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RESUMO 

A Lipomatose Múltipla Familial (LMF) é um transtorno autossômico dominante da 

hipoderme, caracterizado pela formação lenta e progressiva de nódulos 

encapsulados de tecido adiposo não dolorosos distribuídos em tronco e 

extremidades. Acomete na sua maioria indivíduos adultos a partir da quarta década 

de vida. Por não existir uma etiologia definida e ser confundida com outras 

síndromes dermatológicas, sua base molecular e biológica precisa ser melhor 

compreendida. Estudos prévios em tecido tumoral sugerem que aproximadamente 

70% dos lipomas esporádicos são decorrentes de rearranjos citogenéticos 

envolvendo a banda 12q13-15. Isto leva a variações na expressão do gene HMGA2 

(High Mobility Group AT-hook 2) que codifica proteínas não histonas responsáveis 

por alterações conformacionais do DNA, proliferação celular aberrante e 

desenvolvimento de tumores benignos de tecidos mesenquimais. O objetivo desse 

trabalho foi realizar uma caracterização clínica e molecular em DNA constitucional 

de sete indivíduos pertencentes a cinco famílias não aparentadas com LMF.  

Para a análise do gene candidato HMGA2 foi usada a técnica de sequenciamento 

por Sanger. Para o estudo de outros genes envolvidos em lipomatoses sindrômicas 

como o AKT1, APC, PIK3CA, MEN-1 e o PTEN foi utilizado sequenciamento de alta 

performance. Os resultados clínicos na presente amostra mostram uma frequência 

aumentada da LMF em mulheres a partir dos 28 anos com IMC acima de 25.  

Além disso, presume-se que esta condição possa estar relacionada a comorbidade 

gastrointestinal tanto benigna quanto maligna e com achados histopatológicos que 

indicam um padrão típico de angiolipomas. Duas variantes idênticas foram achadas 

no éxon 5 do gene HMGA2 em dois pacientes de famílias distintas. Porem as 

análises in silico feitas mediante diversos algoritmos revelaram resultados 

contraditórios. Não houve alterações adicionais nos éxons 2 a 4 do gene HMGA2.  

O painel gênico dos genes AKT1, APC, PIK3CA, MEN-1 e o PTEN foi normal em 

todos os pacientes. Em resumo, a LMF é uma doença heterogênea com 

expressividade variável ampla, que precisa de novas pesquisas para estabelecer 

uma base genética mais acurada, facilitando seu diagnóstico, abordagem clínica e 

aconselhamento genético. 

Palavras-chave: lipomatose múltipla familiar, caracterização molecular, autossômica 

dominante, HMGA2, sequenciamento de nova geração. 



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 

12q13-15 band. This leads to deregulated expression of the HMGA2 (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. HMGA2 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 

Keywords: Familial multiple lipomatosis, molecular characterization, autosomal 

dominant, HMGA2, next generation 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 HMGA2 

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 HMGA2 gene. Multi-gene panel of AKT1, APC, PIK3CA, 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. 
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INTRODUÇÃO  

 

1.1- Lipomatose múltipla familial 

A Lipomatose Múltipla Familial (LMF, OMIM%151900) é um transtorno 

autossômico dominante da hipoderme, caracterizado pela formação lenta e 

progressiva de nódulos encapsulados de tecido adiposo não dolorosos à palpação. 

Esta condição apresenta uma distribuição anatômica variável com localização 

preferencial em extremidades e tronco e usualmente acomete indivíduos do sexo 

masculino a partir da quarta década(1,2). Embora na atualidade não exista uma 

etiologia definida, estudos prévios sugerem que ao menos uma parte dos casos de 

lipomas isolados sejam decorrentes de rearranjos citogenéticos envolvendo o braço 

longo do cromossomo 12, o que leva a variações na expressão do gene HMGA2  

(High Mobility Group A2) que codifica proteínas não histonas envolvidas nas 

alterações conformacionais do DNA e no desenvolvimento de tumores benignos dos 

tecidos mesenquimais(3)

1.2- História 

. 

 

O reconhecimento de formações tumorais lipomatosas data do século 

XVI, desde o auge do renascimento. Dequeker et al. apontam que na mais notável 

obra de Leonardo da Vinci, “Mona Lisa”, pode ser visualizada uma discreta 

proeminência arredondada e bem definida na face dorsal da mão direita da mulher, 

que eventualmente poderia corresponder a um lipoma (Figura 1)(4). 

Em 1846, Sir Benjamin Brodie foi o primeiro a relatar dois indivíduos com 

lipomas simétricos localizados na nuca e, cinco anos mais tarde, foi feita pelos 

pesquisadores Addison e Gull outra descrição com a definição formal do termo - 

lipoma -(6,7). Logo após, entre 1891 e 1892, Blaschko e Alsberg observaram uma 

incidência aumentada dos lipomas entre homens pertencentes a uma mesma família 

e, além disso, viram que os tumores se desenvolveram em diferentes idades, sendo 

manifestados desde início da puberdade até a idade adulta(8).  
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ou quando causam dor ou prejuízos funcionais(15,16). A incidência exata da LMF é 

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

população geral possuem esse diagnóstico(17,18). Devido à singularidade e natureza 

benigna da LMF, estudos pouco aprofundados têm sido realizados até o momento 

para confirmar esses dados. 

Quanto à distribuição entre sexos, presume-se que esta condição exibe 

uma predileção pelos homens, mostrando uma relação 2:1 ou superior (até 4,6:1) 

em relação às mulheres(17-20). No entanto, alguns autores afirmam que essa 

proporção é ainda mais próxima do 1:1(2,17).  

