e a um estilo de vida saudavel sio frequentemente indicados®. Tém
sido efetuados estudos bastantes promissores que se baseiam na reposi¢ao subcutinea de
leptina. Os ensaios com a administragdo de metionil-leptina humana recombinante a
individuos com FPLD registam uma melhoria da resisténcia a insulina e dos valores de
triglicerideos. De uma forma geral verificou-se uma melhoria no quadro da diabetes bem
como a nivel das complicagdes hepaticas”*. A leptina recombinante encontra-se disponivel
para utilizagao no Japao. Em 2013, a FDA recomendou o uso de leptina no tratamento de
doentes pediatricos e adultos com lipodistrofia generalizada. De acordo com a EMDAC as
formas parciais de lipodistrofia nao devem recorrer a terapéutica com metionil-leptina, no

entanto, aguarda-se a posigao oficial da FDA®.

2.3.4. Sindromes de envelhecimento prematuro

As sindromes progerdides caracterizam-se pelo aparecimento precoce, nos primeiros
anos de vida ou adolescéncia, de manifestagoes fenotipicas do envelhecimento. A par destas
manifestagoes, a longevidade dos individuos esta seriamente diminuida. Estas sindromes sao
frequentemente designadas por segmentares pois exibem apenas partes concretas, ou seja
segmentos, do processo de envelhecimento, mas nunca assumem a totalidade deste

processo'®.

2.3.4.1. Sindrome Progeréide de Hutchinson — Gilford (HGPS)

A sindrome progeroide de Hutchinson - Gilford (HGPS) é também denominada

como progeria infantil ou classica, termo esse que surge da jungao dos sufixos gregos “pro” e
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“geras” que significa “precoce” e “velho”, respectivamente®. Descrita primeiramente em

d'®*® é uma

1886, por Jonathan Hutchinson e posteriormente em 1904 por Hastings Gilfor
doenga genética autossomica dominante extremamente rara e fatal, com um fenotipo bem
. ;.. 8 . . ’ . 5]
caracteristico e dramatico". Estima-se que afete | em cada 8 mil recém-nascidos’’, e que pelo
menos 90% dos casos resultam de uma mutagcao de novo, onde uma base nucleotidica no

exdo || do gene LMNA é substituida®.

A base nucleotidica referida anteriormente é a citosina, que é substituida por uma
timina na terceira posi¢io do codao 608, e que apesar de nao levar a mudan¢a do
aminoacido codificado (G608G), ativa um local de corte que origina a perda de uma regiao
da molécula de RNAm'®. Forma-se entio uma proteina, lamina A A 50, que embora nio
possua os 50 aminoacidos na regiao terminal carboxilica, possui o motivo CAAX, também
ele codificado pelo exao |1, mas que nao sofre nenhuma alteragao. Desta forma, esta
proteina ainda que mais curta sofre todos os processos poés-traducionais de farnesilagao e
metilacao semelhantes aos que a pré- lamina A sofre antes da sua maturagao. A auséncia dos
50 aminoacidos, remove o local de reconhecimento da endoprotease FACE-lI ou
ZMPSTE24, o que faz com que o segmento de |5 aminoacidos terminais nao possa ser
cortado, obtendo-se desta forma uma proteina anormal que permanece farnesilada, que se
denomina progerina (Figura 4). A importancia deste corte é evidente através de ensaios que
revelam que mutagdoes ao nivel da ZMPSTE24 causam uma forma severa da doenga de

Displasia Mandibulo-acral, cujo fenétipo é bastante semelhante a SHG.
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Figura 4. llustragao comparativa entre o processo de maturagao normal da lamina A (coluna
da esquerda) e o processo de maturagao anormal da limina A (coluna da direita) que sinaliza a
perda dos 50 aminoacidos e, consequentemente, a formagiao e acumulagao de progerina.
Imagem adaptada de Crespo Santiago et al., 2007.
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A retencao do terminal carboxilico farnesilado leva a que a progerina fique
permanentemente ancorada na membrana nuclear e que a sua libertagio deixe de ser
possivel. Facilmente ocorre a dimerizagao com a lamina A madura, que ja nao se encontra
farnesilada, e forma-se um complexo multiproteico. Dai resulta numa disrupgao dominante
negativa da estrutura que suporta o nucleo e da heterocromatina adjacente, conduzindo as
caracteristicas nucleares frequentemente observaveis nos estudos quer das culturas
celulares, quer em modelos animais e humanos™. A maioria das investigagdes em células

humanas para o estudo de HGPS sio realizadas em fibroblastos'®.

