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RESUMO

A lipodistrofia generalizada congénita (LGC) é uma doenca rara, autossémica recessiva,
caracterizada por auséncia total ou quase total de tecido adiposo desde o nascimento. Mutacdes nos
genes BSCL1/AGPAT2 e BSCL2/Seipin sdo responsaveis por 95% dos casos. A LGC cursa com
grave resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus (DM) e dislipidemia, que podem evoluir com
aterosclerose e mortalidade cardiovascular prematura. Contudo, faltam estudos avaliando dano
vascular precoce nessa condicdo. Este trabalho objetivou determinar a prevaléncia de disfungéo
endotelial (DE), por avaliacdo da dilatagdo fluxo-mediada (FMD) da artéria braquial e por
tonometria arterial periférica (PAT), e sua associagdo com caracteristicas genotipicas e fenotipicas
em populacdo com LGC. Participaram do estudo 11 individuos com LGC, 11 com sindrome
metabdlica (SM) e 22 controles saudaveis, pareados para sexo e idade. Foram realizadas avaliagéo
clinico-laboratorial, ultrassonografia abdominal, ecocardiograma, estudo molecular dos genes
AGPAT2 e BSCL2 e avaliacdo da funcdo endotelial pela DMF (pela da obtencéo da % de dilatagéo
da artéria braquial - %DMF) e PAT (pela obtencéo do indice de hiperemia reativa — RHI). Nos
grupos LGC, SM e controle, a idade (anos) foi 10 (5-30), 13 (11-17) e 12 (10-19), sendo do sexo
feminino, 63,5%, 54,5% e 68,2%. Houve maior prevaléncia de hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, DM, PA>percentil 95 (p<0,001) e HDL-c baixo (p=0,013) no grupo LGC. O
grupo SM diferia do grupo LGC pela auséncia de DM e maior IMC (p=0,001). No grupo LGC,
45,5% eram BSCL2 mutantes e 18,2% AGPAT2 mutantes e 36,3% ndo tinham estudo genético.
Todos tinham hipoleptinemia (1,1ng/mL; 0,8-1,7), hipertrigliceridemia e HDL-c baixo; 63,6%
tinham DM, 54,5% hipercolesterolemia, 45,5% esteatose hepatica, 45,5% nefropatia e 36,4%
hipertrofia de ventriculo esquerdo. No grupo LGC, 81,9% apresentaram FMD<10% e 63,6%
RHI<1,67, caracterizando DE. Foi observada menor %DMF entre os individuos com LGC, 8,0%
(2,9-10,3) vs. grupo SM, 13,0% (6,9-28,1; p=0,003) e vs. controle, 16,0% (10,0-30,0; p=<0,001).
Observou-se menor %FMD entre individuos com DM (7,1%; 2,9-10,3 vs. 8,9%; 5,2-10,3) e nos
BSCL2 mutantes vs. AGPAT2 mutantes (5,3%; 2,9-10,3 vs. 7,9%; 7,1-8,7). O diametro basal da
artéria braquial (DBB) foi maior no grupo LGC em relacdo ao SM (p=0,041) e controle (p=0,015)
(sugerindo DE mais grave). Foram avaliados por PAT os grupos LGC e controle. Os portadores
de LGC apresentaram menores valores de RHI, 1,7 (0,8-2,3) vs. controle, 2,1 (1,7-3,0; p<0,001) e
maiores valores do indice de aumento derivado da onda de pulso da PAT (PAT-Aix),
p=0,0023(sugerindo maior rigidez da parede arterial). Observou-se correlacdo negativa entre
%FMD e DBB; %FMD e triglicerideos; RHI e triglicerideos e correlacdo positiva entre %DMF e
HDL-c e entre RHI e HDL-c. A concordancia dos resultados da FMD e PAT foi 63.6%. Conclui-se
que a DE, avaliada tanto por FMD, quanto por PAT, é condicdo de elevada prevaléncia nessa
significativa casuistica brasileira de LGC, apresentando-se precocemente e com maior gravidade. A
hiperglicemia e a dislipidemia (HDL-c baixo e a hipertrigliceridemia) estiveram associadas a DE e,
especula-se que a grave RI e a hipoleptinemia caracteristicas dessa condicdo poderiam justificar o
maior comprometimento da funcédo endotelial desses pacientes. Ressalta-se ainda que a DE foi mais
prevalente nos pacientes BSCL2 mutantes, que tipicamente apresentam formas mais graves da
doenca. A concordancia diagndstica para DE por FMD e PAT sugere que ambos 0s métodos séo
validos e possivelmente complementares na investigagdo da DE.