Embora a faixa etária média de aparecimento dos nódulos situe-se entre 

a terceira e quarta década da vida, este quadro pode ter início desde a infância ou 

adolescência, sendo que o pico máximo de formação dos lipomas é observado a 

partir dos 50 anos e atinge uma frequência elevada sujeitos com obesidade(9,16)

1.4- Padrão de herança 

. 

 

Em referência à hereditariedade, o mecanismo de transmissão da LMF é 

frequentemente associado a um padrão autossômico dominante com penetrância 

completa; não obstante, há casos de provável herança autossômica recessiva e 

ligada ao sexo. Outras hipóteses se baseiam em etiologia multifatorial, onde 

condições locais como, por exemplo, eventos pós-trauma, disfunção do tecido 

adiposo, alterações endócrinas e suscetibilidade genética somado a fatores 

ambientais (radiação ionizante) e medicamentos (corticosteroides, quimioterápicos 

ou insulina) poderiam favorecer o crescimento nodular gradativo(13,20-25)

1.5- Fisiopatologia  

.  

 

A expansão do tecido adiposo é observada durante o desenvolvimento 

normal, bem como na obesidade, e é resultado de dois processos que ocorrem em 

simultâneo: hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos. A hipertrofia é considerada o 

evento inicial e é secundaria ao incremento do volume máximo dos adipócitos 



22 
 

maduros devido ao aumento da lipogênese e armazenamento unilocular de 

triglicerídeos. Por outro lado, a hiperplasia resulta da diferenciação e expansão 

clonal mitótica de células tronco pluripotentes e pré-adipócitos. Em lipomas a 

hipertrofia não ocorre com rapidez suficiente e, portanto, é necessária a geração de 

novos pré-adipócitos para continuar a expansão de massa de tecido celular 

subcutâneo. Assim, acredita-se que a expressão aumentada do gene HMGA2 induz 

a hiperplasia e proliferação aberrante de adipócitos maduros diferenciados, a qual 

pode ou não estar associada ao estímulo dietético exógeno (Figura 2)(26). 

Por outro lado, alguns autores apontam que os adipócitos de menor 

comprimento têm um efeito protetor sobre o metabolismo da glicose e a lipólise por 

sua maior afinidade pelos ácidos graxos livres e triglicerídeos, evitando seu acúmulo 

nos tecidos não adiposos como os do músculo esquelético, do pâncreas e do fígado. 

O tecido adiposo subcutâneo pode secretar alguns “fatores benéficos” tais como a 

adiponectina e leptina, os quais melhoram o metabolismo da glicose e dos lipídios 

mediante o aumento da sensibilidade à insulina(17). 
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exemplos reportados na literatura estão os tumores estromais e lipomatose. 

gastrointestinais, lipomas gigantes e invasivos do coração, lipoma cerebral.  

Além dessas condições, pode coexistir em contextos de trombose venosa profunda, 

doença celíaca e parkinsonismo. Finalmente pode se manifestar secundariamente a 

efeitos citotóxicos de tratamentos com quimioterápicos(23,31-39)

1.8- Diagnóstico  

. 

 

O diagnóstico se faz por meio de anamnese e um exame físico minucioso. 

O ultrassom pode ser utilizado como estudo inicial e provê informações sobre a 

natureza, tamanho e profundidade das lesões, bem como sua relação com vasos 

sanguíneos, nervos e demais estruturas próximas, especialmente aquelas de difícil 

localização. A aparência típica consiste em uma massa elíptica ou arredondada 

paralela à superfície da pele a qual é hiperecoica em relação ao músculo adjacente. 

A análise mediante tomografia computadorizada de alta resolução geralmente pode 

ser diagnóstica, mesmo que a ressonância magnética mostre melhor definição dos 

tecidos moles. No entanto, o padrão ouro continua sendo a biópsia para estudo 

histopatológico, a qual vai confirmar a presença de vacúolos de tecido adiposo 

maduro rodeados por uma fina cápsula fibrosa(19,21,27)

1.9- Diagnósticos diferenciais 

. 

 

A infiltração de gordura e a presença de múltiplos lipomas podem estar 

presentes em um grande número de síndromes, dependendo do mecanismo de 

mutação envolvido, seja por um evento somáticos, da função mitocondrial ou da 

linhagem germinativa(40)

 

 (Figura 5).  
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Figura 5- Diagnósticos diferenciais da LMF. AKT1: gene codificador da RAC-alfa 

serina/treonina proteína quinase; APC: gene codificador da polipose 

adenomatosa do cólon; NF1: gene codificador da neurofibromina 1; 

PIK3CA: gene codificador da fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, 

subunidade catalítica alfa; MEN-1: gene codificador da neoplasia 

endócrina múltipla tipo 1; PTEN: gene codificador da fosfatidilinositol-

3,4,5-trifosfato 3-fosfatase

 

. AD: autossômico dominante.  