2.3.4.1.1. Fisiopatologia e Clinica

A acumulagao de progerina é a base da fisiopatologia de HGPS, uma vez que a
acumulagao desta proteina anormal altera a estrutura do envelope nuclear, e naturalmente
compromete a fungdo nuclear'®. Eriksson et al., sugere que esta acumulagio poderia causar
uma redugao da resisténcia do envelope nuclear as diferentes forgas de tensio que se
exercem constantemente sobre esta estrutura, ou seja, diminuir a capacidade da célula ao
stress mecanico®. Esta condigdo explicaria o facto de os neurénios, enquanto células pos
mitoticas nao sofrerem alteragoes, enquanto os tecidos que possuem células em constante

divisio mitotica, como a pele, fibras musculares e vasos sanguineos sio os mais afectados'®.

Atualmente, tem sido demonstrado que as células dos individuos com HGPS
possuem um genoma mais instavel, verificando-se maiores danos sobre o DNA e uma
diminuicdo da eficicia da maquinaria responsavel pelos processos de reparacio de DNA'",
Ou seja, em adicao a fragilidade mecanica esta mutagao tem o potencial de afetar outros
processos vitais, tais como a transcricio de genes, replicagio de DNA e divisio celular™.
Observam-se alteragcoes nos mecanismos de reparagao do DNA, com acumulagio de

ruturas das cadeias do DNA e ativagio de p53”'%.

Os individuos com HGPS tém uma taxa de envelhecimento cerca de 7 vezes superior
a taxa de envelhecimento normal®, e embora as criangas possam nascer com aparéncia
normal, por volta do primeiro ano de vida comegam-se a evidenciar os tragos caracteristicos

desta doenca’®**

. As criangas com HGPS apresentam uma pele esclerodérmica que se
caracteriza pelo espessamento da pele devido a excessiva deposicao de fibras de colagénio,
conferindo um aspeto endurecido, deplecao de tecido adiposo subcutaneo, alopecia e
vascularizagdo subcutanea realgada. Existem outras caracteristicas fenotipicas bastante

marcantes como os olhos proeminentes, a despropor¢ao craniofacial, o nariz aquilino, a
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micrognatia que pode levar a sobreposicao dos dentes, a dentigao retardada ou mesmo
ausente, labios finos, orelhas com auséncia de I6bulos, contracturas musculares e rigidez

7

articular™. No fundo, observa-se um atraso no crescimento fisico, sendo que estes

individuos tendem a possuir uma estatura baixa e baixo peso, e em alguns casos auséncia de

maturagio sexual *>.

HGPS induz alteragoes nos diversos orgaos e sistemas, como a pele, o sistema
esquelético e o sistema cardiovascular. De facto, cerca de 90% dos doentes morrem antes
de chegarem aos |13 anos de idade, por cardiopatia coronaria, aterosclerose e afecoes em

outros érgaos internos °.

E de destacar que os individuos com HGPS nao apresentam alteragoes neurolodgicas,
de tal modo que o seu desenvolvimento cognitivo e emocional nao se encontra afetado e em

nada se correlaciona com o envelhecimento fenotipico presente '°.

2.3.4.1.2. Diagnéstico

O melhor diagnostico é feito através da associagdo do exame clinico com o teste
molecular genético. O teste genético é feito através de uma andlise de sangue e o resultado

é obtido ap6s 10 dias a 4 semanas, consoante a extensio dos testes genéticos necessarios®’.

O diagnéstico clinico é realizado pela observagio dos sinais dos doentes®® tais como
a perda de gordura, artrose, alopecia, os olhos proeminentes, entre os referidos

anteriormente.

Tendo em consideragao a existéncia de varios sindromes progeroides com fenotipos
similares torna-se necessario proceder a um diagnostico diferencial que permita excluir os
restantes sindromes: sindrome de Wiedemann-Rautenstrauch, sindrome de Cockayne,

sindrome de Rothmund-Thomson ou sindrome de Werner®®**’,

Aconselha-se a monitorizagao anual da fungao cardiaca através de eletrocardiogramas
e ecocardiogramas, bem como a realizagao de exames laboratoriais para o doseamento de
lipidos e da glicose em jejum, e a medigao da pressao arterial nos bragos e nas pernas tendo

em conta as complicagdes cardiacas associadas®®.
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2.3.4.1.3. Terapéutica

O diagnostico correto deve ser realizado para que o tratamento adequado a doenga
se inicie o mais rapidamente possivel, mesmo sendo tratamentos que apenas tém como

objetivo amenizar a sintomatologia, ja que até a presente data nao existe nenhuma cura.

