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RESUMO

A Lipomatose Multipla Familial (LMF) € um transtorno autossémico dominante da
hipoderme, caracterizado pela formagdo lenta e progressiva de nddulos
encapsulados de tecido adiposo ndo dolorosos distribuidos em tronco e
extremidades. Acomete na sua maioria individuos adultos a partir da quarta década
de vida. Por ndo existir uma etiologia definida e ser confundida com outras
sindromes dermatolédgicas, sua base molecular e biolégica precisa ser melhor
compreendida. Estudos prévios em tecido tumoral sugerem que aproximadamente
70% dos lipomas esporadicos sao decorrentes de rearranjos citogenéticos
envolvendo a banda 12q13-15. Isto leva a variagdes na expressao do gene HMGAZ2
(High Mobility Group AT-hook 2) que codifica proteinas ndo histonas responsaveis
por alteracbes conformacionais do DNA, proliferagdo celular aberrante e
desenvolvimento de tumores benignos de tecidos mesenquimais. O objetivo desse
trabalho foi realizar uma caracterizacao clinica e molecular em DNA constitucional
de sete individuos pertencentes a cinco familias ndo aparentadas com LMF.
Para a andlise do gene candidato HMGAZ foi usada a técnica de sequenciamento
por Sanger. Para o estudo de outros genes envolvidos em lipomatoses sindrémicas
como o AKT1, APC, PIKBCA, MEN-1 e o PTEN foi utilizado sequenciamento de alta
performance. Os resultados clinicos na presente amostra mostram uma frequéncia
aumentada da LMF em mulheres a partir dos 28 anos com IMC acima de 25.
Além disso, presume-se que esta condicdo possa estar relacionada a comorbidade
gastrointestinal tanto benigna quanto maligna e com achados histopatoldgicos que
indicam um padrao tipico de angiolipomas. Duas variantes idénticas foram achadas
no éxon 5 do gene HMGAZ2 em dois pacientes de familias distintas. Porem as
analises in silico feitas mediante diversos algoritmos revelaram resultados
contraditérios. Nao houve alteragbes adicionais nos éxons 2 a 4 do gene HMGAZ.
O painel génico dos genes AKT1, APC, PIKBCA, MEN-1 e o PTEN foi normal em
todos os pacientes. Em resumo, a LMF é uma doenga heterogénea com
expressividade variavel ampla, que precisa de novas pesquisas para estabelecer
uma base genética mais acurada, facilitando seu diagndstico, abordagem clinica e

aconselhamento genético.

Palavras-chave: lipomatose multipla familiar, caracterizacao molecular, autossémica

dominante, HMGAZ2, sequenciamento de nova geragao.



ABSTRACT

Familial Multiple Lipomatosis (FML) is an autosomal dominant disorder of the
hypodermis characterized by the slow-growing of encapsulated non-painful fatty
nodules spread across the limbs and trunk. Adults over the age of 40 are commonly
affected and sometimes this disorder overlaps with other dermatological syndromes,
due to its aesthetic features. Currently, a specific etiology has not been identified,
therefore, its molecular and biological basis needs to be better understood.
Previous studies focused only on tumoral tissue/specimen suggested that around
70% of sporadic lipomas result from cytogenetic rearrangements involving the
12913-15 band. This leads to deregulated expression of the HMGAZ2 (High Mobility
Group AT-hook 2) gene which encodes non-histones chromatin proteins responsible
for DNA conformational changes, aberrant cell proliferation and development of
benign mesenchymal tumors. This study aimed to perform a clinical and molecular
characterization from constitutional DNA of seven individuals belonging to five
unrelated families diagnosed with FML. HMGAZ2 gene analysis was made using
Sanger sequencing. Other candidate genes, such as AKT1, APC, PIK3CA, MEN-1
and PTEN which are associated with syndromic lipomatosis, were investigated by
Next- Generation high throughput sequencing techniques. Clinical results showed an
increased frequency of FML among women reaching the age of thirty and who
presented a BMI greater than 25. We observed that some FML cases were
associated with both, benign and malignant gastrointestinal comorbidity.
Regarding the histopathological findings in FML, there was a predominance of
angiolipomatous lesions. Two identical variants were found in exon 5 of the HMGAZ2
gene in two members of different families. In silico analysis of those alterations
revealed contradictory results. There were no additional changes in exons 2 to 4 of
the HMGAZ2 gene. Multi-gene panel of AKT1, APC, PIKBCA, MEN-1 and PTEN was
normal in all cases. In summary, FML is a heterogeneous medical condition with
variable expressivity. More research needs to be addressed covering other genes to
establish accurate genetic basis to facilitate its diagnosis, clinical management and

genetic counseling.

Keywords: Familial multiple lipomatosis, molecular characterization, autosomal

dominant, HMGAZ2, next generation sequencing.
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INTRODUCAO

1.1- Lipomatose multipla familial

A Lipomatose Multipla Familial (LMF, OMIM%151900) é um transtorno
autossébmico dominante da hipoderme, caracterizado pela formacao lenta e
progressiva de ndédulos encapsulados de tecido adiposo n&o dolorosos a palpacao.
Esta condicdo apresenta uma distribuicdo anatémica variavel com localizagéo
preferencial em extremidades e tronco e usualmente acomete individuos do sexo
masculino a partir da quarta década'’®. Embora na atualidade ndo exista uma
etiologia definida, estudos prévios sugerem que ao menos uma parte dos casos de
lipomas isolados sejam decorrentes de rearranjos citogenéticos envolvendo o braco
longo do cromossomo 12, o que leva a variacoes na expressao do gene HMGAZ2
(High Mobility Group A2) que codifica proteinas nao histonas envolvidas nas
alteracdes conformacionais do DNA e no desenvolvimento de tumores benignos dos

tecidos mesenquimais®.

1.2- Historia

O reconhecimento de formacbes tumorais lipomatosas data do século
XVI, desde o0 auge do renascimento. Dequeker et al. apontam que na mais notavel
obra de Leonardo da Vinci, “Mona Lisa”, pode ser visualizada uma discreta
proeminéncia arredondada e bem definida na face dorsal da méao direita da mulher,
que eventualmente poderia corresponder a um lipoma (Figura 1)“.

Em 1846, Sir Benjamin Brodie foi o primeiro a relatar dois individuos com
lipomas simétricos localizados na nuca e, cinco anos mais tarde, foi feita pelos
pesquisadores Addison e Gull outra descricdo com a definicdo formal do termo -
lipoma -®7. Logo apés, entre 1891 e 1892, Blaschko e Alsberg observaram uma
incidéncia aumentada dos lipomas entre homens pertencentes a uma mesma familia
e, além disso, viram que os tumores se desenvolveram em diferentes idades, sendo

manifestados desde inicio da puberdade até a idade adulta®.
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Figura 1- Pintura mostrando a “Mona Lisa”®.

Ja nos anos subsequentes a 1933, Cockayne, Miller, Murchinson,
Kurzweg e Spencer se dedicaram a descrever familias com quadros altamente

sugestivos de LMF®™

. Finalmente em 1970 o cirurgido Das Gupta fez uma
classificacdo dos tumores lipomatosos de acordo com seu comportamento,
histéria natural, tamanho e distribuicao em trés categorias: solitarios ou esporadicos,

LMF e Lipomatose Multipla Simétrica (LMS)'213),

1.3- Epidemiologia

O lipoma é a neoplasia benigna mais comum dos tecidos moles em
adultos e compreende quase metade de todos os tumores mesenquimatosos
benignos. Raramente apresenta degeneragdo maligna. A incidéncia anual varia

entre 1 a 2,1 afetados para cada 1000 pessoas'®

, sendo que a presenca de
multiplos lipomas pode estar presente em 5% dos individuos!'®. Acredita-se, porém,
que pode haver uma subestimativa dessas cifras, pois em muitas oportunidades

somente sao diagnosticados quando se tornam esteticamente desagradaveis,
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(15,16

ou quando causam dor ou prejuizos funcionais ). A incidéncia exata da LMF é

desconhecida, mas calcula-se que aproximadamente 0,002% dos individuos da

17.18) Devido & singularidade e natureza

populagdo geral possuem esse diagnéstico'
benigna da LMF, estudos pouco aprofundados tém sido realizados até o momento

para confirmar esses dados.

Quanto a distribuicdo entre sexos, presume-se que esta condicdo exibe
uma predilecdo pelos homens, mostrando uma relagdo 2:1 ou superior (até 4,6:1)

17-20)

em relagdo as mulheres! No entanto, alguns autores afirmam que essa

proporgao é ainda mais proxima do 1:1@17),

Embora a faixa etaria média de aparecimento dos ndédulos situe-se entre
a terceira e quarta década da vida, este quadro pode ter inicio desde a infancia ou
adolescéncia, sendo que o pico maximo de formacédo dos lipomas é observado a

partir dos 50 anos e atinge uma frequéncia elevada sujeitos com obesidade®'®.

1.4- Padrao de heranca

Em referéncia a hereditariedade, o mecanismo de transmissao da LMF é
frequentemente associado a um padrdao autossdémico dominante com penetrancia
completa; ndo obstante, ha casos de provavel heranga autossémica recessiva e
ligada ao sexo. Outras hipéteses se baseiam em etiologia multifatorial, onde
condicoes locais como, por exemplo, eventos pés-trauma, disfuncdo do tecido
adiposo, alteracbes enddcrinas e suscetibilidade genética somado a fatores
ambientais (radiacdo ionizante) e medicamentos (corticosteroides, quimioterapicos

ou insulina) poderiam favorecer o crescimento nodular gradativo!'32°2),

1.5- Fisiopatologia

A expansao do tecido adiposo é observada durante o desenvolvimento
normal, bem como na obesidade, e é resultado de dois processos que ocorrem em
simultaneo: hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos. A hipertrofia é considerada o

evento inicial e é secundaria ao incremento do volume maximo dos adipdcitos
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maduros devido ao aumento da lipogénese e armazenamento unilocular de
triglicerideos. Por outro lado, a hiperplasia resulta da diferenciacao e expansao
clonal mitética de células tronco pluripotentes e pré-adipécitos. Em lipomas a
hipertrofia ndo ocorre com rapidez suficiente e, portanto, € necessaria a geracao de
novos pré-adipocitos para continuar a expansdo de massa de tecido celular
subcutaneo. Assim, acredita-se que a expressdao aumentada do gene HMGAZ induz
a hiperplasia e proliferacao aberrante de adip6citos maduros diferenciados, a qual
pode ou n&o estar associada ao estimulo dietético exégeno (Figura 2)®?°.