Palavras-chave: Lipodistrofia generalizada congénita. Berardinelli-Seip. Disfuncdo endotelial.
Dilatacdo fluxo-mediada. Tonometria arterial periférica.



ABSTRACT

Congenital generalized lipodystrophy (CGL) is a rare, autosomal recessive disease, characterized
by total or almost total absence of adipose tissue since birth. Mutations in the BSCL1/AGPAT2 and
BSCL2/Seipin genes account for 95% of cases. CGL courses with severe insulin resistance (IR),
diabetes mellitus (DM) and dyslipidemia, which may culminate in atherosclerosis and premature
cardiovascular mortality. However, there is a lack of studies evaluating early vascular damage in
this condition. This study aimed to determine the prevalence of endothelial dysfunction (ED),
through assessment of flow-mediated dilation (FMD) of the brachial artery and peripheral arterial
tonometry (PAT), and its association with genotypic and phenotypic characteristics in population
with CGL. We evaluated 11 patients with CGL, 11 with metabolic syndrome (MS) and 22 healthy
controls, matched for sex and age. We performed clinical and laboratory evaluation, abdominal
ultrasonography, echocardiography, molecular study of AGPAT2 and BSCL2 genes and evaluation
of endothelial function by FMD (by the % of the brachial artery dilation -%FMD) and PAT (by
reactive hyperemia index - RHI). In the CGL, MS and control groups, age (years) was, respectively,
10 (5-30), 13 (11-19) and 12 (10-19) and were female, 63.5%, 68.2% and 54.1%. There was a higher
prevalence of hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia, DM, BP above the 95 percentile
(p<0.001) and low HDL-c (p=0.013). The MS group differed from the CGL group by the absence
of DM and higher BMI (p=0.001). Among the CGL, 45.5% were BSCL2 mutants and 18.2%
AGPAT2 (36.3% without genetic study). Of these, all had hypoleptinemia (1.1ng/ml, 0.8-1.7),
hypertriglyceridemia and low HDL-c; 63.6% had DM, 54.5% hypercholesterolemia, 45.5% hepatic
steatosis, 45.5% nephropathy and 36.4% hypertrophy of the left ventricle. In the CGL group, 81.9%
had FMD<10% and 63.6% RHI<1.67, featuring ED. The % FMD in this group was lower compared
with the MS, 8.0% (2.9-10.3) vs. 13.0% (6.9-28.1; p=0.003) and controls, 16.0% (10.0-30.0,
p=<0.001). The basal brachial artery diameter (BBD) was higher in the CGL group compared to the
MS (p=0.041) and control (p=0.015) (suggesting more severe ED). The %FMD was also lower
among individuals with CGL and DM (7.1%; 8.9% vs. 2.9-10.3; 5.2-10.3) and BSCL2 mutants vs.
AGPAT2 (5.3%; 2.9-10.3 vs.

7.9%; 7.1-8.7). CGL and control groups assessed PAT. The CGL group showed less reactive
hyperemia index (RHI), 1.7 (0.8-2.3) vs. control group, 2.1 (1.7-3.0; p <0.001) and greater PAT-
Alx than the control (p=0.023) (suggesting increased arterial stiffness). The ED was more prevalent
among BSCL2 mutants and those with DM. There was a negative correlation between

%FMD and BBD; %FMD and triglycerides; RHI and triglycerides and positive between %FMD
and RHI with HDL-c. The concordance of the results of FMD and PAT was 63.6%. In conclusion,
ED, evaluated by both FMD, and PAT was condition of very high prevalence in the CGL, observed
in most subjects from this significant Brazilian series. In this condition, ED is presented earlier and
with more severe characteristics,, The hyperglycemia, dyslipidemia (low HDL-c and
hypertriglyceridemia) were strongly associated with ED. These factors, as well as severe IR and
hipoleptinemia, quite prevalent in this syndrome and that typically affect early on individuals with
CGL, could justify the greater impairment of endothelial function in this disease. It is noteworthy
that ED was more prevalent in patients BSCL2 mutants, which typically have more severe forms of
the disease. The agreement between diagnosis in ED by FMD and PAT suggests that both methods
are valid in the investigation of endothelial dysfunction, but possibly complementary.