 

Estão descritas condições associadas cuja manifestação é unicamente o 

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

lipomatosos, além de infiltrar o tecido celular subcutâneo, vêm acompanhados de 

outras anomalias. As semelhanças e diferenças são descritas na Tabela 1. 
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1.10- Tratamento 

A proposta terapêutica está dirigida a melhorar o aspecto estético das 

lesões. Poucos estudos têm sido feitos e as estratégias atuais se baseiam em 

relatos de casos. Dentro da via farmacológica estão recomendados: o uso de beta 

agonistas cujo mecanismo de ação é aumentar a lipólise adrenérgica e reduzir o 

acúmulo de gordura; o uso de agentes lipolíticos como os fibratos, a lecitina e as 

injeções subcutâneas de fosfatidilcolina também foram descritos, porém com 

eficácia questionável(41,42). O tratamento invasivo consiste na remoção cirúrgica 

convencional ou mediante lipoaspiração assistida, a qual resulta uma excelente 

alternativa em casos de lipomas de tamanho mediano e múltiplos. Segundo  

Al Basti e cols, o uso desta técnica reduz a deformação das cicatrizes e garante a 

remoção de todo o tumor, evitando assim a recorrência em anos, e portanto, sendo 

uma opção minimamente invasiva, segura, simples e efetiva(29)

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

a linhagem somática 

. Geralmente o 

prognóstico é bom por ser uma condição de evolução lenta e que raramente se torna 

maligna.  

 

Desequilíbrios do gene HMGA2 decorrentes de translocações que 

envolvem a região 12q13-15 são uma característica frequente nos tumores benignos 

de origem mesenquimal nos humanos, incluindo lipomas, leiomiomas uterinos, 

hamartomas condrais do pulmão, fibroadenomas de tórax e mama, pólipos 

endometriais, adenomas pleomorfos das glândulas salivais e angiomixomas(44).  

Os lipomas têm sido amplamente analisados por citogenética com 

bandamento G em grandes séries de pesquisa e múltiplas aberrações estruturais 

foram encontradas, com frequências que oscilam entre 55 até 75%, principalmente 

em indivíduos adultos. Por sua vez, dentro desse grupo, ao redor de 75% 

apresentam cariótipos aparentemente balanceados. Alterações numéricas para este 

tipo de tumores são, entretanto raras e ocorrem ao acaso(15,27)

 

. 
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2) Deleção parcial do braço longo do cromossomo 13 (13q-). 

3) Cromossomos em anel supranumerários (procedentes do cromossomo 12). 

4) Rearranjos cromossômicos comprometendo a banda 6p21, que levam a 

disrupção do gene do grupo de alta mobilidade A1 (HMGA1). 

 

Todo o exposto anteriormente sugere que o HMGA2 estaria implicado na 

etiologia de tumores mesenquimatosos benignos e sua relevância no 

desenvolvimento de lipomas esporádicos está bem documentada (Figura 7). 

 

1.11.1- Grupo de proteínas de alta mobilidade (HMG) 

As proteínas do grupo de alta mobilidade (HMG) estão entre as mais 

abundantes e melhor caracterizadas proteínas nucleares e foram nomeadas de 

acordo ao seu comportamento de alta mobilidade eletroforética em gel de 

poliacrilamida(44,47). Conhecidas como proteínas não-histonas associadas à 

cromatina, constituem uma classe heterogênea de moléculas que desempenham um 

papel fundamental na estrutura e função dos cromossomos, assim como na 

regulação da atividade gênica.  

Estas proteínas têm a habilidade de reconhecer e se ligar a estruturas 

específicas do DNA ou da cromatina, independente da sequência de nucleotídeos 

através de seus motivos proteicos funcionais. Este grupo de proteínas não possui 

atividade transcricional intrínseca per se, mas estas são capazes de modular a 

transcrição de seus genes alvo alterando a estrutura da cromatina mediante 

acentuadores ou enhancers. Assim, são chamadas de fatores ou elementos 

arquitetônicos que facilitam e melhoram algumas atividades DNA-dependentes como 

transcrição, replicação, recombinação e reparo(44).  
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O mecanismo de ação do grupo HMGA é bastante amplo e abrange uma 

diversidade de processos dinâmicos que incluem mudanças da configuração dos 

cromossomos e da cromatina (descondensação) a curto e longo alcance;  

inibição dos sistemas de reparo do DNA, como por exemplo, o mecanismo por 

excisão de nucleotídeos (NER); regulação da transcrição e expressão gênica,  

assim como da interação proteínas-proteína; regulação da expressão de proteínas 

implicadas na resposta inflamatória; formação de enhancers; modificações  

pós-traducionais (fosforilação, acetilação e metilação); integração e expressão de 

retrovírus; inativação da apoptose induzida por p53; entre outros(44,45).  

A seguir alguns desses mecanismos explicados em detalhe: 

a) Indução da atividade do fator de transcrição E2F

Dados recentes indicam que o gene HMGA2 potencializa a atividade do 

E

1 

2F1 mediante a sua ligação à proteína do retinoblastoma (pRB). Essas duas 

proteínas são fundamentais no controle da fase de síntese de DNA no ciclo celular. 

O processo de potencialização ocorre através de quatro etapas: 1) ligação  

HMGA2-pRB; 2) Deslocamento da histona deacetilase 1 (HDAC1); 3) Recrutamento 

de histonas acetilases (pCAF/p300) o qual atenua a repressão transcricional;  

4) As histonas acetilases agem no E2F1, estabilizando-o na forma livre ativa;  

5) Liberação do complexo HMGA2-pRB do E2F1

O HMGA2 intervém direta ou indiretamente com o ciclo celular devido a 

seu efeito sobre o E

 (Figura12-I).  