Por outro lado, alguns autores apontam que os adip6citos de menor
comprimento tém um efeito protetor sobre o metabolismo da glicose e a lipdlise por
sua maior afinidade pelos acidos graxos livres e triglicerideos, evitando seu acumulo
nos tecidos nao adiposos como os do musculo esquelético, do pancreas e do figado.
O tecido adiposo subcutaneo pode secretar alguns “fatores benéficos” tais como a
adiponectina e leptina, os quais melhoram o metabolismo da glicose e dos lipidios

mediante o aumento da sensibilidade a insulina”,



23

Expressao de HMGA2 em adipogénese e lipomas

nga2 -
Prohfera(;ao -

. s F
Proliferagdo ormagdo
h de Lipoma a

= . Adipécito hipertréfico Células expressando HMGA2
\\J Inducdo de obesidade |

Figura 2- Expressdo de HMGAZ na adipogénese e formacdo de lipomas.
Em camundongos normais a proliferacdo e a diferenciagdo dos
pré-adipocitos ocorre de maneira regulada. Sob condigdes que induzem
obesidade, a populacao de pré-adipécitos sofre expansao (hiperplasia)
e uma maior capacidade de armazenamento de gordura (hipertrofia).
Em camundongos knockout HmgaZ2 -/-, e sob condigdes que induzem
obesidade, ndo existe expansao de pré-adipdcitos e 0 aumento do peso
€ unicamente devido a hipertrofia. Em lipomas, a expressao alterada de
Hmga2 nos adipdcitos maduros diferenciados leva a uma proliferacao
aberrante. Modificado de Ashar et al.?®

1.6- Quadro clinico

e

No estrito sentido da palavra, o termo lipomatose é atribuido ao
crescimento difuso e excessivo do tecido celular subcutdaneo, mas geralmente
também é usado para se referir & presenca de vérios lipomas':'®. Compostos por
adipécitos maduros e demarcados por uma fina capsula fibrosa sdo o tipo de
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neoplasia mesenquimal benigna mais comum, que surge a partir do tecido
gorduroso (Figura 3)®”. Com um amplo espectro clinico, os lipomas s&o
considerados nédulos subcutédneos, moveis, de textura macia e mole, ndo dolorosos,
distribuidos principalmente em extremidades e na regidao abdominal. Podem estar

presentes em quantidades variaveis.

Figura 3- Aspecto histologico de um lipoma. Tecido adiposo maduro com variavel
quantidade de feixes colagenos e vasos sanguineos. Arquivo do

departamento de anatomia patoloégica - Faculdade de Ciéncias Médicas -

Unicamp.

Segundo a sua localizagdo anatbmica sao categorizados como
superficiais ou profundos. Os primeiros sdo muito mais comuns, sendo que 0s
profundos representam cerca de 1% dos casos!'®. A maioria dos lipomas mede
menos de 5cm de didmetro, mas existem relatos de lipomas gigantes de mais de
20cm de diametro. As lesdes solitarias sdo mais comuns (80%), especialmente nas
mulheres. Os lipomas multiplos (lipomatose) (Figura 4) sdo mais comuns nos

homens!'®2829)
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Figura 4- Lipomas multiplos. Mulher de 60 anos com multiplos nédulos em

antebracos. Arquivo do departamento de genética médica - Faculdade de Ciéncias

Médicas - Unicamp.

Devido a seu padrdo de crescimento progressivo, usualmente tendem a
se manifestar depois da terceira década da vida, mas casos isolados podem
acontecer na infancia ou na adolescéncia. Aparentemente os homens sao
duas vezes mais afetados que as mulheres. Estes tipos de tumores s6 chegam a ser
sintomaticos quando atingem dimensdes extremas ja que podem se sobrepor aos
tenddes ou estimular estruturas nervosas presentes na propria capsula fibrosa,
causando sensagcdo de desconforto a manipulagdo, movimentacdo ou se forem
submetidos a abrasdo por roupas. Apesar de nao alterar a qualidade da vida diaria
dos individuos, disturbios psicolégicos aparecem quando os lipomas sao multiplos e

grandes®©0),

1.7- Condicoes clinicas concomitantes a LMF

Baseados em relatos de casos, ja foram descritas algumas condicdes
clinicas que se apresentaram concomitantemente a LMF, porém nem todas

demonstraram representar uma associacao causal propriamente dita. Entre os
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exemplos reportados na literatura estdo os tumores estromais e lipomatose.
gastrointestinais, lipomas gigantes e invasivos do coracdo, lipoma cerebral.
Além dessas condigcdes, pode coexistir em contextos de trombose venosa profunda,
doenca celiaca e parkinsonismo. Finalmente pode se manifestar secundariamente a

efeitos citotoxicos de tratamentos com quimioterapicos'?*3'39),

1.8- Diagnéstico

O diagnéstico se faz por meio de anamnese e um exame fisico minucioso.
O ultrassom pode ser utilizado como estudo inicial e prové informacdes sobre a
natureza, tamanho e profundidade das lesdes, bem como sua relagcdo com vasos
sanguineos, nervos e demais estruturas proximas, especialmente aquelas de dificil
localizagcdo. A aparéncia tipica consiste em uma massa eliptica ou arredondada
paralela a superficie da pele a qual é hiperecoica em relacdo ao musculo adjacente.
A analise mediante tomografia computadorizada de alta resolugéo geralmente pode
ser diagnéstica, mesmo que a ressonancia magnética mostre melhor definicdo dos
tecidos moles. No entanto, o padrdo ouro continua sendo a biépsia para estudo
histopatolégico, a qual vai confirmar a presenca de vacuolos de tecido adiposo

maduro rodeados por uma fina capsula fiorosa''®%'2"),

1.9- Diagnésticos diferenciais

A infiltracdo de gordura e a presenca de multiplos lipomas podem estar
presentes em um grande numero de sindromes, dependendo do mecanismo de
mutacdo envolvido, seja por um evento somaticos, da fungcdo mitocondrial ou da

linhagem germinativa®” (Figura 5).
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Figura 5- Diagnosticos diferenciais da LMF. AKT1: gene codificador da RAC-alfa

serina/treonina proteina quinase; APC: gene codificador da polipose
adenomatosa do colon; NF1: gene codificador da neurofibromina 1;
PIK3CA: gene codificador da fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase,
subunidade catalitica alfa; MEN-1: gene codificador da neoplasia

enddcrina mdltipla tipo 1; PTEN: gene codificador da fosfatidilinositol-

3,4,5-trifosfato 3-fosfatase. AD: autossomico dominante.

Estdo descritas condicbes associadas cuja manifestagdo é unicamente o

desenvolvimento de lipomas; por outro lado, existe o espectro onde os tumores

lipomatosos, além de infiltrar o tecido celular subcutdneo, vém acompanhados de

outras anomalias. As semelhancas e diferencas sao descritas na Tabela 1.
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1.10- Tratamento

A proposta terapéutica esta dirigida a melhorar o aspecto estético das
lesbes. Poucos estudos tém sido feitos e as estratégias atuais se baseiam em
relatos de casos. Dentro da via farmacoldgica estdo recomendados: 0 uso de beta
agonistas cujo mecanismo de acdao é aumentar a lipolise adrenérgica e reduzir o
acumulo de gordura; o uso de agentes lipoliticos como os fibratos, a lecitina e as
injecbes subcutaneas de fosfatidilcolina também foram descritos, porém com

4142 O tratamento invasivo consiste na remocdo cirlirgica

eficacia questionavel'
convencional ou mediante lipoaspiracao assistida, a qual resulta uma excelente
alternativa em casos de lipomas de tamanho mediano e multiplos. Segundo
Al Basti e cols, o uso desta técnica reduz a deformacao das cicatrizes e garante a
remocéao de todo o tumor, evitando assim a recorréncia em anos, e portanto, sendo
uma opcdo minimamente invasiva, segura, simples e efetiva®. Geralmente o
progndstico € bom por ser uma condi¢ao de evolugdo lenta e que raramente se torna

maligna.

1.11- Descoberta do gene HMGA2 em estudos de tumores mesenquimais:

a linhagem somatica

Desequilibrios do gene HMGAZ2 decorrentes de translocacdes que
envolvem a regiao 12g13-15 sao uma caracteristica frequente nos tumores benignos
de origem mesenquimal nos humanos, incluindo lipomas, leiomiomas uterinos,
hamartomas condrais do pulmao, fibroadenomas de tdérax e mama, pdlipos

endometriais, adenomas pleomorfos das glandulas salivais e angiomixomas**.

Os lipomas tém sido amplamente analisados por citogenética com
bandamento G em grandes séries de pesquisa e multiplas aberragdes estruturais
foram encontradas, com frequéncias que oscilam entre 55 até 75%, principalmente
em individuos adultos. Por sua vez, dentro desse grupo, ao redor de 75%
apresentam cariétipos aparentemente balanceados. Alteragdes numéricas para este

tipo de tumores séo, entretanto raras e ocorrem ao acaso''>?’).
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Apesar do padrdao de anomalias citogenéticas ser bastante heterogéneo,
em lipomas isolados podem ser evidenciados eventos cariotipicos nao aleatérios, os
quais sdo classificados em quatro grupos principais dependendo da ordem de

frequéncia:
1) Translocagdes envolvendo a banda 12g13-15

Dentro das aberragdes cromossGmicas encontradas no grupo dos
lipomas, a t(3;12)(gq27-28;q13-15) esta presente em 20% dos tumores (Figura 6).
Na maioria dos casos, o ponto de quebra ocorre na extensédo do terceiro intron do
HMGAZ2 (>140 Kb) que separa os dominios de ligacao do DNA (motivos AT-hook) do
extremo acido-terminal, resultando na desregulacao da expressao, truncamento ou
fusdo com diversos genes, que acabam codificando transcritos que contém os
primeiros trés éxons do HMGAZ e sequéncias ectdpicas de outros genes que em

ocasides contribuem na adicdo de poucos aminoacidos*>®).