Algumas estratégias sao a administragao da coenzima Q10, acidos gordos, vitamina E
e agentes antioxidantes que possuem uma reconhecida capacidade de evitar o stress
oxidativo e retardar o envelhecimento celular. Em alguns casos hormonas de crescimento
também podem ser indicadas, mas geralmente os resultados nao sao satisfatorios. Muitos
sao os individuos que recorrem a baixas doses de aspirina para minimizar o risco
cardiovascular, funcionando também como analgésico para as dores de cabega e dores
articulares®”*®. Todos os medicamentos devem ser doseados de acordo com o peso corporal

da crianca e cuidadosamente ajustados de acordo com a toxicidade e eficacia®.

Em 1999 foi criada uma fundagao de pesquisa sobre a progeria, PRF (Progeria Research
Foundation) com o intuito de encontrar a causa e tratamentos para a cura da progeria,
apoiando todas os portadores desta doengas assim como as suas familias. Contudo, foi
somente em 2003, com a descoberta do gene LMNA como gene responsavel, que novas

portas na area da investigagio do tratamento foram abertas™.

A descoberta de que o fendtipo desta doenga resulta da acumulagao de progeria,
uma proteina que permanece farnesilada no terminal carboxilico, permitiu que investigadores
identificassem os inibidores da farnesiltransferase como potenciais agentes terapéuticos.
Estes seriam capazes de inibir a formagao de progeria ao nao permitirem a adigao do grupo
farnesil, levando a uma diminuigao da quantidade desta proteina aberrante, o que se refletiria

numa melhoria do estado geral da doenga®"*.

Foi em maio de 2007 que o hospital em Boston, Boston Children’s Hospital, em
colaboragiao com a empresa farmacéutica Schering-Pliugh e a Fundagao de Pesquisa de
Progeria, conduziu um ensaio clinico aberto fase Il com o uso de lonafarnib no tratamento
de progeria. Aproximadamente 29 criangas com HGPS receberam lonafarnib em regime de
monoterapia duas vezes por dia em doses entre |15 e 150 mg/m2 durante dois anos™. Até
entao os inibidores da farnesiltransferase (FTls) eram usados exclusivamente como agentes
antitumorais, o que acabou por ser uma mais-valia, uma vez que ao ja terem sido utilizados

em ensaios com criancas doentes com cancro, € o facto de nido se terem observado efeitos
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secundarios e toxicidade relevantes permitiu encurtar o tempo, e utilizar rapidamente esta

molécula em ensaios clinicos de fase II°.

O ensaio onde se usou lonfarnib em monoterapia teve resultados bastante
satisfatorios, pois melhorou nao s6 os aspetos cardiovasculares como também algumas das
anormalidades ésseas®'. Experimentagdes prévias com FTls em culturas de células j& haviam
mostrado melhorias na redugao da morfologia disforme dos nucleos, e ensaios com modelos
de ratos com HGPs também revelaram melhoria a nivel do fenétipo, embora sem reversao
total dos sintomas. Esta nao reversio total podera resultar da agdo da geranilgeranil
transferase, que ao nao ser inibida pelos FTls permite que a pré-lamina A seja convertida em

progeria®?'.

O desejo de encontrar novas terapéuticas, aliado as vantagens dos regimes de
combinacao, levou a que fossem realizados estudos onde ao lonfarnib se associaram mais
dois farmacos, a pravastatina (inibidor da HMG-CoA redutase) e o zoledronato
(bifosfonato). Esta combinagio foi capaz de inibir a prenilagdo, e desta forma, quando usada
no tratamento de laminopatias, resulta num aumento de longevidade, redugao do stress
oxidativo e da senescéncia celular, e melhoria do fenétipo em murganhos ®. Em 2009, a PRF
iniciou assim um novo ensaio clinico. Os primeiros resultados foram um aumento de peso
corporal e diminuigao da rigidez da artéria carétida. No geral, os individuos participantes
evidenciaram uma melhoria na densidade ossea, tamanho e propriedades estruturais.
Contrariamente ao verificado no regime de monoterapia, a média da velocidade da onda de
pulso carotideo — femoral e a média da ecodensidade da artéria adventicia da carétida nao
sofreram melhorias. Além disso, a taxa de placas existentes na artéria femoral e na artéria
carétida assim como as calcificagdes extra esqueléticas aumentaram®. Com base nos
resultados, concluiu-se que o aumento da esperan¢a média de vida se deve sobretudo ao
lonafarnib, e que esta associagao nao acrescenta nenhum beneficio adicional, nao sendo por