 
b) Indução da expressão da Ciclina A 

2F1 e o fator repressor transcricional E4F1, os quais regulam a 

expressão de várias ciclinas (entre elas a ciclina A) e outras proteínas fundamentais 

para a entrada na fase de síntese do DNA do ciclo celular e a transição da fase G2 

para a mitose. Outra forma do gene HMGA2 de induzir a expressão da ciclina A é 

mediante ativação do complexo transcricional AP1. Este último está composto por 

três proteínas JUN (JuN, JuNB e JuND), quatro proteínas Fos (FoS, FoSB, FRA1 ou 

FoSL1) e FRA2 ou FoSL2, as quais geram uma ampla variedade de homo e 

heterodímeros que se ligam às mesmas sequências de DNA e são encarregadas da 

ativação de genes alvo responsáveis pela proliferação celular, tumorigênese e 

metástase (Figura12-II). 
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c) As proteínas HMGA modulam a transição epitelial-mesenquimatosa (EMT) 

Durante o desenvolvimento embrionário e em tumores epiteliais 

avançados, pode ser evidenciado o fenômeno EMT, no qual as células epiteliais se 

desdiferenciam para um estado mais fibroblástico e recuperam a sua capacidade de 

invadir, migrar e/ou proliferar de forma descontrolada. Estudos demonstraram que o 

fator de crescimento transformante β provoca EMT através da indução do HMGA por 

meio da via das proteínas smad (transmitem sinais extracelulares para o núcleo)(45)

1.11.5- HMGA2 na proliferação e diferenciação celular durante o 

desenvolvimento  

.  

 
d) As proteínas HMGA regulam a expressão de miRNAs 

De maneira recíproca, mediante a modulação dos miRNA, o grupo HMGA 

consegue regular a expressão de genes importantes no processo de carcinogênese.  

 

As proteínas HMGA2 se encontram presentes em níveis elevados em 

vários tecidos indiferenciados durante os primeiros estágios do desenvolvimento 

embrionário na fase G1 do ciclo celular(50). A expressão do gene HMGA2 é 

principalmente limitada ao mesênquima e dificilmente é detectável em tecidos 

adultos saudáveis (Figura 13), devido a seu silenciamento durante a transcrição 

mediado por miRNA(3,44,51). De outro lado, baixas quantidades têm sido observadas 

em células tronco hematopoiéticas CD34-positivas, em pré adipócitos e 

espermatócitos de camundogos(45). 

Estudos in vivo em modelo animal demonstram que a caracterização 

fenotípica resultante da disrupção do gene HMGA2 ocasiona diferentes fenótipos 

segundo o mecanismo, seja por silenciamento ou mediante expressão de produtos 

proteicos distintos. 
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1.11.6- HMGA2 e a hipótese da tumorigênese  

Análises feitas em tumores diferentes do lipoma determinam que, ainda 

com a perda só do extremo carbóxilo-terminal e a região 3’ UTR, o gene HMGA2 

rearranjado gera uma proteína quimérica ou truncada (denominada HMGA2Tr) que 

mantém sua capacidade de ligação ao DNA e de interação com outras proteínas. 

Desse modo, ratifica-se que o requisito mínimo para a tumorigênese seria a ativação 

de HMGA2 secundária a rearranjos estruturais que deixam intactos, pelo menos,  

os éxons 1, 2 e 3, que codificam os domínios AT-hook(44)

1.11.7- HMGA2 e tumores benignos não mesenquimais  

. 

 

Exemplo desta classe de tumor é o adenoma hipofisiário, o qual foi 

associado tanto a desequilíbrios numéricos como a alterações estruturais 

envolvendo o cromossomo 12, gerando como consequência uma hiperexpressão do 

gene HMGA2. Usando técnicas como FISH, RT-PCR, Western Blot e  

imuno-histoquímica, pesquisadores demonstraram que em prolactinomas, as 

alterações citogenéticas mais frequentes foram secundárias a aneuploidias de tipo 

trissomia e variações na estrutura como os derivados do cromossomo 12(57,58)

1.11.8- HMGA2 em neoplasias malignas 

. 

 

A hiperexpressão da proteína HMGA2 tem sido descrita em carcinomas 

do pâncreas, pulmão, da cavidade oral e em astrocitomas de baixo grau.  

Também tem sido relatada em síndromes mielodisplásicas, nas quais níveis 

elevados do gene estavam relacionados à ativação 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 prognóstico. Por outro lado, experiências in 

vitro mostram que tanto HMGA2Tr como HMGA2/LPP (Lipoma preferred partner) 

são capazes de induzir a transformação neoplásica de fibroblastos NIH-3T3(59). 

 







46 
 

1.12- Justificativa 

 

Por ser uma condição benigna, progressiva e pouco frequente na 

população geral os estudos disponíveis na literatura têm sido focados unicamente 

em relatos clínicos de casos isolados. Baseados nesses dados foi considerada a 

necessidade de explorar as bases moleculares mediante a investigação de vários 

genes candidatos que poderiam ser responsáveis pela gênese 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 

doença, evitado assim o crescimento excessivo dos nódulos e as suas implicações 

estéticas subsequentes. 
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OBJETIVOS 

 

2.1- Objetivo Geral 

Caracterizar as bases clínicas e moleculares de indivíduos com 

Lipomatose Múltipla Familial atendidos no Serviço de Genética Clínica do Hospital 

das Clínicas da Unicamp. 