@ O reene= W N ==

L
n
@

Der 3 Der 12

Figura 6- Representacao da translocagcao mais comum em lipomas t(3;12)(g28;q14).
A ruptura em 12gq14 envolve o gene HMGAZ e em 3928 envolve o gene
Lipoma Preferred Partner (LPP). Modificado de Sandberg AA™.
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2) Delecao parcial do brago longo do cromossomo 13 (13g-).
3) Cromossomos em anel supranumerarios (procedentes do cromossomo 12).

4) Rearranjos cromossémicos comprometendo a banda 6p21, que levam a
disrupcao do gene do grupo de alta mobilidade A1 (HMGAT).

Todo o exposto anteriormente sugere que 0 HMGAZ estaria implicado na
etiologia de tumores mesenquimatosos benignos e sua relevancia no

desenvolvimento de lipomas esporadicos estd bem documentada (Figura 7).

1.11.1- Grupo de proteinas de alta mobilidade (HMG)

As proteinas do grupo de alta mobilidade (HMG) estdo entre as mais
abundantes e melhor caracterizadas proteinas nucleares e foram nomeadas de
acordo ao seu comportamento de alta mobilidade eletroforética em gel de

poliacrilamida**7).

Conhecidas como proteinas nao-histonas associadas a
cromatina, constituem uma classe heterogénea de moléculas que desempenham um
papel fundamental na estrutura e funcdo dos cromossomos, assim como na

regulacao da atividade génica.

Estas proteinas tém a habilidade de reconhecer e se ligar a estruturas
especificas do DNA ou da cromatina, independente da sequéncia de nucleotideos
através de seus motivos proteicos funcionais. Este grupo de proteinas nao possui
atividade transcricional intrinseca per se, mas estas sao capazes de modular a
transcricdo de seus genes alvo alterando a estrutura da cromatina mediante
acentuadores ou enhancers. Assim, sdo chamadas de fatores ou elementos
arquiteténicos que facilitam e melhoram algumas atividades DNA-dependentes como

transcricdo, replicacao, recombinacéo e reparo™“®.
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Figura 7- Niveis de expressdo dos éxons 1-2 e 4-5 de HMGAZ2 em tumores
lipomatosos de sete subgrupos citogenéticos. Escala logaritmica (log10).

Nivel 0 corresponde a funcdo basal esperada. A) t(3;12)(927;913-15);

B) t(5;12)(g32-33;q14-15); C) Lipomas com varios outros rearranjos de

12q14-15; D) Lipomas sem qualquer das caracteristicas citogenéticas

conhecidas de lipoma; E) Rearranjo estrutural de 6p21-22; F) Delecao

13qg; G) Cromossomos em anel. Modificado de Bartuma et al.®).
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Com base em seus dominios de ligacdo ao DNA localizados na regiao
amino-terminal, as HMG sao subdivididas em trés subfamilias: HMGA (contendo trés
pequenas repeticoes basicas chamadas AT-hooks), HMGB (contendo caixas HMG)

e HMGN (contendo dominios de ligagdo aos nucleossomos) (Figura 8)“*9).

\-
"HMGAL BFVIGATD
FTVIGAL:

Figura 8- Classificagdo das proteinas do grupo de alta mobilidade HMG. Modificado
de Ozturk et al.“*®.

1.11.2- Grupo de alta mobilidade, subfamilia A (HMGA)

A subfamilia HMGA nos mamiferos é constituida por dois genes
funcionais. O Grupo de Alta Mobilidade A1 (HMGAT), localizado no cromossomo
humano 6 (6p21) e o Grupo de Alta Mobilidade A2 (HMGAZ2), mapeado na banda
12q14-15. Este ultimo contém cinco éxons dispersos numa regidao gendémica de
2140 Kb e é considerado maior do que o0 HMGAT devido a possuir longos trechos
nas regides néo traduzidas (UTR) 5’ e 3’ e ao tamanho de seu terceiro intron**.

O gene HMGAT da origem a trés transcritos, as isoformas HMGA1a
(107 aminoacidos, 11.7 kDa), HMGA1b (96 aminoacidos, 10.6 kDa), HMGA1c
(179 aminoacidos, 19.7 kDa), enquanto o transcrito do gene HMGAZ gera uma
proteina completa de 109 amino4cidos e 12kDa. A excecdo de HMGATfc,
todas conservam alta homologia na sequéncia de aminoacidos (+55%) e contém
trés dominios de ligacdo ao DNA independentes localizados em éxons diferentes e
um extremo acido C-terminal. Essa caracteristica determina a preferéncia de ligagéo
das proteinas HMGA tanto nos trechos de DNA ricos em adenina-timina (motivos AT

hook) do sulco menor, quanto para a unido nos nucleossomos (Figura 9)“%.
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HMGA1a F q a1 HMGAIC | E -
\ \ \ \

1 2228 5460 808692 106 1 2228 546065 178

HMGA1b AcT
\

1 2228 4349 697581 95

1 2531 4551 7379 93 108

Figura 9- Representacao esquematica das proteinas do grupo de alta mobilidade
subfamilia A (HMGA) em humanos. As proteinas HMGA1a, HMGA1b,
HMGA1c e HMGA2 contém dominios especificos de ligagdo ao
DNA (azul), com um motivo AT-hook caracteristico e um dominio acido C
terminal (rosa). A excecdo de HMGA1c, todas as demais proteinas
conservam alta homologia e contém trés dominios de ligagdo ao DNA.
Modificado de Ozturk et al.“*®.

1.11.3- Gene HMGAZ2

O gene HMGAZ2 tem multiplos pontos de iniciacdo no trecho altamente
polimorfico da regido 5 UTR. Os trés motivos AT-hook s&o codificados pelos éxons
1 e 3; o dominio acido deriva do éxon 5; e finalmente o éxon 4 codifica uma pequena
regiao que liga o terceiro motivo AT-hook a cauda &acida da proteina HMGAZ2
(Figura 10)"). A funcdo do extremo &cido C-terminal ainda ndo foi totalmente
compreendida, mas acredita-se que contribui na modulacao das interagdes proteina-
proteina e pode potencializar a atividade dos fatores de transcrigao®.

1.11.4- Mecanismo de acéo e transformacao do grupo HMGA. O destaque do
gene HMGA2

Como mencionado, as proteinas HMGA tém funcdées na montagem e
modulacdo de macromoléculas que estdo envolvidas em varios processos
bioldgicos, através da ligacdo direta ao DNA, modificando sua conformacédo e
consequentemente facilitando sua unido a diferentes fatores de transcricdo gerando
complexos multiproteicos estereoespecificos.
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Figura 10- a) Ideograma do cromossomo 12, banda 12q14.3, e posicao gendémica
do gene HMGAZ2*9). b) Representacido do gene HMGA2. Constituido por
cinco éxons abrange mais de 140 Kb. Os éxons 1 ao 3 codificam um
dominio AT-hook. O éxon 4 codifica uma regiao espacadora que nao
possui homologia com o grupo de alta mobilidade A1 (HMGA1).
Finalmente, o quinto éxon codifica a cauda &cido C terminal

(bloco vermelho). Modificado de Fusco A et al.*®.
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A ativacdo e a expressdao génica sao feitas pela interacdo entre
complexos e as regides livres potencializadoras ou enhancers dos nucleossomos
(Figura 11). Elas também podem influenciar a transcricdo génica por meio da
interacdo proteina-proteina com os fatores de transcricdo modificando sua
conformacao e acentuando a afinidade das ligagdes ao DNA. Finalmente, possuem
a habilidade de alterar a cromatina mediante o reconhecimento de regides ricas em
sequéncias AT independentes da topologia dos dominios do DNA, deslocando assim
a histona 1 (H1)“%),

)

%%& plraie
S s

Figura 11- Esquema representativo da acao das proteinas HMGA (ovais verdes).

a) Mediante ligacbes especificas ao DNA, as proteinas HMGA
competem e deslocam a histona 1 (H1) fazendo com que ocorra
descompactacéo da cromatina. b) O afrouxamento da cromatina induz a
ancoragem e recrutamento de complexos remodeladores (estruturas
cinzas). ¢) A ligacao deste complexo é reforcada pelas proteinas HMGA
e levam ao despejo das histonas a mobilizacdo dos octameros de
histonas. d) Os eventos de remodelacao da cromatina tornam acessivel
o DNA aos fatores de transcricdo (pentdgono e hexagono vermelhos).
As proteinas HMGA facilitam a formacao de complexos de transcricao
que se ligam a sequéncias especificas do DNA. Por fim, a RNA
polimerase Il (Pol Il, oval azul) é recrutada para dar inicio a transcrigao.
Modificado de Ozturk N et al.“®).
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O mecanismo de ac¢ao do grupo HMGA é bastante amplo e abrange uma
diversidade de processos dinamicos que incluem mudancgas da configuragcdo dos
cromossomos e da cromatina (descondensacdo) a curto e longo alcance;
inibicdo dos sistemas de reparo do DNA, como por exemplo, o mecanismo por
excisdao de nucleotideos (NER); regulacdo da transcricio e expressao génica,
assim como da interacao proteinas-proteina; regulacdo da expressdo de proteinas
implicadas na resposta inflamatoria; formagdo de enhancers; modificagbes
pds-traducionais (fosforilacdo, acetilacdo e metilacdo); integracdo e expressao de

retrovirus; inativagdo da apoptose induzida por p53; entre outros“**9).