isso recomendada como terapéutica®'.

De acordo com informagoes prestadas pela PRF, em abril de 2016, comegou um
novo ensaio clinico na fase |, de dois medicamentos lonafarnib e everolimus, um andlogo da
paramicina. O presente ensaio tem como objetivo determinar a dose maxima tolerada de
everolimus quando co-administrada com lonafarnib. Apds essa determinagao sera entao

possivel avancar para ensaios que avaliem a eficicia da combinagdo dos dois farmacos®'.
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Alguns autores mencionam a utilizagao de oligonucledtidos antisense, denominados de
morfolinos, que contém a sequéncia complementar do exao ||, como sendo capaz de evitar
o corte do RNAm mutado responsavel por produzir a progerina, e assim constituir um
outro avango terapéutico. Observou-se que estas moléculas, especificamente marcadas para
o local onde ocorre o processamento que origina a mutagao, ao serem transferidas para os
fibroblastos de doentes com HGPS, restauram o normal processamento e acabam por
promover uma redugao do RNAmM mutado e consequentemente, das alteragoes

morfoldgicas no nicleo celular'®®,

Existe também a possibilidade de atingir o RNAm
mutado, por intermédio de um RNA de interferéncia, cujos resultados mostram também
uma redugao a nivel da transcrigao da progeria com uma melhoria da morfologia nuclear e

do potencial mitético, bem como da senescéncia dos fibroblastos das pessoas com HGPS '°.

Varios estudos sao feitos usando murganhos que sejam capazes de simular os
fenotipos das diversas laminopatias nos humanos. Num ensaio, utilizaram-se murganhos
“knock-out para ZMPSTE24 (ZMPSTE24 -/-) mas LMNA +/-, ou seja, nao expressavam a
proteina ZMPSTE24 mas, ao serem heterozigoticos para o alelo LMNA expressavam 50% de
pré lamina A farnesilada, sendo denominados como murganhos mistos. As observagoes
retiradas ao comparar murganhos knockout exclusivos (ZMPSTE24 -/-) com os murganhos
mistos, revelou que os fibroblastos dos murganhos mistos tinham menos alteragoes
morfologicas no nicleo celular e a quantidade de pré lamina A farnesilada, ou seja, progeria,
também era menor. Estes resultados permitem estabelecer que ao se diminuir a sintese
desta proteina, reduzindo a expressao do gene LMNA, os efeitos toxicos que esta exerce
sobre a célula também se desvanecem'®. Também o estudo de murganhos que sé sintetizam
a lamina C (LMNA LCO/LCO) veio por em analise a real necessidade da existéncia da lamina
A nas células, uma vez que estes ratos apresentam um fenotipo normal, sendo saos e férteis.
Os fibroblastos destes animais apresentam anormalidades insignificantes quer na forma quer
na mecanica do nlcleo®. Todos estes dados indicam que nem a pré-limina A farnesilada,
nem a lamina A sao indispensaveis para a manutencgao da estrutura e fungao nuclear, e como

tal criam-se novas vias de investigacao que passam pela total inibicao da expressao do gene

LMNA'S,
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2.3.5. Sindromes overlapping

2.3.5.1. Anomalia Pelger-Huet (PHA)

A anomalia Pelger-Huet (PHA) é uma patologia sanguinea, benigna e autossémica
dominante, com origem numa mutagao que codifica o gene LBR, ou seja o recetor da lamina
B. Desta forma, é considerada como uma laminopatia secundaria’. Mutagdes homozigéticas
no gene LBR foram identificadas em doentes que apresentam displasia esquelética do tipo
Greenberg, sendo esta uma doenca letal no Utero’. A prevaléncia de PHA nio é influenciada

pelo género do individuo.