 

2.2- Objetivos Específicos 

• Identificar variantes do gene HMGA2 e testar se há correlação com o fenótipo dos 

indivíduos afetados; 

 

• Nos casos negativos, avaliar variantes em genes conhecidos associados às 

lipomatoses como PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e APC. 
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CASUÍSTICA E MÉTODOS  

 

3.1- Aspectos éticos  

O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Unicamp sobre o parecer Nº 1.313.164 (Anexo 1). Para cada um dos participantes, 

foi apresentado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice 1),  

em duas vias, que assegurou o direito de desligar-se da pesquisa e retirar o 

consentimento em qualquer de suas etapas, sem prejuízos ao seu atendimento no 

Ambulatório de Genética Médica do HC/Unicamp.  

Os resultados dos exames e suas implicações para fins de 

aconselhamento genético foram transmitidos aos médicos responsáveis pelos 

pacientes e seus familiares. O aconselhamento genético, quando solicitado,  

foi conduzido por geneticista clínico. 

Também foram garantidas a confidencialidade, a privacidade e a proteção 

das fotos dos voluntários e de suas informações. O material biológico e os dados 

obtidos na pesquisa foram usados exclusivamente para este projeto,  

sendo oferecida a possibilidade de armazenamento por cinco anos para eventual 

realização de outros exames adicionais, condicionado a aprovação ética ou por novo 

consentimento informado dos indivíduos. 

 

3.2- Características da população  

Foram selecionados indivíduos adultos com LMF em acompanhamento 

regular nos ambulatórios do Serviço de Genética Clínica do Hospital das Clínicas da 

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Foram elegíveis durante as 

consultas ambulatoriais de rotina conforme os seguintes critérios de inclusão:  

1- Idade acima de 18 anos;  

2- Diagnóstico clínico de lipomas múltiplos e/ou histológico por biópsia confirmando 

lipoma ou angiolipoma; 

3- Recorrência familiar sugerindo herança autossômica dominante.  
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3.3- Procedimentos e estratégia de estudo 

3.3.1- Coleta de dados retrospectivos  

Houve revisão dos dados clínicos a partir dos prontuários médicos, 

compreendendo iniciais do paciente, idade, gênero, história evolutiva da doença, 

histórico familiar e exame físico. 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 obtenção de DNA foram obtidas a partir de 

punção de veia periférica por profissional habilitado (médico, enfermeira ou 

biomédico). Não foi realizado nenhum procedimento in vivo que pudesse causar 

riscos ou desconfortos. 

Após a coleta de sangue periférico em tubo vacutainer®

 

 com aticoagulante 

EDTA, o DNA genômico foi extraído pelo método fenol-clorofórmio utilizado pelo 

Laboratório de Genética Molecular da Faculdade de Ciências 

Médicas/FCM/Unicamp.  

3.3.3- Extração de DNA  

O DNA genômico das amostras coletadas foi obtido mediante o método 

de adição dos reagentes fenol e clorofórmio(62). A extração de DNA consistiu 

inicialmente da obtenção de 10 a 15mL de sangue venoso colhido de cada indivíduo 

recrutado para o estudo. As amostras foram centrifugadas a 1080 G por 10 minutos 

e a parte intermediária, onde se localizavam os leucócitos, foi transferida para um 

tubo de fundo cônico de polipropileno. Em seguida foram adicionadas as soluções 

de RSB (Reaction Stop Buffer, contendo 0,1M de Tris pH 7,0; 0,1M de KCl; 0,1M de 

MgCl2) até completar o volume de 11mL no tubo e 60µL de Nonidet®

 

.   
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Esta solução foi homogeneizada por 10 minutos em agitador e 

posteriormente centrifugada a 1080 G por 10 minutos e o sobrenadante descartado. 

Após a adição de 3mL de solução de SDS para sangue (0,5% de dodecil sulfato de 

sódio, 1M de Tris pH 7,6 - 8, 1M de KCl, 1M de MgCl2, 0,4M de NaCl e 20mM de 

EDTA) e 10µL de proteinase K (100µg/mL) as amostras foram incubadas a 37°C por 

24 horas. Após 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 orgânica da solução foi descartada. Esse processo foi repetido 

com 1,5mL de fenol e 1,5mL de solução de álcool isoamílico e clorofórmio (1:24), 

seguida por mais uma repetição desse processo com 3mL de solução de álcool 

isoamílico e clorofórmio (1:24). A precipitação do DNA genômico foi feita com 6mL 

de etanol absoluto e o DNA extraído foi armazenado em tubo cônico de polipropileno 

de 1,5mL com 200µL de água para injeção.  

 

3.3.4- Sequenciamento 

 

3.3.4.1- Gene HMGA2 

Para o sequenciamento do gene HMGA2 foi utilizado o método de 

Sanger(63)

 

. 

3.3.4.2- Desenho de primers  

Cinco éxons do gene HMGA2 foram amplificados por reação em cadeia 

da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotídeos iniciadores ou primers que 

flanqueiam essas regiões (Tabela 2). Foram desenhados a partir das ferramentas 

bioinformáticas Primer3® (versão 0.4.0) e primer-BLAST(64)(65), respeitando as 

seguintes condições: tamanho entre 18 e 22 nucleotídeos; ausência de 

complementaridade entre os primers; ausência de estruturas de DNA secundárias 

como os “hairpin loops”; ausência de auto-dímeros; ausência de regiões 3’ 

finalizadoras ricas em GC; porcentagem semelhante do conteúdo de G e C dos  
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Figura 18- Condições utilizadas na reação de sequenciamento 

 

A purificação das amostras para sequenciamento foi realizada com EDTA 

(125mM) e etanol de acordo com as instruções do fabricante. Após a finalização do 

processo de purificação as amostras foram ressuspendidas em 10µL de formamida 

Hi-Di®

Os resultados obtidos através do sequenciamento foram salvos em 

eletroferogramas e analisados com o programa Chromas. As sequências foram 

comparadas com as sequências normais do gene HMGA2 (número 

ENST00000403681) disponibilizado no banco de dados Ensembl Genome 

Browser

. 