A seguir alguns desses mecanismos explicados em detalhe:
a) Inducao da atividade do fator de transcricao ExF

Dados recentes indicam que o gene HMGAZ potencializa a atividade do
Eo-Fi1 mediante a sua ligagdo a proteina do retinoblastoma (pRB). Essas duas
proteinas sdo fundamentais no controle da fase de sintese de DNA no ciclo celular.
O processo de potencializacdo ocorre através de quatro etapas: 1) ligacao
HMGA2-pRB; 2) Deslocamento da histona deacetilase 1 (HDAC1); 3) Recrutamento
de histonas acetilases (pCAF/p300) o qual atenua a repressao transcricional;
4) As histonas acetilases agem no ExFi, estabilizando-o na forma livre ativa;
5) Liberagao do complexo HMGA2-pRB do E,F+ (Figurai2-I).

b) Inducéo da expressao da Ciclina A

O HMGAZ intervém direta ou indiretamente com o ciclo celular devido a
seu efeito sobre o ExF¢ e o fator repressor transcricional E4F4, 0os quais regulam a
expressao de varias ciclinas (entre elas a ciclina A) e outras proteinas fundamentais
para a entrada na fase de sintese do DNA do ciclo celular e a transi¢éo da fase G2
para a mitose. Outra forma do gene HMGAZ de induzir a expressao da ciclina A é
mediante ativacdo do complexo transcricional AP1. Este Ultimo estd composto por
trés proteinas JUN (JuN, JuNB e JuND), quatro proteinas Fos (FoS, FoSB, FRA1 ou
FoSL1) e FRA2 ou FoSL2, as quais geram uma ampla variedade de homo e
heterodimeros que se ligam as mesmas sequéncias de DNA e sédo encarregadas da
ativacdo de genes alvo responsaveis pela proliferacdo celular, tumorigénese e

metastase (Figurai2-Il).
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Figura 12- Parte | - Etapas da ativacao do fator de transcricdo EoF4 pelas proteinas

do grupo de alta mobilidade subfamilia A2 (HMGAZ2). a) Ligacédo de
HMGAZ2 a proteina do Retinoblastoma (pRB) a qual se encontra em um
complexo junto a histona desacetilase 1 (HDAC1). b) Separacdo da
HDAC1. ¢) Em auséncia de HDAC1, ocorre recrutamento de histonas
acetilases (pCAF/p300) e através de acetilacdo de histonas ¢é liberada a

repressao transcricional. d) Histonas acetilases também acetilam o
E2F1, estabilizando-o na forma ativa “livre”. Finalmente, HMGA2 e pRB
sé@o liberadas de EsF¢. Parte ll- Esquema do efeito mediado pelas
proteinas HMGAZ2 sobre o complexo AP1. Apds a transformacéao celular,
os niveis de proteina HMGA2 aumentam causando uma acentuagéo da
transcricdo dos genes JUNB e FOSL1. Uma vez gerados os respectivos
produtos (JUNB e FRA1), estes sdao acumulados nas células
transformadas ocasionando alteragbes de composi¢cao no complexo AP1
e favorecendo a atividade transcricional. Modificado de Fusco A et al.“**).
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c¢) As proteinas HMGA modulam a transicao epitelial-mesenquimatosa (EMT)

Durante o desenvolvimento embriondrio e em tumores epiteliais
avancados, pode ser evidenciado o fendmeno EMT, no qual as células epiteliais se
desdiferenciam para um estado mais fibroblastico e recuperam a sua capacidade de
invadir, migrar e/ou proliferar de forma descontrolada. Estudos demonstraram que o
fator de crescimento transformante 3 provoca EMT através da indugédo do HMGA por

meio da via das proteinas smad (transmitem sinais extracelulares para o ntcleo)*.

d) As proteinas HMGA regulam a expressao de miRNAs

De maneira reciproca, mediante a modulagdo dos miRNA, o grupo HMGA

consegue regular a expressao de genes importantes no processo de carcinogénese.

1.11.5- HMGA2 na proliferacdo e diferenciacdo celular durante o

desenvolvimento

As proteinas HMGA2 se encontram presentes em niveis elevados em
varios tecidos indiferenciados durante os primeiros estagios do desenvolvimento
embrionario na fase G1 do ciclo celular®. A expressdo do gene HMGAZ2 é
principalmente limitada ao mesénquima e dificimente é detectavel em tecidos
adultos saudaveis (Figura 13), devido a seu silenciamento durante a transcricao

34451 De outro lado, baixas quantidades tém sido observadas

mediado por miRNA
em células tronco hematopoiéticas CD34-positivas, em pré adipécitos e

espermatécitos de camundogos“®.

Estudos in vivo em modelo animal demonstram que a caracterizacao
fenotipica resultante da disrupcdo do gene HMGAZ ocasiona diferentes fenétipos
segundo 0 mecanismo, seja por silenciamento ou mediante expressdo de produtos

proteicos distintos.
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1.00

Figura 13- Niveis de expressdao do gene HMGAZ2 em tecidos adultos normais.
RNA-seq realizado de amostras de tecido de 95 seres humanos
representando 27 tecidos diferentes. Extraido de National Center for
Biotechnology Information, U.S®?.
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Exemplos englobam a formacao de proteinas truncadas, de fusdo e de
tamanho completo. Ao comparar camundongos knock out e heterozigotos com
modelos transgénicos expostos a fatores estimulantes (dieta’horménios),
0s primeiros revelaram um fenoétipo “pigmeu”, apresentando uma diminuicdo do
tamanho corporal (peso e comprimento) de aproximadamente 20% em heterozigotos
e 60% em homozigotos somado a uma drastica reducao do tecido adiposo,
em contraste com os Udltimos que exibiram sobrecrescimento e lipomatose
(Figura 14)

Estes achados permitiram reconhecé-lo como “gene de resposta
primaria”, sugerindo assim uma funcdo significativa no controle do crescimento

corporal, da proliferacao e da diferenciacdo de adipécitos 445535,

cm

Selvagem (controle) Quimérico HMGI-C/T Transgénico HMGI-C/T

Figura 14- Andlise do tecido adiposo por Ressonancia Magnética em trés tipos de
camundongos. Nos tipos quimérico e transgénico, o acumulo de tecido
adiposo branco € maior nas areas subcutanea (sf) e retroperitoneal (rpf).
Modificado de Battista et al.(56).
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1.11.6- HMGAZ e a hip6tese da tumorigénese

Analises feitas em tumores diferentes do lipoma determinam que, ainda
com a perda s6 do extremo carboxilo-terminal e a regido 3° UTR, o gene HMGA2
rearranjado gera uma proteina quimérica ou truncada (denominada HMGA2Tr) que
mantém sua capacidade de ligacdo ao DNA e de interacdo com outras proteinas.
Desse modo, ratifica-se que o requisito minimo para a tumorigénese seria a ativagao
de HMGAZ secundaria a rearranjos estruturais que deixam intactos, pelo menos,
os éxons 1, 2 e 3, que codificam os dominios AT-hook*?.

1.11.7- HMGAZ e tumores benignos ndo mesenquimais

Exemplo desta classe de tumor é o adenoma hipofisiario, o qual foi
associado tanto a desequilibrios numéricos como a alteragdes estruturais
envolvendo o cromossomo 12, gerando como consequéncia uma hiperexpressao do
gene HMGAZ2. Usando técnicas como FISH, RT-PCR, Western Blot e
imuno-histoquimica, pesquisadores demonstraram que em prolactinomas, as
alteracoes citogenéticas mais frequentes foram secundarias a aneuploidias de tipo

trissomia e variagdes na estrutura como os derivados do cromossomo 12758,

1.11.8- HMGAZ2 em neoplasias malignas

A hiperexpressédo da proteina HMGAZ2 tem sido descrita em carcinomas
do péancreas, pulmdo, da cavidade oral e em astrocitomas de baixo grau.
Também tem sido relatada em sindromes mielodisplésicas, nas quais niveis
elevados do gene estavam relacionados a ativacao transcricional da interleucina 2
(IL2) e IL5 e de seus receptores, estimulando o aparecimento de linfomas e a baixas
taxas de sobrevida, portanto a um mau prognéstico. Por outro lado, experiéncias in
vitro mostram que tanto HMGA2Tr como HMGA2/LPP (Lipoma preferred partner)
sdo capazes de induzir a transformacao neoplasica de fibroblastos NIH-3T3%.



44

1.11.9- HMGAZ e a sua relacdo com os miRNAs

Novas descobertas assinalam que o processo que desencadeia a conduta
oncogénica do HMGAZ2 nao é meramente a disrupcdo ou ativagdo dos genes
parceiros, mas sim a perda da sua regiao 3’ UTR. A remocé&o da regido 3' UTR por
rearranjos cromossOmicos em tumores mesenquimatosos induz a expressdo do
oncogene HMGAZ2, normalmente reprimido pela acdo da familia de miRNAs Let-7.
Estas moléculas realizam uma regulacdao negativa do gene HMGAZ2 mediante
inibicdo da traducdo e/ou através da degradacdao do RNA mensageiro (mRNA)
(Figura 15).

HMGA2
i = ¥
/ let-7 \
Tradugdo Degradagdo mRNA
HMGA2 Truncada v
D AN LLLLU\ g“L

let-7
HMGA2 Quimérica

...[

Figura 15- Perda de repressao de HMGAZ2 mediada por microRNA (miRNA) em
tumores mesenquimatosos. O miRNA Let-7 se liga a regido 3' do gene
HMGAZ2 e assim ocorre uma hipoexpressao de HMGAZ2 inibindo a
traducao e/ou causando a degradacdao do mRNA. Apéds truncamento ou
fusdo com sequéncias ectopicas, HMGAZ2 perde as regides
anteriormente reconhecidos por Let-7, resultando em aumento de
HMGAZ2. Modificado de Fusco et al*®.
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Tem se documentado que a expressdo de Let-7 durante o

desenvolvimento é inversamente correlacionada com a de HMGA2, levando a

hipétese de que Let-7 possa atuar como um repressor de HMGAZ2 (Figura 16)“49.

Contudo, publicacbes prévias ressaltam que a probabilidade do gene HMGAZ2

truncado ou fusionado (HMGAZ2-LPP) de se transformar em células malignas é

4559 Nesse contexto, constata-se que o HMGAZ2 desempenha

um papel crucial na tumorigénese e senescéncia celulares*’-*%".

potencialmente baixo!