2.3.5.1.1. Fisiopatologia e Clinica

Descrita pela primeira vez em 1928, por Pelger, esta € uma anomalia que envolve a
diferenciagao terminal de leucécitos, observando-se a segmentagao incompleta do nicleo
dos granulécitos (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos)®. Estas células conservam as suas
fungoes normais, mantendo as fungdes enzimaticas e fagociticas caracteristicas dos
neutrdfilos, chegando mesmo a possuir uma taxa de sobrevivéncia semelhante a dos

leucdcitos normais. Em 1931 Huet, identificou a doenga como sendo de origem hereditaria®.

Esta patologia € caracterizada por uma forma nuclear e uma organizagao da
cromatina dos granulécitos anormais, motivo pelo qual os individuos apresentam neutrofilos

hipolobulados com cromatina grosseira’.

Os doentes heterozigoticos sao clinicamente normais, enquanto os que possuem
homozigose normalmente sofrem de formas mais severas, como a displasia esquelética do

tipo Greenberg ja referida®®.

2.3.5.1.2. Diagnéstico

O diagnostico de APH é importante pois permite evitar erros aquando a
interpretagio do hemograma, pois o facto dos granulécitos maduros nao serem
hiposegmentados pode gerar confusio com um desvio a esquerda, bastante frequente em

infecoes bacterianas®.

A distingao entre a doenga autossomica dominante e a doenga adquirida ou pseudo-

Pelger-Huet, que pode ser observada em individuos portadores de leucemia granulocitica,
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doengas mieloproliferativas e algumas infegoes, onde as células apresentam nucleos ovais, €

recomendada®.

2.3.5.1.3. Terapéutica

Considerando a clinica normal do paciente, nao é necessario proceder a nenhum tipo

de terapéutica, ja que estdo ausentes quaisquer tipos de sintomas.

3. Limitacoes e Perspetivas futuras

As laminopatias enquanto doengas raras criam diversos obstaculos na vida dos
doentes, sendo a problematica dos medicamentos orfaos uma das principais limitagées no
que toca a terapéutica. Quando a maioria das terapéuticas instituidas nao s6 no caso das
laminopatias referidas, como na globalidade de doengas raras, se baseia no controlo dos
sintomas e na melhoria da qualidade de vida, medicamentos que possam representar a cura
constituem uma esperan¢a para todos estes individuos. Denominam-se entao por
medicamentos 6rfaos os medicamentos destinados ao diagnostico, prevengao e tratamento
de doencas potencialmente fatais, ou muito graves, ou de perturbagdes raras. A 16 de
dezembro de 1999, o Parlamento Europeu e o Conselho Europeu adotaram o Regulamento
(EC) N°141/2000 relativo aos medicamentos orfaos, onde consta: “Os doentes que sofrem de
doencas raras devem ter direito a terapéuticas de qualidade idéntica a das oferecidas aos restantes
doentes; importa, portanto, incentivar a industria farmacéutica a investigar, desenvolver e introduzir
no mercado medicamentos adequados. Os incentivos ao desenvolvimento de medicamentos érfdos
existem nos Estados Unidos da América desde 1983 e no Japdo desde 1993;” ®. A industria
farmacéutica com o objetivo de maximizar os lucros opta por nao apostar neste tipo de
medicamentos, uma vez que a quantidade de doentes aos quais estes possam ser indicados é

reduzida, acabando por o retorno monetdrio ser muitas vezes inexistente.

Existem também outras limitagoes como a frequéncia rara destas doengas que faz com
que a amostra quer para estudos quer para ensaios clinicos seja bastante diminuta. A
amostra pouco representativa e a variabilidade inter-individual existente inviabilizam as
generalizagoes nas conclusoes dos resultados. De facto, identificar quais os pardmetros que
devem ser avaliados como capazes de indicar e monitorizar os resultados positivos ou

negativos nos ensaios clinicos é de extrema complexidade.
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O reduzido nimero de portadores de doencgas raras dificulta o diagnostico, pois a
grande maioria dos médicos nao esta ciente e nao possui os conhecimentos necessarios para
detetar precocemente a doenca. A disparidade de sinais e sintomas, e a dificuldade de
conseguir associar tais manifestacoes as doengas ja existentes torna-se assim bastante

complicado.