(49). As alterações 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 substituição da base nitrogenada fundamentando-se na combinação de 

parâmetros funcionais e estruturais das proteínas.  

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

Para os genes AKT1, APC, MEN-1, PIK3CA e o PTEN foi utilizado 

sequenciamento de alta performance em laboratório terceirizado (© Invitae 

Corporation). 
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O DNA genômico obtido a partir da amostra submetida foi enriquecido 

para regiões específicas a partir de um protocolo baseado em hibridação e 

sequenciado usando a tecnologia Illumina. Todas as regiões segmentadas foram 

sequenciadas com ≥50x de profundidade ou foram complementadas com análises 

adicionais. As leituras foram alinhadas a uma sequência de referência (GRCh37).  

O foco de enriquecimento e análise se concentra na sequência de codificação dos 

transcritos indicados, 10pb de sequência intrônica flanqueadora e regiões  

3’ e 5’ UTRs. As deleções e duplicações foram avaliadas pela técnica de MLPA.  

As seguintes transcrições foram usadas nesta análise: AKT1 (NM_005163.2),  

APC (NM_000038.5), MEN1 (NM_130799.2), PIK3CA (NM_006218.2),  

PTEN (NM_000314.4). 
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RESULTADOS 

4.1- Clínicos  

Foram incluídos sete indivíduos de cinco famílias (A, B1, B2, C, D1, D2 e 

E). As famílias eram procedentes dos estados de São 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 clínico,  

sendo que as famílias A e B mostraram ainda comprometimento de três gerações 

(Figura 19 a 23). Não foi possível detalhar a origem étnica dessas famílias,  

sendo em sua maioria referidos como “mista”, representada por ibéricos, italianos, 

russos, franceses, afro-brasileiros e indígenas. A razão de sexo entre os pacientes 

incluídos 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 inclusão ao estudo foi de 42 ± 11,8 anos, enquanto a 

idade média de aparecimento das lesões foi 28 ± 6,6 anos. As mulheres 

apresentaram o pico máximo de surgimento dos nódulos após as gestações.  

As características mais comumente observadas das lesões foram: 

nódulos múltiplos, não aderidos, de consistência mole ou elástica, não dolorosos.  

A distribuição anatômica preferencial dos lipomas ocorreu nas extremidades.  

O número mínimo de lipomas avaliados ao exame físico (palpáveis) em um mesmo 

sujeito foi 3 e o máximo foi 20 (Figuras 24, 25, 27 e 29). À exceção do indivíduo A, 

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

Três propósitos tinham biópsia dos nódulos, sendo que em todos foi 

confirmado o diagnóstico anatomopatológico de angiolipoma (Figuras 26, 28 e 30). 

Além do critério clínico, não foram feitos estudos de imagem adicionais para avaliar 

tais lesões. Três participantes tinham algum tipo de comorbidade associada a 

distúrbios do trato gastrointestinal como diverticulite e pólipos (caso A) constipação 

crônica importante (caso D2) e câncer colorretal (caso C).  

Um resumo detalhado dos principais achados clínicos encontra-se 

disponível na Tabela 3. 
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As duas alterações não foram localizadas em três 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 análise de predição in silico utilizando os algoritmos  

VEP, FATHMM, UMD-predictor, SIFT, PROVEAN e Mutation taster que permitem a 

avaliação de variantes sinônimas e variantes envolvendo stop códons.  

Em todos os recursos empregados com exceção do Mutation taster e 

conforme à nomenclatura respectiva utilizada por cada um deles, a variante 

c.327C>T foi considerada de baixo impacto, neutra, em 33% de probabilidade de 

corresponder a um polimorfismo ou tolerada. Já para a segunda variante c.328T>C, 

os preditores VEP e UMD-predictor a classificaram como de alto impacto ou 100% 

patogênica, respectivamente.  

Entretanto, a ferramenta Mutation Taster identificou a alteração c.327C>T 

como causadora de doença e a alteração c.328T>C como um polimorfismo. 

Quanto ao painel de genes realizado nas cinco famílias para detectar 

mudanças nas sequências de AKT1, APC, MEN-1, PIK3CA e PTEN, genes também 

associados com algumas das lipomatoses sindrômicas, não foram identificadas 

variantes patogênicas nem deleções ou duplicações exônicas em nenhum caso. 
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DISCUSSÃO  

 

A caracterização clínica da LMF na nossa casuística revelou diferenças 

quanto aos dados existentes na literatura. Primeiro, houve um número maior de 

mulheres diagnosticadas com LMF. Esse fato pode ser um viés do presente estudo 

devido a aspectos como o pequeno tamanho amostral e a maior procura das 

mulheres aos serviços de saúde em decorrência de questões estéticas. Também foi 

verificada uma quantidade total de lipomas mais elevada nas participantes 

avaliadas. Características como sobrepeso e crescimento exacerbado dos nódulos 

durante e após as gestações sugerem que mecanismos exógenos (dieta), 

metabólicos (dislipidemia ou alterações na desaturação de ácidos graxos) e 

hormonais podem estar envolvidos na hiperplasia dos adipócitos. Yee e col., 

compararam diferenças nos índices de desaturação enzimática (estearoil-CoA) entre 

pessoas com doenças raras do tecido adiposo e obesos controles e concluíram que 

indivíduos com LMF e obesidade mostravam os maiores índices de desaturação, 

incrementando assim o processo de lipogênese(24,66)