Keywords: Congenital generalized lipodystrophy. Berardinelli-Seip. Endothelial dysfunction.
Flow-mediated dilation. Peripheral arterial tonometry.
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1 INTRODUCAO

A lipodistrofia generalizada congénita (LGC) é uma doenca rara, autossémica recessiva,
caracterizada por auséncia total ou quase total de tecido adiposo desde o nascimento. Mutac6es
nos genes BSCL1/AGPAT?2 e BSCL2/Seipin sdo responsaveis por 95% dos casos. A LGC cursa
com grave resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus (DM) e dislipidemia, condi¢bes bem
reconhecidas como importantes fatores de risco cardiovascular (RCV), pois, predispdem a
aterosclerose e aumentam a morbi-mortalidade cardiovascular (GARG, 2004).

A literatura traz poucos estudos avaliando as altera¢fes cardiovasculares secundarias a
LGC, sendo essas, na sua maioria, relatos de complicages mais tardias (FARIA, et al., 2009).

A disfuncdo endotelial (DE) é a alteracdo inicial da aterosclerose. A DE tem sido
alvo constante de estudos uma vez que permite o diagnostico precoce de individuos com maior
RCV e, por ser um evento potencialmente reversivel, possibilita a intervencéao terapéutica mais
efetiva (LERMAN & ZEIHER,2005). Contudo, ndo h4 trabalhos descritos em pacientes com
LGC.



25

2 REFERENCIAL TEORICO

Lipodistrofia Generalizada Congénita

Aspectos histdricos e epidemioldgicos

A lipodistrofia generalizada congénita (LGC) ou Sindrome Berardinelli- Seip foi descrita
em dois pacientes brasileiros por Waldemar Berardinelli em 1954, e no ano de 1959 por Seip em
trés pacientes. E uma doenca rara cujo padrdo de transmissdo é autossdmico recessivo
(BERARDINELLI, 1954; SEIP, 1959).

A prevaléncia dessa doenca € muito baixa, acometendo 1:10.000.000 de nascidos Vvivos,
mas acredita-se que de cada quatro casos apenas um seja relatado. Mais de trezentos casos tém
sido relatados na literatura médica (GARG; MISRA, 2004). Portanto, existe maior predominio
em alguns locais no mundo como Libano, Brasil, Portugal e Oma, com uma prevaléncia estimada
de 1:25.000 até 1:1.000.000 (RAJAB et al., 2005). Geralmente, ocorre nas familias com historico
de doencas autossémicas recessivas, outro aspecto, é a alta frequéncia de casamentos
consanguineos pode aumentar a presenca de homozigotos na populacéo, levando ao aumento da
incidéncia de certas condicdes, devido ao efeito fundador e também ao aparecimento de novas
mutacdes (CHKIOUA et al., 2011).

Trata-se de uma doenca caracterizada pela auséncia total ou quase total do tecido
adiposo corporal, incluindo tecido adiposo periférico ( subcutaneo), cavidades intra-abdominal
e intratoréacica, medula éssea e glandulas paratiredides. A auséncia do tecido adiposo em diversos
compartimentos corporais acaba comprometendo a sua fungédo de armazenamento e de atividade
metabolica, predispondo o surgimento das diversas manifestacdes clinicas tipicas da doenca
(GARG, 2000).
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A figura 1 mostra as caracteristicas fenotipicas dos dois primeiros casos de LGC

descritos por Berardinelli em 1954,

Figura 1 - Caracteristicas fenotipicas dos dois primeiros casos descritos de
pacientes com lipodistrofia generalizada congénita

Legenda: A: brasileiro, procedente do Ceard, masculino, 6 anos. B: brasileiro,
procedente do Ceard, masculino, 2 anos. (Adaptado de BERARDINELLI, 1954)