I

Desenvolvimento

Menos diferenciado Diferenciado

A J

RNA/nivel HMGA2 let-7
de proteina / \
Adulto
Etapa embriondria Etapa adulta %
I g let-7
Tipo 1/SC1 Tipo 11/SC2 E o
HMGA2 let-7 Z Etapaadulta
RNA/nivel
de proteina
Invasivo Displasico Benigno v
Pouco diferenciado 111 Bem diferenciado
Resistente a apoptose Cancer Sensivel a apoptose

Figura 16- Papel da familia Let-7. Modelo sugerido que explica o controle da
expressao de genes embriondrios durante o desenvolvimento
embrionario e o cancer. O gene HMGAZ2 é altamente expresso durante
as primeiras etapas do desenvolvimento embrionario e suprimido
tardiamente através da hiperexpressao do Let-7, o qual permanece alto
durante a etapa adulta. Somente durante a progressdao do cancer
quando a expressao de Let-7 é perdida, o HMGAZ se torna expresso
em varios tecidos onde usualmente ndo o é. Isso faz com que as
células cancerosas do fenoétipo Tipo Il / SC2 se tornem mais méveis e
invasivas e menos suscetivel aos efeitos tdxicos de medicamentos

antineoplasicos. Modificado de Park et al.®?.
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1.12- Justificativa

Por ser uma condicdo benigna, progressiva e pouco frequente na
populacado geral os estudos disponiveis na literatura tém sido focados unicamente
em relatos clinicos de casos isolados. Baseados nesses dados foi considerada a
necessidade de explorar as bases moleculares mediante a investigacdo de varios
genes candidatos que poderiam ser responsaveis pela génese da LMF. Deste modo,
poderiam ser identificadas pessoas com risco de desenvolver o quadro além de
poder adotar uma conduta preventiva que vise pelo reconhecimento precoce dessa
doencga, evitado assim o crescimento excessivo dos nodulos e as suas implicacdes

estéticas subsequentes.
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OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Caracterizar as bases clinicas e moleculares de individuos com
Lipomatose Multipla Familial atendidos no Servigo de Genética Clinica do Hospital
das Clinicas da Unicamp.

2.2- Objetivos Especificos

+ Identificar variantes do gene HMGAZ e testar se ha correlagdo com o fenétipo dos
individuos afetados;

* Nos casos negativos, avaliar variantes em genes conhecidos associados as
lipomatoses como PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1e APC.
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CASUISTICA E METODOS

3.1- Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unicamp sobre o parecer N® 1.313.164 (Anexo 1). Para cada um dos participantes,
foi apresentado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1),
em duas vias, que assegurou o direito de desligar-se da pesquisa e retirar o
consentimento em qualquer de suas etapas, sem prejuizos ao seu atendimento no

Ambulatério de Genética Médica do HC/Unicamp.

Os resultados dos exames e suas implicacbes para fins de
aconselhamento genético foram transmitidos aos médicos responsaveis pelos
pacientes e seus familiares. O aconselhamento genético, quando solicitado,
foi conduzido por geneticista clinico.

Também foram garantidas a confidencialidade, a privacidade e a protecao
das fotos dos voluntarios e de suas informagdes. O material bioldégico e os dados
obtidos na pesquisa foram wusados exclusivamente para este projeto,
sendo oferecida a possibilidade de armazenamento por cinco anos para eventual
realizacao de outros exames adicionais, condicionado a aprovacao ética ou por novo

consentimento informado dos individuos.

3.2- Caracteristicas da populacao

Foram selecionados individuos adultos com LMF em acompanhamento
regular nos ambulatérios do Servigo de Genética Clinica do Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Foram elegiveis durante as

consultas ambulatoriais de rotina conforme os seguintes critérios de inclusao:
1- |ldade acima de 18 anos;

2- Diagnéstico clinico de lipomas multiplos e/ou histolégico por bidpsia confirmando

lipoma ou angiolipoma;

3- Recorréncia familiar sugerindo heranca autossémica dominante.
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3.3- Procedimentos e estratégia de estudo
3.3.1- Coleta de dados retrospectivos

Houve revisdo dos dados clinicos a partir dos prontuarios meédicos,
compreendendo iniciais do paciente, idade, género, histéria evolutiva da doenca,
historico familiar e exame fisico. Também foram anotados resultados de exames

relevantes ao caso, tais como histologia de lipomas eventualmente biopsiados.

3.3.2- Coleta de dados prospectivos

As amostras de sangue para obtencdo de DNA foram obtidas a partir de
puncao de veia periférica por profissional habilitado (médico, enfermeira ou
biomédico). Nao foi realizado nenhum procedimento in vivo que pudesse causar

riscos ou desconfortos.

Apds a coleta de sangue periférico em tubo vacutainer® com aticoagulante
EDTA, o DNA gendémico foi extraido pelo método fenol-cloroférmio utilizado pelo
Laboratério de  Genética  Molecular da  Faculdade de  Ciéncias
Médicas/FCM/Unicamp.

3.3.3- Extracao de DNA

O DNA genbmico das amostras coletadas foi obtido mediante o método

de adicdo dos reagentes fenol e cloroférmio®®?

. A extracdo de DNA consistiu
inicialmente da obtencdo de 10 a 15mL de sangue venoso colhido de cada individuo
recrutado para o estudo. As amostras foram centrifugadas a 1080 G por 10 minutos
e a parte intermediaria, onde se localizavam os leucécitos, foi transferida para um
tubo de fundo cbénico de polipropileno. Em seguida foram adicionadas as solucdes
de RSB (Reaction Stop Buffer, contendo 0,1M de Tris pH 7,0; 0,1M de KCI; 0,1M de

MgCI2) até completar o volume de 11mL no tubo e 60uL de Nonidet®.
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Esta solucdo foi homogeneizada por 10 minutos em agitador e
posteriormente centrifugada a 1080 G por 10 minutos e 0 sobrenadante descartado.
Apés a adicao de 3mL de solucédo de SDS para sangue (0,5% de dodecil sulfato de
sodio, 1M de Tris pH 7,6 - 8, 1M de KCI, 1M de MgCI2, 0,4M de NaCl e 20mM de
EDTA) e 10uL de proteinase K (100ug/mL) as amostras foram incubadas a 37°C por
24 horas. Apos essa etapa foram adicionados 3mL de fenol. As amostras foram
homogeneizadas por 10 minutos em agitador, centrifugadas a 1080 G por mais
10 minutos e a parte organica da solucao foi descartada. Esse processo foi repetido
com 1,5mL de fenol e 1,5mL de solugdo de alcool isoamilico e cloroférmio (1:24),
seguida por mais uma repeticdo desse processo com 3mL de solugdo de alcool
isoamilico e cloroférmio (1:24). A precipitacdo do DNA gendmico foi feita com 6mL
de etanol absoluto e o DNA extraido foi armazenado em tubo conico de polipropileno

de 1,5mL com 200uL de 4gua para injegao.

3.3.4- Sequenciamento

3.3.4.1- Gene HMGA2

Para o sequenciamento do gene HMGAZ foi utilizado o método de

Sanger'®®,

3.3.4.2- Desenho de primers

Cinco éxons do gene HMGAZ foram amplificados por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos iniciadores ou primers que
flanqueiam essas regides (Tabela 2). Foram desenhados a partir das ferramentas
bioinformaticas Primer3® (versdo 0.4.0) e primer-BLAST®¥®)  respeitando as
seguintes condigbes: tamanho entre 18 e 22 nucleotideos; auséncia de
complementaridade entre os primers; auséncia de estruturas de DNA secundarias
como os “hairpin loops”; auséncia de auto-dimeros; auséncia de regides 3’
finalizadoras ricas em GC; porcentagem semelhante do conteido de G e C dos
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dois primers (entre 40-60%); temperaturas de anelamento parecidas (entre 55-60°C)
e tamanho do fragmento a ser amplificado até 300 pares de bases.

Tabela 2- Primers utilizados nas reagdes de PCR e sequenciamento

Exon Primer Sense Primer Antisense Temperatura Tamanho do
anelamento produto
1 CCAGCCCTATCACCTCATCT CGTACTGACTTGCTGCTGCT 59,2°C 216 pb
2 TCTTGCCACAACAGCATTTT GGCAGGCTCCTGTAGTCAGT 59,3°C 185 pb
3 GTCAGGTAGAAAACTATAATGACTTCC TTACTCACCCATTTCCTAGGTCTG 58,1°C 100 pb
4 TTTCCTCCTTAGCCACAACAA TGCAGGACGATAACCAAAAG 59°C 146 pb
5 CAAGAGCAGCCCACACAGTA CACCCCAGATGAAAGTGGAA 60,5°C 224 pb

Posteriormente as amostras foram submetidas a sequenciamento dos
fragmentos amplificados pelos mesmos primers ja utilizados na PCR para término da
triagem de mutagdes.

3.3.4.3- Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Os éxons alvo do gene em estudo foram amplificados por PCR utilizando
os primers especificos em termociclador Eppendorf®. Cada reacdo teve um volume
final de 10uL contendo 100ng de DNA genbémico/100pmol de cada primer (foward e
reverse), 1,25mM de dNTP, 2,5mM de MgCI2, 10mM de Tris-HCI pH 8,3, 50mM de
KClI, 2,5U de Taq DNA polimerase. Foram submetidas a uma desnaturagdo inicial a
94°C por 5 min, seguidas por 35 ciclos de 30s de desnaturacdo a 94°C, 45s em
temperatura de anelamento (Ta) e 40 s de extensédo a 72°C. Depois do ultimo ciclo

as amostras passaram por uma extenséo final de 10 min a 72°C (Figura 17).
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Figura 17- Condi¢des utilizadas na PCR

Para determinar a temperatura de anelamento ideal dos pares de primers,
foram realizados PCRs com gradientes de temperatura. Os produtos de amplificacdo
(amplicons) foram visualizados em gel de poliacrilamida 12% e posteriormente
suspendido em 100ml de solugdo TBE 1x corado com SYBR® Safe DNA stain.