Outro resultado clínico considerado relevante foi o evidenciado na 

participante A, que foi a única dentro da casuística e dentro de seu grupo familiar a 

manifestar dor importante à manipulação dos lipomas, incapacidade progressiva 

para a execução de atividades cotidianas e comorbidade psiquiátrica (transtorno do 

humor do tipo depressão crônica e transtorno de ansiedade). Esses sintomas estão 

fortemente associados à Doença de Dercum, a qual pode ser considerada como 

diagnóstico diferencial ou uma variante da LMF. Baseados na nova classificação da 

Doença de Dercum proposta por Hansson e col., poderíamos estar frente à forma 

nodular generalizada, reconhecida por um padrão de dor generalizada do tecido 

adiposo acompanhada de dor intensa da superfície e ao redor dos lipomas

. 

(30).  

Outro estudo que reforça essa hipótese é o publicado por Campen e col.,  

que descrevem dois indivíduos com adipose dolorosa pertencentes a uma família 

com lipomatose (duas gerações com nove afetados), indicando uma segregação de 

tipo autossômica dominante com expressividade variável e representando talvez a 

manifestação mais extrema dentro da LMF(43).  
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Em relação ao diagnóstico histopatológico das lesões, foram evidenciados 

dois tipos: o lipoma propriamente dito e o angiolipoma (também conhecido como 

lipoma vascular ou hemangiolipoma). Este último, além de estar formado por 

adipócitos maduros, apresenta uma proliferação de finos vasos sanguíneos, alguns 

dos quais contêm trombos de fibrina em seu interior. Manifesta-se principalmente em 

homens adultos jovens que exibem dor ao exame das lesões. Este tipo de tumor 

pode estar relacionado com história prévia de traumatismo local ou ao uso de terapia 

esteroide. Embora haja um grande número de autores descrevendo ambos os 

diagnósticos como entidades patológicas diferentes, algumas publicações não fazem 

essa distinção(67-70). Nosso estudo confirma que é provável ter angiolipomas com 

recorrência familial e que esse diagnóstico 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(71)

No que concerne aos resultados moleculares, não há na literatura estudos 

constitucionais que avaliem o gene HMGA2 em pacientes com LMF. Os únicos 

estudos disponíveis estão focados na análise de expressão e investigação 

citogenética direta sobre os tumores lipomatosos. Existe só um relato de caso de um 

menino de oito anos com um rearranjo constitucional afetando a banda 12q14.3 

(inversão pericêntrica de novo) envolvendo portanto o gene HMGA2. O quadro 

clínico descreve um fenótipo caracterizado por hipercrescimento somático, avanço 

da idade óssea e dentária, tumor cerebelar e lipomas múltiplos

.  

(72)

Além disso, na família B, as alterações identificadas no indivíduo B1 não 

estavam presentes no indivíduo B2, indicando, portanto que não segregam com 

fenótipo da LMF, sendo descartado nessa família tal associação como causadora do 

distúrbio investigado. 

, achados não 

presentes em nenhum caso da nossa casuística.  

Não foi possível padronizar o sequenciamento do éxon 1 do gene HMGA2 

em tempo hábil deste estudo, devendo ser realizado futuramente para que se possa 

finalizar a investigação do referido gene nesta doença. 
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Quanto às variantes presentes no indivíduo A, considerando esses 

resultados contraditórios, será necessário estudos funcionais dessas variantes para 

verificar seu real significado biológico e de serem confirmadas essas duas 

alterações nosso trabalho seria o primeiro a corroborar mediante investigação do 

DNA constitucional uma base genética para ao menos parte dos casos dessa 

doença. 
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CONCLUSÕES  

 

A LMF é uma condição rara que possui uma apresentação clínica 

heterogênea e um significativo componente genético sugerindo um mecanismo de 

herança autossômico dominante que, na presente amostra, se sobrepôs com outras 

síndromes dermatológicas (Doença de Dercum) em ao menos um indivíduo. 

A história natural da LMF na presente casuística revela que o 

desenvolvimento das lesões é progressivo e atinge a idade média adulta, afetando 

ambos os sexos em proporções semelhantes e apresentando uma distribuição 

topográfica com predomínio em extremidades e tronco. 

Características como sobrepeso, obesidade e doença gastrointestinal 

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

A variante alterada no éxon 5 do gene HMGA2 tem significado incerto na 

gênese da LFM, devendo ser confirmada por outros tipos de estudos e em um 

número maior de indivíduos afetados para estabelecer uma atribuição real de 

causalidade.  

Os resultados negativos da análise molecular nos genes AKT1, APC, 

MEN-1, PIK3CA e PTEN excluíram que estes sejam responsáveis pelo fenótipo, ao 

menos na presente amostra.  
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APÊNDICE  

 

8.1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

PESQUISA: CARACTERIZAÇÃO CLÍNICA E MOLECULAR NA LIPOMATOSE 

MÚLTIPLA FAMILIAL 

 

As informações contidas neste documento legal, fornecidas pelos 

médicos DIANA MARCELA MEJÍA GRANADOS e CARLOS EDUARDO STEINER 

têm por objetivo firmar acordo escrito com o(a) voluntária(o) para participação da 

pesquisa acima referida, autorizando sua participação com pleno conhecimento da 

natureza dos procedimentos a que será submetida(o). 