Manifestagdes clinicas e laboratoriais

Os individuos afetados apresentam escassez de tecido subcutdneo e musculatura
proeminente desde o nascimento e podem ser diagnosticados nos primeiros meses de vida. Outras
caracteristicas também observadas na infancia sdo apetite voraz, crescimento linear acelerado,
idade Ossea avancada e acanthosis nigricans. Podem estar presentes hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenomegalia, hérnia ou protrusdo umbilical e lesbes Osseas. Em geral, a
hepatomegalia esta associada a esteatose hepatica podendo evoluir para estados mais graves como
esteato-hepatite e cirrose (SEIP; TRYGSTAD, 1996; AGARWAL; VAN MALDERGEM et al.,
2002; GARG, 2003).
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A cardiomiopatia e retardo mental tém ocorréncia varidvel. As pacientes do sexo
feminino podem apresentar hirsutismo, clitoromegalia, irregularidade menstrual e sindrome dos
ovarios policisticos (SOP). Menarca e pubarca precoce podem ser encontradas (GARG; MISRA,
2004; SEIP, 1959; WESTVIK, 1996).

E importante destacar que devido ao déficit de tecido adiposo metabolicamente ativo, ha
deficiéncia importante e significativa de leptina e adiponectina e consequentemente, reducédo da
biossintese de triglicerideos e fosfolipideos, levando ao acimulo anormal destes em outros
6rgdos, como figado e musculatura esquelética. A hipertrigliceridemia pode ser grave e levar a
episadios de pancreatite de repeticdo (FIGUEIREDO FILHO et al., 2004).

A gordura ectopica excede sua capacidade de armazenamento e de oxidacao, levando a
reducdo da utilizacdo da glicose pela musculatura esquelética. Essa condicdo propicia maior
producdo hepatica de glicose, aumentando o fluxo de acido graxos livres. Essas condigdes
favorecem o desenvolvimento de esteatose hepatica, dislipidemia, resisténcia a insulina e
diabetes mellitus (DM) (GOODPASTER; KELLEY, 1998; PHILLIPS et al., 1996;
WAJCHENBERG, 2000; GARG, 2006).

O DM é de controle extremamente dificil e ocorre em geral durante a puberdade, mais em
alguns casos pode acometer faixas etarias mais precoces. A neuropatia, retinopatia, neuropatia
sdo mais frequentes nesta populacéo e se desenvolve com menos tempo de doenga, sendo causas
importantes de morbidade e mortalidade (GARG; CHANDALIA; VUITCH, 1996; ROSSETTI
etal., 1997; GARG; MISRA, 2004).

Bases moleculares

Antes das pesquisas relacionadas ao estudo molecular, a classificagéo das lipodistrofias
era embasada em caracteristicas clinicas, principalmente no padrdo e na extensao da perda de
tecido adiposo e na evidéncia de hereditariedade.

Lembrando que na Gltima década, houve consideravel progresso, devido a ocorréncia na
elucidacdo das bases moleculares das lipodistrofias genéticas, relacionando-as a pelo menos 11
loci génicos, sendo quatro deles (BSCL1-4) relacionados especificamente a LGC (GARG, 2011).
Dois destes genes s@o responsaveis por 95% dos casos de LGC: BSCL1/AGPATZ2, localizado no
cromossomo 9g34.3, que codifica a enzima 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase 2 (AGPAT?2)

e esta associado com LGC tipo 1; e BSCL2/Seipin (Berardinelli- Seip Congenital Lipodystrophy



2) localizado no cromossomo 11913, responsavel

pela
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codificacdo da proteina seipina, associado com LGC tipo 2 (BOUTET et al., 2009; MAGRE et

al., 2003).

Desde ent&o, pesquisadores vem buscando maior detalhes de genes candidatos, o que
possibilitou a identificagdo de dois outros genes, BSCL3/CAV1 (Caveolinl), presente no
cromossomo 7g31.3 e associado a LGC tipo 3 (KIM et al., 2008), e BSCL4/PTRF (polymerase
| and transcript release factor), que fica no cromossomo 17g21 e associa-se a LGC tipo 4
(HAYASHI et al., 2009). A LGC tipo 3 € caracterizada por auséncia de gordura corporal, baixa
estatura e resisténcia a vitamina D (apenas um caso descrito). A LGC tipo 4, por sua vez,
apresenta-se com quadro clinico de auséncia de gordura corporal, miopatia congénita, estenose

pilorica, cardiomiopatia, arritmias cardiacas e instabilidade atlanto-axial.