Ap6s essa etapa, as amostras foram submetidas a purificacdo com
Exo-sap (exonuclease | e fosfatase alcalina de camaréo) para remover o excesso de
primers e de nucleotideos. Adicionou-se 0,7uL de Exosap a 1,5uL de PCR.
As amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos e depois aquecidas a 80°C por
mais 15 minutos. Desse modo ficaram em condicbes para sequenciamento
automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI 3500xL (Life Technologies®)
utilizando o método de Sanger com o Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing

Standart Version 3.1, seguindo as instrucdes do fabricante.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com volume final de 10uL
contendo 4,5uL de agua destilada, 1pL de BigDye® 2uL de solugdo tampao
(fornecido pelo fabricante), 0,5uL de primer sense ou antisense (10pmol/uL) e
2uL do produto tratado com Exo-sap.

As reacdes foram realizadas em termociclador Eppendorf® nas seguintes
condicoes: 35 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a temperatura de
anelamento de cada primer descrito na tabela 2 e quatro minutos a 60°C (Figura 18).
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96°C

55

35 ciclos

Figura 18- Condicdes utilizadas na reacao de sequenciamento

A purificacdo das amostras para sequenciamento foi realizada com EDTA
(125mM) e etanol de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a finalizacao do
processo de purificagdo as amostras foram ressuspendidas em 10uL de formamida
Hi-DPP.

Os resultados obtidos através do sequenciamento foram salvos em
eletroferogramas e analisados com o programa Chromas. As sequéncias foram
comparadas com as sequéncias normais do gene HMGAZ2 (numero
ENST00000403681) disponibilizado no banco de dados Ensembl Genome
Browser*®). As alteragbes inéditas encontradas foram analisadas in silico nos
programas VEP (variant effect predictor), FATHMM (functional analysis through
hidden Markov Models), UMD-predictor, SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant),
PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) e Mutation taster. Esses softwares
avaliaram a substituicdo da base nitrogenada fundamentando-se na combinacéo de

parametros funcionais e estruturais das proteinas.

3.3.4.4- Genes PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1e APC

Para os genes AKT1, APC, MEN-1, PIK3CA e o PTEN foi utilizado
sequenciamento de alta performance em laboratério terceirizado (© Invitae

Corporation).
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O DNA gendmico obtido a partir da amostra submetida foi enriquecido
para regides especificas a partir de um protocolo baseado em hibridagdo e
sequenciado usando a tecnologia lllumina. Todas as regides segmentadas foram
sequenciadas com=50x de profundidade ou foram complementadas com analises
adicionais. As leituras foram alinhadas a uma sequéncia de referéncia (GRCh37).
O foco de enriquecimento e analise se concentra na sequéncia de codificacdo dos
transcritos indicados, 10pb de sequéncia intrénica flanqueadora e regides
3 e 5 UTRs. As delecbes e duplicacbes foram avaliadas pela técnica de MLPA.
As seguintes transcricdes foram usadas nesta anadlise: AKT1 (NM_005163.2),
APC (NM_000038.5), MEN1 (NM_130799.2), PIK3CA (NM_006218.2),
PTEN (NM_000314.4).



55

RESULTADOS
4.1- Clinicos

Foram incluidos sete individuos de cinco familias (A, B1, B2, C, D1, D2 e
E). As familias eram procedentes dos estados de Séo Paulo e da Bahia. Em nenhum
caso foi identificada consanguinidade parental. Todos os participantes referiram pelo
menos um parente em primeiro grau acometido com o mesmo quadro clinico,
sendo que as familias A e B mostraram ainda comprometimento de trés geracdes
(Figura 19 a 23). Nao foi possivel detalhar a origem étnica dessas familias,
sendo em sua maioria referidos como “mista”, representada por ibéricos, italianos,
russos, franceses, afro-brasileiros e indigenas. A razdo de sexo entre os pacientes
incluidos foi de 1:6 (H:M). Entretanto, considerando os demais afetados referidos

conforme evidenciado nos heredogramas foi de 10:13 (H:M).

A idade média na inclusao ao estudo foi de 42 + 11,8 anos, enquanto a
idade média de aparecimento das lesbes foi 28 + 6,6 anos. As mulheres
apresentaram o pico maximo de surgimento dos nodulos apéds as gestagdes.

As caracteristicas mais comumente observadas das lesdes foram:
nédulos multiplos, ndo aderidos, de consisténcia mole ou elastica, ndo dolorosos.
A distribuicdo anatémica preferencial dos lipomas ocorreu nas extremidades.
O numero minimo de lipomas avaliados ao exame fisico (palpaveis) em um mesmo
sujeito foi 3 e 0 maximo foi 20 (Figuras 24, 25, 27 e 29). A excecao do individuo A,

em nenhum caso houve relato de dor ou desconforto ao manuseio das lesoes.

Trés propositos tinham bidpsia dos nodulos, sendo que em todos foi
confirmado o diagndéstico anatomopatolégico de angiolipoma (Figuras 26, 28 e 30).
Além do critério clinico, ndo foram feitos estudos de imagem adicionais para avaliar
tais lesdes. Trés participantes tinham algum tipo de comorbidade associada a
disturbios do trato gastrointestinal como diverticulite e polipos (caso A) constipacao
cronica importante (caso D2) e cancer colorretal (caso C).

Um resumo detalhado dos principais achados clinicos encontra-se

disponivel na Tabela 3.



56

das pessoas com LMF

nicas

s

SEX0)
saiouadns 28N .
SapepIWaIIXg 053d31g0s (DA "SIBAOW SOdI}NW SOINPON (z) soewu . 0z L€ 910Z/0T/0Z 3
ajuepodwi ogdednsuo) saiouadns JELIOU DN Ll
Jleunsajul ojusweifues sapepIwaixg *SEJOSUSIXE S3I0IJBdNS WS SO131SIp SOINPON Wm_z 0€ 9f ST0Z/90/ST za
ewodijoifuy :eisdoig "osadaigos NI
EX0) *505010]0p Oeu ‘sopunyoid soueld e Sopuspe
oouoiL opu ‘(sasolew so) swuy e (saiousw so)
saiouadns EPDIOWE BIJUZISISUOD 3P ‘WD OT-Z 9P SOPELIEA
S3PEpPIWBIINT SOYUEWE] 3P ‘S03UBINOGNS S3JOWNY SO|dIINIA (2)seuis [z 0S 900Z,/90/80 Ta
318uIs
ap |sue olujwopaid wod 0ouoi] (1) ogwn
0SOUIINLU ELUOUIDIEIOUSPE saiousdns ewodi| :eisdoig ‘0sadaiqos sieq
1|E13110]02 J30UBD SapepIWaIXg DNl 'SOPENWIBP  Wag  sojdRinw  SOINPON LE 8¢ S10z2/0T/90 b)
eX0)
oouoiL
salouadns *|eLIOU DN (t)ogwy  »
S3pEpIWBIIXI *SOpUSPE OBU ‘IOP W3S SO3UEINGNS SOINPON SBN . (74 43 £T0Z/S0/8T z8
ex0) ewodijoiduy :eisdoig *19
oouolL SPEPISSGO DN "0J13WEIP 3P W QT -/+ Jolew (z)soypis .
saiouadns O "10jopul ‘seplI3pE OBU ‘BJIISE[S BIDUSISISUOD (1) opwuy .
S3pepIWaIIXT ‘03UBINOQNS W3 S3UBINPOU 53053 Ssejdi|nIN BN e Ge 8¢ ST0z/50/1T 19
|e131 odijod
3 U002 0P SO|NJILBAIQ
OLIBAO 3P 3 [EUS 01S1D
eaneday aso1eals3 ex0) ewodijoiduy (z)soyps
wnaiaaap edusoq 0ouol] :eisdoig ‘1D Spepisago NI “sopunjoid (t)ogwu
eifjelwoiqi4 S3J0LBJUI soue|d e SOpUSPE OBU ‘EPIDBJOWE BIDURISISUOD 1Bd
0o1en asasouadns ‘SOpELIBA SOYUBLWIE] 3p ‘O3UBIMOGNS Jejnjad ousaied
OAJ3U 0ES3|/|EISIP BILIZH sapepIwainx3 Oppa3} W8 SOpepUopalie SOINPoOU  SojdRININ oy e o€ v 010Z/£0/ST v

mulher. H: homem.

dice de massa corporal. M:

in

IMC

Tabela 3- Resumo das caracteristicas cl

$2053| sep
ojswpasede B}|NSU0d £)|NSuod

ogdez)|eo] eI U SOPEIRJY apapepi sTapepi =T eleq suaned




Individuo A

E "Problema de crescimento e sexualidade”
E Cardiopatia Congenita
- Lipomatose

Figura 19- Heredograma representativo da familia A

Individuos B1 (IlI-6) e B2 (1V-6)
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Figura 20- Heredograma representativo da familia B
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Individuo C

9 10 11 12 13|14

1 17 13 19 20 21 22 23

. Lipomatose

E CA colorretal
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Figura 21- Heredograma representativo da familia C

Individuos D1 (11-4) e D2 (l11-7)
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Figura 22- Heredograma representativo da familia D
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Figura 23- Heredograma representativo da familia E

Individuo A

Figura 24- Parte dos lipomas presentes em membros no caso A
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Individuo B1

Figura 25- Parte dos lipomas presentes em membros e cicatriz da exérese no caso
B1

Figura 26- Aspecto histolégico de um dos lipomas presentes no caso B1
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Individuo B2

Figura 27- Parte dos lipomas presentes em antebracos, abdome e coxa no caso B2

Individuo C

Figura 28- Aspecto histolégico de um dos lipomas presentes no caso C
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Individuo D1

Figura 29- Parte dos lipomas presentes em antebracos no caso D1

Individuo D1

Figura 30- Biopsia de um dos lipomas presentes no caso D1

4.2- Moleculares

Da analise molecular dos genes HMGAZ2, AKT1, APC, MEN-1, PIK3CA e
PTEN, foram encontradas alteragbes unicamente no gene HMGAZ, descritas a

sequir.
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Os cinco éxons do gene HMGAZ foram amplificados por PCR utilizando
os primers descritos na Tabela 2, que flanqueiam essas regides e as respectivas
juncoes intron-éxon (Figura 31 e Figura 32).