 

1) Natureza da pesquisa

 

: esta pesquisa tem como finalidade a caracterização 

molecular na Lipomatose múltipla familial, isto quer dizer, a identificação do 

gene HMGA2 e sua possível associação no desenvolvimento da doença 

conhecida como Lipomatose múltipla familial, que se caracteriza pela aparição 

gradual de nódulos subcutâneos de crescimento progressivo localizados em 

distintas partes do corpo e que apresentam-se em integrantes de uma mesma 

família. Com sua participação você poderá contribuir com os avanços na área da 

saúde, especificamente na área de genética humana, já que poucos estudos 

deste tipo têm sido feitos até agora. Nos casos negativos para mutações nesse 

gene, a investigação irá prosseguir com o estudo de outros genes associados às 

lipomatoses, como LPP, PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e APC. 

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

que cumpram com os critérios de inclusão e que estejam dispostos a participar 

da investigação. A população alvo serão os indivíduos com quadro clinico 

altamente sugestivo de Lipomatose múltipla familial (LMF) em seguimento pelo 

serviço de genética médica do Hospital das Clínicas da cidade de Campinas. 
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3) Envolvimento na pesquisa

 

: Ao participar deste estudo você tem liberdade de 

se recusar a participar e, mesmo que tenha consentido inicialmente, poderá 

retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuízo 

para você. Sempre que quiser poderá pedir mais informações sobre a pesquisa 

através do telefone do coordenador do projeto indicado ao final deste 

documento. 

4) Sobre as coletas:

 

 Caso você participe, será necessário coletar um pequeno 

volume de sangue (aprox. 10mL) obtido por meio de punção de veia periférica, a 

partir do qual se fará a extração do DNA, imprescindível para a investigação dos 

genes relacionados com a doença (Lipomatose múltipla familial - LMF).  

5) Riscos e desconforto

 

: A participação nesta pesquisa não traz complicações 

com risco à sua vida. Você poderá ter algum desconforto quando receber uma 

picada para colher o sangue do seu braço. A curto prazo pode apresentar dor, 

edema (inchaço) ou eritema (vermelhidão) local. Esses efeitos são temporários e 

costumam desaparecer em poucos dias. Os procedimentos utilizados nesta 

pesquisa obedecem aos Critérios da Ética na Pesquisa com Seres Humanos 

conforme resolução N° 340/04, 441/11 e 466/12 do Conselho Nacional de 

Saúde. 

6) Confidencialidade

 

: Todas as informações coletadas neste estudo são 

estritamente confidenciais. Apenas os membros da pesquisa terão conhecimento 

dos dados, assegurando assim sua privacidade. Serão protegidos os dados, 

resultados do teste, bem como o prontuário. Será mantido o sigilo médico e se 

evitará qualquer tipo de discriminação e/ou estigmatização, individual ou 

coletivas segundo os achados obtidos. Não será permitido o acesso da 

informação a terceiros. Em caso de divulgação dos resultados em trabalhos ou 

artigos médicos, seu nome não será citado. 
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7) Benefícios

 

: Ao participar desta pesquisa você poderá se beneficiar com a 

confirmação do diagnóstico e com o aconselhamento genético seu e de seus 

familiares próximos. Além disso, esperamos que este estudo contribua com 

informações importantes que deve acrescentar elementos importantes à 

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

8) Pagamento

 

: Você não terá nenhum tipo de despesa ao autorizar sua 

participação nesta pesquisa, bem como nada será pago pela participação. 

Também não haverá despesas com transporte e alimentação, uma vez que os 

procedimentos serão realizados nos dias de consulta médica regular no Hospital 

de Clínicas. 

9) Liberdade de recusar ou retirar o consentimento

 

: Você tem a liberdade de 

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

sem penalizações. 

10)  Armazenamento do material

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o 

armazenamento do meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado 

ao final desta pesquisa. 

: O DNA obtido será usado exclusivamente para 

estudo dos genes HGMA2, PTEN, AKT1, PIK3CA, MEN-1 e(ou) APC.  

Você pode autorizar que o material restante seja guardado para uso em outras 

pesquisas futuras, desde que autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa.  

Por favor, marque uma das opções abaixo: 

(  ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do 

meu material biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova 

pesquisa, que deverá 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 biológico, não sendo necessário meu consentimento a cada nova 

pesquisa, desde que aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso,  

pela CONEP. 

 

Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o 

material armazenado deverão ser dados a (indicar o nome e forma de contato de 

uma pessoa a ser avisada):____________________________________________ 

 

Contato: 

Em caso de dúvidas sobre o estudo, você poderá entrar em contato com 

os pesquisadores Diana Marcela Mejía Granados e Dr. Carlos Eduardo Steiner no 

ambulatório de Genética - Genodermatoses do HC/Unicamp, no 3º andar, quadrante 

da dermatologia, telefone (19) 3521-7776 às quintas-feiras à tarde.  

Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre 

questões éticas do estudo, você pode entrar em contato com a secretaria do Comitê 

de Ética em Pesquisa (CEP) da Unicamp das 08:30 às 17:00hs na Rua: Tessália 

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: 

Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa,  

seus objetivos, métodos, benefícios previstos, potenciais riscos e o incômodo que 

esta possa acarretar, aceito participar: 

 

Nome do(a) participante: _______________________________________________ 

Data: ____/_____/______. 

 

________________________________________ 

(Assinatura do participante)  

 

Responsabilidade do Pesquisador: 

Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 

complementares na elaboração do protocolo e na obtenção 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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ANEXO 

 

9.1- Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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