A organizagao nao-governamental EURORDIS, tem contribuindo para a adogao de
legislagoes e regulamentos europeus relativos a medicamentos orfaos, e visa a concretizagao
de planos ou estratégias nacionais para as doengas raras em todos os paises da Europa. A
aprovacao do Programa Nacional para Doengas Raras em 2008, foi bastante importante e
tem como objetivos: o estabelecimento de centros de referéncia de doengas raras; a
melhoria do acesso destes doentes a cuidados de salude adequados; o estreitamento do
conhecimento e consciencializagao das doengas raras; a cooperagao a nivel nacional e
internacional; a promogao de tratamentos inovadores e o aumento da acessibilidade a
medicamentos 6rfaos*. Um importante passo foi a criagio de um “Cartio para a Pessoa com
Doenca Rara” em 2012, que veio facilitar a divulgagao da informagao clinica para os
profissionais de salde e assegurar o melhor atendimento para o utente, especialmente em
casos de emergéncia médica, onde é crucial o acesso a informagao relevante da pessoa com
doenca rara®. O “Programa Nacional de Diagnéstico Precoce” instaurado em 1979, foi
desde dai um sucesso, e se no inicio apenas se realizava o teste da fenilcetondria, hoje em
dia conta com mais 25 testes, entre os quais, hipotiroidismo congénito, tirosinémia, aciddria
maldnica, entre outras®. Esta organizagio também promove congressos, encontros, palestras
e atividades que auxiliem na percegao do conceito de doengas raras, acabando com os

estigmas e preconceitos*.
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4. Conclusao

Os doentes de doengas raras e as suas familias enfrentam diariamente varios desafios
e limitagoes, e enormes progressos tém sido feitos com o desenvolvimento de politicas de
salde apropriadas. A cooperagao internacional no campo da investigagao cientifica e clinica
aliada aos esforgos e recursos humanos bem como aos constantes avangos cientificos nas

mais diversas areas de genética, engenharia biomédica, biomedicina tem-se mostrado crucial.

Cada vez mais grupos de investigacao basica e clinica estao envolvidos no estudo das
doengas raras, nomeadamente nas muta¢oes na lamina ou em genes associados. Estas
patologias apresentam fenotipos distintos e ja se conhecem alguns dos mecanismos

fisiopatologicos associados as alteragoes clinicas.

As laminas nucleares e as doencas associadas tém ganho cada vez mais destaque, nao
s6 devido a sua raridade mas também as potencialidades que as suas descobertas
apresentam. Os elementos da arquitetura nuclear podem estar na base de doengas cardiacas
muitas vezes associadas a mortes subitas, de patologias metabdlicas como a resisténcia a

insulina, ou até mesmo do processo de envelhecimento que afeta a todos os individuos.
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6. Anexos

Tabela I. Resumo das entidades clinicas conhecidas como laminopatias, agrupadas em cinco

categorias.

Cardiomiopatia dilatada, tipo 1A LMNA 1922
Distrofia muscular Emery-Dreifuss LMNA 1q22
Autossémica Dominante e

Recessiva

Distrofia muscular Emery-Dreifuss EMD Xq28
ligada ao cromossoma X

Distrofia muscular congénita LMNA 1q22
Cardiomiopatia dilatada, tipo 1A LMNA 1922
com hipogonadismo

hipergonadotrépico

Distrofia muscular de cinturas, LMNA 1q22
tipo |B

wopisTROPA | ||
Lipodistrofia parcial adquirida LMNB2 19p13.3
Lipodistrofia parcial familiar, tipo 2 LMNA 1q22
Displasia mandibuloacral associada LMNA 1q22
a lipodistrofia tipo A

Displasia mandibuloacral associada ZMPSTE24 1p34.2

a lipodistrofia tipo B

Leucodistrofia autossémica LMNBI 5q23.2
dominante do adulto

Doenga Charcot-Marie-Tooth LMNA 1q22
SINDROMES

PROGEROIDES

Sindrome Hutchinson —Gilford LMNA 1q22
progeria

Dermopatia Restritiva ZMPSTE24/LMNA 1p34.2/1q22
Sindrome de Werner atipico RECQL2 8pl2
SINDROMES

“OVERLAPPING”

Anomalia Huet-Pelger LBR 1q42.12
Displasia esquelética tipo LBR 1q42.12
Greenberg

Baseada em McKenna T, et al., 2013 8
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