M AB; B;C D; Dy E-CI-B- AB;y B;C D, D; E V CI B

Figura 31- Amplificacdo dos éxons 2 e 3 do gene HMGAZ por PCR em gel de
poliacrilamida 12%. M: marcador de 50 pares de bases (pb).
A-E: individuos pertencentes as cinco familias; Cl: controle interno;
B: branco. Exon 2 (185 pb); Exon 3 (100 pb).

M A B B, C D B, ECl B

BRANETE C Db, D, E

Figura 32- Amplificacdo dos éxons 4 e 5 do gene HMGAZ por PCR em gel de
poliacrilamida 12% e agarose 2% respectivamente. M: marcador de
50 pares de bases (pb). A-E: individuos pertencentes as cinco familias;
Cl: controle interno; B: branco. Exon 4 (164 pb); Exon 5 (224 pb).
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Uma vez feito o sequenciamento por método de Sanger, foram achadas
duas variantes nao descritas previamente no éxon 5 nos individuos A e Bf1,
que poderiam corresponder a duas mutacdes inéditas, uma neutra (p.D109D) e a
outra envolvendo um cdédon stop (p.Ter110GIn). As mesmas foram encontradas em
heterozigose.

As duas variantes foram observadas simultaneamente no éxon cinco do
gene HMGAZ dos individuos A e B1. A primeira provoca a troca de uma base C
(citosina) por uma base T (timina) no nucleotideo 327 (c.327C>T) no cdédon 109,
sem levar a mudancgas no aminoacido traduzido acido aspartico, isto € uma mutacéao

sinbnima.

A segunda variante gera a troca da base nitrogenada T por uma C no
nucleotideo 328 (c.328T>C), causando a substituicdo de um cdédon de parada (stop)
pelo aminoacido glutamina (Figura 33).

C A A G A G T c T G ¢C C G A A G A ©G
100

90
f\
l’ ‘I
|\
| |
l '~ \ 1
//\\ ,j{?\ //\\{ \//\\//ﬂ Y{iS{/\\\//jBX//TXB{m\,_ //n\\___ AZ/\\E{?XCX/_\u//\\//63&_
Cc A A G A G "IT\ C T G C C G A A G A A C T A
90 \ 100

)

103 104 105 106 107 108 109 *
307 CAA 310 GAG 313 TCT 316 GCC 319 GAA 322 GAG 325 GAC 328 TAG

G
1

—

Figura 33- Eletroferograma do fragmento que contém as alteragcées no éxon 5 do
gene HMGAZ. Alteracao em heterozigose representada por dois picos
(C e T) no codon 109 ao mesmo tempo que T e C no cédon 110.
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As duas alteracoes nao foram localizadas em trés bancos de dados
consultados (The global alliance for genomics and health, EXAC e o ABraOM).
Posteriormente e para um melhor entendimento das variantes encontradas, foi
realizado uma andlise de predicado in silico utilizando os algoritmos
VEP, FATHMM, UMD-predictor, SIFT, PROVEAN e Mutation taster que permitem a

avaliacao de variantes sin6nimas e variantes envolvendo stop cédons.

Em todos os recursos empregados com excecao do Mutation taster e
conforme a nomenclatura respectiva utilizada por cada um deles, a variante
¢.327C>T foi considerada de baixo impacto, neutra, em 33% de probabilidade de
corresponder a um polimorfismo ou tolerada. Ja para a segunda variante ¢.328T>C,
os preditores VEP e UMD-predictor a classificaram como de alto impacto ou 100%
patogénica, respectivamente.

Entretanto, a ferramenta Mutation Taster identificou a alteragao ¢.327C>T
como causadora de doenca e a alteragdo ¢.328T>C como um polimorfismo.

Quanto ao painel de genes realizado nas cinco familias para detectar
mudancgas nas sequéncias de AKT1, APC, MEN-1, PIK3CA e PTEN, genes também
associados com algumas das lipomatoses sindrdmicas, ndo foram identificadas

variantes patogénicas nem delec¢des ou duplicagbes exdnicas em nenhum caso.
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DISCUSSAO

A caracterizagéo clinica da LMF na nossa casuistica revelou diferencas
quanto aos dados existentes na literatura. Primeiro, houve um numero maior de
mulheres diagnosticadas com LMF. Esse fato pode ser um viés do presente estudo
devido a aspectos como 0 pequeno tamanho amostral e a maior procura das
mulheres aos servicos de saude em decorréncia de questdes estéticas. Também foi
verificada uma quantidade total de lipomas mais elevada nas participantes
avaliadas. Caracteristicas como sobrepeso e crescimento exacerbado dos nddulos
durante e apds as gestacdes sugerem que mecanismos exdégenos (dieta),
metabdlicos (dislipidemia ou alteracbes na desaturacdo de acidos graxos) e
hormonais podem estar envolvidos na hiperplasia dos adipécitos. Yee e col.,
compararam diferencas nos indices de desaturacao enzimatica (estearoil-CoA) entre
pessoas com doencas raras do tecido adiposo e obesos controles e concluiram que
individuos com LMF e obesidade mostravam os maiores indices de desaturacgao,

incrementando assim o processo de lipogénese®*%°),

Outro resultado clinico considerado relevante foi o evidenciado na
participante A, que foi a Unica dentro da casuistica e dentro de seu grupo familiar a
manifestar dor importante a manipulagdo dos lipomas, incapacidade progressiva
para a execucgao de atividades cotidianas e comorbidade psiquiatrica (transtorno do
humor do tipo depressao crénica e transtorno de ansiedade). Esses sintomas estéao
fortemente associados a Doenca de Dercum, a qual pode ser considerada como
diagnéstico diferencial ou uma variante da LMF. Baseados na nova classificacao da
Doenca de Dercum proposta por Hansson e col., poderiamos estar frente a forma
nodular generalizada, reconhecida por um padrao de dor generalizada do tecido
adiposo acompanhada de dor intensa da superficie e ao redor dos lipomas®.
Outro estudo que reforca essa hipétese é o publicado por Campen e col.,
que descrevem dois individuos com adipose dolorosa pertencentes a uma familia
com lipomatose (duas geragdes com nove afetados), indicando uma segregacéo de
tipo autossémica dominante com expressividade variavel e representando talvez a

manifestacdo mais extrema dentro da LMF“*3.
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Em relacdo ao diagndstico histopatoldgico das lesbes, foram evidenciados
dois tipos: o lipoma propriamente dito e o angiolipoma (também conhecido como
lipoma vascular ou hemangiolipoma). Este ultimo, além de estar formado por
adipo6citos maduros, apresenta uma proliferacao de finos vasos sanguineos, alguns
dos quais contém trombos de fibrina em seu interior. Manifesta-se principalmente em
homens adultos jovens que exibem dor ao exame das lesdes. Este tipo de tumor
pode estar relacionado com histdria prévia de traumatismo local ou ao uso de terapia
esteroide. Embora haja um grande numero de autores descrevendo ambos o0s
diagnésticos como entidades patolégicas diferentes, algumas publicagcdes nao fazem

67-70) Nosso estudo confirma que é provavel ter angiolipomas com

essa distincdo'
recorréncia familial e que esse diagnédstico poderia fazer parte do amplo espectro da
LMF, devido a diferencias muito sutis entre eles. Outras variantes como o lipoma de
células fusiformes também tem sido relatado em diferentes afetados da mesma

genealogia’".

No que concerne aos resultados moleculares, ndo ha na literatura estudos
constitucionais que avaliem o gene HMGAZ2 em pacientes com LMF. Os Unicos
estudos disponiveis estdo focados na analise de expressdao e investigacao
citogenética direta sobre os tumores lipomatosos. Existe sé um relato de caso de um
menino de oito anos com um rearranjo constitucional afetando a banda 12q14.3
(inversao pericéntrica de novo) envolvendo portanto o gene HMGAZ2. O quadro
clinico descreve um fenétipo caracterizado por hipercrescimento somatico, avanco
da idade dssea e dentaria, tumor cerebelar e lipomas multiplos’®, achados nao

presentes em nenhum caso da nossa casuistica.

Além disso, na familia B, as alteragcdes identificadas no individuo B1 nao
estavam presentes no individuo B2, indicando, portanto que ndo segregam com
fendtipo da LMF, sendo descartado nessa familia tal associagdo como causadora do
disturbio investigado.

Nao foi possivel padronizar o sequenciamento do éxon 1 do gene HMGAZ2
em tempo habil deste estudo, devendo ser realizado futuramente para que se possa
finalizar a investigacéo do referido gene nesta doenca.
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Quanto as variantes presentes no individuo A, considerando esses
resultados contraditorios, sera necessario estudos funcionais dessas variantes para
verificar seu real significado biologico e de serem confirmadas essas duas
alteracdes nosso trabalho seria o primeiro a corroborar mediante investigacao do
DNA constitucional uma base genética para ao menos parte dos casos dessa

doenca.
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CONCLUSOES

A LMF é uma condicdo rara que possui uma apresentacdo clinica
heterogénea e um significativo componente genético sugerindo um mecanismo de
heranca autossémico dominante que, na presente amostra, se sobrep6s com outras

sindromes dermatolégicas (Doenca de Dercum) em ao menos um individuo.

A historia natural da LMF na presente casuistica revela que o
desenvolvimento das lesdes é progressivo e atinge a idade média adulta, afetando
ambos o0s sexos em propor¢cdes semelhantes e apresentando uma distribuicao

topografica com predominio em extremidades e tronco.

Caracteristicas como sobrepeso, obesidade e doenca gastrointestinal

(inclusive maligna) estiveram presentes em todas as mulheres avaliadas.

A variante alterada no éxon 5 do gene HMGAZ tem significado incerto na
génese da LFM, devendo ser confirmada por outros tipos de estudos e em um
namero maior de individuos afetados para estabelecer uma atribuicdo real de

causalidade.

Os resultados negativos da analise molecular nos genes AKT1, APC,
MEN-1, PIK3CA e PTEN excluiram que estes sejam responsaveis pelo fenétipo, ao

menos na presente amostra.
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APENDICE

8.1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PESQUISA: CARACTERIZACAO CLINICA E MOLECULAR NA LIPOMATOSE
MULTIPLA FAMILIAL

As informagdes contidas neste documento legal, fornecidas pelos
médicos DIANA MARCELA MEJIA GRANADOS e CARLOS EDUARDO STEINER
tém por objetivo firmar acordo escrito com o(a) voluntaria(o) para participagédo da
pesquisa acima referida, autorizando sua participacdo com pleno conhecimento da
natureza dos procedimentos a que sera submetida(o).

1) Natureza da pesquisa: esta pesquisa tem como finalidade a caracterizagéao

molecular na Lipomatose mudltipla familial, isto quer dizer, a identificagdo do
gene HMGA2 e sua possivel associacdo no desenvolvimento da doenga
conhecida como Lipomatose multipla familial, que se caracteriza pela aparicao
gradual de nodulos subcutaneos de crescimento progressivo localizados em
distintas partes do corpo e que apresentam-se em integrantes de uma mesma
familia. Com sua participacao vocé podera contribuir com os avancos na area da
saude, especificamente na area de genética humana, ja que poucos estudos
deste tipo tém sido feitos até agora. Nos casos negativos para mutagdes nesse
gene, a investigacao ird prosseguir com o estudo de outros genes associados as
lipomatoses, como LPP, PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e APC.

2) Participantes da pesquisa: o numero de participantes vai depender daqueles

que cumpram com os critérios de inclusao e que estejam dispostos a participar
da investigacdo. A populagdo alvo serdo os individuos com quadro clinico
altamente sugestivo de Lipomatose multipla familial (LMF) em seguimento pelo
servi¢o de genética médica do Hospital das Clinicas da cidade de Campinas.
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Envolvimento na pesquisa: Ao participar deste estudo vocé tem liberdade de
se recusar a participar e, mesmo que tenha consentido inicialmente, podera
retirar 0 consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo
para vocé. Sempre que quiser podera pedir mais informacdes sobre a pesquisa
através do telefone do coordenador do projeto indicado ao final deste

documento.

Sobre as coletas: Caso vocé participe, sera necessario coletar um pequeno

volume de sangue (aprox. 10mL) obtido por meio de puncgéo de veia periférica, a
partir do qual se fara a extracdo do DNA, imprescindivel para a investigagdo dos
genes relacionados com a doenca (Lipomatose multipla familial - LMF).

Riscos e desconforto: A participacdo nesta pesquisa nao traz complicacoes

com risco a sua vida. Vocé podera ter algum desconforto quando receber uma
picada para colher o sangue do seu braco. A curto prazo pode apresentar dor,
edema (inchaco) ou eritema (vermelhidao) local. Esses efeitos sdo temporarios e
costumam desaparecer em poucos dias. Os procedimentos utilizados nesta
pesquisa obedecem aos Critérios da Etica na Pesquisa com Seres Humanos
conforme resolugdo N° 340/04, 441/11 e 466/12 do Conselho Nacional de

Saulde.

Confidencialidade: Todas as informacbdes coletadas neste estudo séao

estritamente confidenciais. Apenas os membros da pesquisa terdo conhecimento
dos dados, assegurando assim sua privacidade. Serdo protegidos os dados,
resultados do teste, bem como o prontuario. Sera mantido o sigilo médico e se
evitard qualquer tipo de discriminacdo e/ou estigmatizacdo, individual ou
coletivas segundo os achados obtidos. Ndo sera permitido o acesso da
informacéo a terceiros. Em caso de divulgacédo dos resultados em trabalhos ou

artigos médicos, seu nome nao sera citado.
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Beneficios: Ao participar desta pesquisa vocé podera se beneficiar com a
confirmagédo do diagnostico e com o aconselhamento genético seu e de seus
familiares préximos. Além disso, esperamos que este estudo contribua com
informagdes importantes que deve acrescentar elementos importantes a

literatura, onde o pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos.

Pagamento: Vocé nao tera nenhum tipo de despesa ao autorizar sua
participacdo nesta pesquisa, bem como nada sera pago pela participacao.
Também nao havera despesas com transporte e alimentacao, uma vez que o0s
procedimentos serdo realizados nos dias de consulta médica regular no Hospital
de Clinicas.

Liberdade de recusar ou retirar o consentimento: Vocé tem a liberdade de

retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo

sem penalizagdes.

Armazenamento do material: O DNA obtido sera usado exclusivamente para
estudo dos genes HGMA2, PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e(ou) APC.
Vocé pode autorizar que o material restante seja guardado para uso em outras

pesquisas futuras, desde que autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Por favor, marque uma das opcoes abaixo:

concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material biolégico, devendo o0 mesmo ser descartado

ao final desta pesquisa.

concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do
meu material biolégico, sendo necessario meu consentimento a cada nova
pesquisa, que deverd ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso,
pela CONEP.
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() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do
meu material bioldgico, ndo sendo necessario meu consentimento a cada nova
pesquisa, desde que aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso,
pela CONEP.

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o
material armazenado deverao ser dados a (indicar o nome e forma de contato de

uma pessoa a ser avisada):

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com
os pesquisadores Diana Marcela Mejia Granados e Dr. Carlos Eduardo Steiner no
ambulatério de Genética - Genodermatoses do HC/Unicamp, no 3% andar, quadrante
da dermatologia, telefone (19) 3521-7776 as quintas-feiras a tarde.

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre
questdes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com a secretaria do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Unicamp das 08:30 as 17:00hs na Rua: Tessdlia
Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas - SP; telefone (19) 3521-8936;
fax (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Consentimento livre e esclarecido:

ApoGs ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa,
seus objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que

esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /

(Assinatura do participante)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucao 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e
os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Nome do(a) pesquisador:

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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9.1- Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - Wﬂp
CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAO MOLECULAR NA LIPOMATOSE MULTIPLA FAMILIAL
Pesquisador: DIANA MARCELA MEJIA GRANADOS

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 49982515.5.0000.5404

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.313.164

Apresentagao do Projeto:

“A Lipomatose multipla familial (LPM) é uma doenga benigna, de evolugdo progressiva e prognostico
favoravel, pouco prevalente na populagéo geral. Afeta principalmente a individuos do sexo masculino na
quarta década e na maioria dos casos apresenta um padrao de heranga autossémica dominante. Dentro
dos fatores etiologicos se propdem mutagdes no gene HMGAZ2 que codifica para proteinas nao histonas
associadas a cromatina, cuja funcdo esta ligada a alteragdes estruturais e da regulacdo da transcrigao,
tendo influéncia sobre a proliferagédo e crescimento celular. O diagnéstico & clinico e se caracteriza pela
presenca de nddulos de tecido adiposo encapsulado, ndo dolorosos, de tamanhos e distribuigdo anatémica
variaveis. A terapéutica é direcionada em reduzir o volume e melhorar o aspecto estético dos lipomas
mediante técnicas farmacolégicas e cirlrgicas. Estudos prévios sugerem o padrdo de heranga autossémico
dominante e fazem a descri¢do clinica da doenga e os possiveis diagnosticos diferenciais, no entanto,
nenhum deles a tem caracterizada em nivel molecular”.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar as bases moleculares de individuos com LMF atendidos no servigo de genética médica do
Hospital das clinicas da Unicamp.

Objetivo Secundario: Serdo pesquisadas mutagdes do gene HMGAZ2, as quais serdo correlacionadas

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Continuacao do Parecer: 1.313.164

ao fenotipo dos pacientes afetados. Também seréo investigados outros genes associados as lipomatoses,
como PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e APC.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os ricos ef/ou desconfortos sdo aqueles associados aos procedimentos da coleta de sangue como
dor efou equimoses.

Beneficios: Possibilidade de confirmagéo diagnostica e o aconselhamento genético.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada como trabalho de mestrado da p6s-graduanda Diana Marcela Mejia
Granados (pesquisadora responsavel), com orientagdo do Prof. Dr.Carlos Eduardo Steiner. Nesta pesquisa,
pretende-se caracterizar as bases moleculares de individuos com LMF atendidos no servigo de genética
meédica do Hospital das clinicas da Unicamp. Para isso, serdo convidados a participar da pesquisa todos os
pacientes (n=5) adultos com LMF gue estejam em acompanhamento regular nos ambulatérios do Servigo de
Genética Clinica do HC/Unicamp. Serao pesquisadas mutagdes do gene HMGAZ2, as quais serdo
correlacionadas ao fenétipo dos pacientes afetados. Também serdo investigados outros genes associados
as lipomatoses, como PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e APC. Havera retengéo de amostras, bem como, uso
de fontes secundarias de dados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados:

1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Diana Marcela M Granados e por Antbnio
Gongalves de Oliveira Filho, Coordenador de Assisténcia do Hospital de Clinicas da Unicamp, instituicao
indicada como proponente;

2. Termo de consentimento Livre Esclarecido;

3. Formulario da Plataforma Brasil com as informagées basicas sobre o projeto.

4. Projeto completo.

5. Regulamento do biorrepositério.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
1. Nao ha pendéncias ou inadequacdes.

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou dano nédo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agédo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ac CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilédncia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apods a data deste
parecer de aprovacao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgé
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 08/10/2015 Aceitc
do Projeto ROJETO 604036.pdf 19:46:42
Folha de Rosto plataformabrasil .pdf 08/10/2015 |DIANA MARCELA Aceitc

18:56:39 | MEJIA GRANADOS
Declaragéo de Biorrepositorio LMF .pdf 06/10/2015 |DIANA MARCELA Aceitc
Manuseio Material 11:26:44 |MEJIA GRANADOS
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE_LMF.pdf 06/10/2015 |DIANA MARCELA Aceitc
Assentimento / 11:26:31 |MEJIA GRANADOS
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_LMF.pdf 06/10/2015 |DIANA MARCELA Aceitc
Brochura 11:26:17 |MEJIA GRANADOS
Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 09 de Novembro de 2015

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
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