Recentemente, algumas pesquisas realizadas por Knebel et al. (2013), ao estudarem um
individuo com fendtipo de lipodistrofia generalizada congénita e resisténcia a insulina, cujo
estudo genético foi negativo para mutacdes nos 4 loci mais conhecidos, puderam identificar uma
mutacdo de ponto em homozigose no gene c-fos (c.-439, T—A) aspecto que ainda ndo havia sido
descrita (KNEBEL et al., 2013). O c-Fos é um fator de transcrigdo membro do complexo AP-1,
essencial a iniciacdo do processo de diferenciacdo do adipdcito (WHITE; STEPHENS, 2010).

Verifica-se dessa forma, que a mutacdo encontrada causa um novo complexo
proteina/DNA, que reduz ubiquamente a expressdo basal e indutivel do promotor c-Fos, que
também afeta consideravelmente os genes envolvidos em multiplas vias metabolicas, inclusive
na cascata de sinalizacdo do fator de crescimento insulina simile-1 (IGF-1) e da insulina
(KNEBEL et al., 2005). Assim, constata-se que essa mutacdo no c-fos pode estar associada ao
desenvolvimento de LGC (KNEBEL et al., 2013).

As duas formas mais descritas na literatura médica é a de LGC que sdo as do tipo 1
(mutacdo do AGPAT?2) e tipo 2 (mutagdo do BSCL2). Na tabela 1 pode ser observado as suas

principais caracteristicas, como descritas abaixo.



Tabela 1.Caracteristicas clinicas e laboratoriais da lipodistrofia generalizada congénitado
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tipole?2
LGC1 LGC 2
(gene AGPAT?2) (gene BSCL2)
IMC (critérios da OMS) . Normal ou
Normal ou Baixo peso .
Baixo peso

Perda de gordura facial ++++ ++++
Perda de gordura mecéanica 0 ++++
Gordura no tronco e glateos WL LWL
Gordura na medula Ossea

(preservada apenas nas W W
mutacdes de CAV1 e PTRF)

Esteatose hepatica e AR

Diabetes mellitus

Idade de inicio do diabetes
mellitus

Hipertensdo arterial

Acanthosis nigricans
Hirsutismo

Desenvolvimento sexual

Hiperinsulinemia de jejum
Hipertrigliceridemia
HDL-c baixo

Leptina

Adiponectina

Retardo mental

Cardiomiopatia
Cistos 6sseos

Muito comum

Rara
Presente

Pode estar presente

Sem alteragdes

++++
+++
Oa++

W
L

Ausente
Risco
Possivel

Muito comum

Rara
Presente
Pode estar
presente
Genitalia
externa com
pseudo-

hipertrofia
+++

+++
Oa++

L
IARA)

Possivel
Alto risco
Possivel

Fonte: Adaptado de Hegele et al. (2007) e Garg (2011). Abreviaturas (tabela 2): 0: ausente; + a
++++: presente ou aumentado, em graus variaveis; | a ||| ]: diminuido, em graus varidveis; LGC 1:
lipodistrofia generalizada congénita tipo 1; LGC 2: lipodistrofia generalizada congénita tipo 2;
AGPAT2: 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase tipo 2; BSCL2: Berardinelli-Seip Congenital
Lipodystrophytype 2; CAV1: Caveolin 1; PTRF: polymerase | and transcript release factor; IMC:
indice de massa corporea; OMS: Organiza¢cdo Mundial da Salde.
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No contexto brasileiro, essa doenga ocorre em diferentes regides, sendo que somente no
Rio Grande do Norte, ha um grande grupo de pelo menos quinze familias, que, em sua maioria,
apresentaram a mutacdo em homozigose 669insA no gene BSCL2, também ocorre em Minas
Gerais, duas familias em Minas Gerais que apresentaram uma delecdo de 1036 pb (incluindo os
éxons 3 e 4) do gene AGPAT2 e uma familia em S&o Paulo que apresenta a inser¢do 645insAA
no éxon 4 do gene BSCL2 (FU et al., 2004; GOMES et al., 2004; MIRANDA et al., 2009).

O tecido adiposo € reconhecido como 6rgdo dinamico e com capacidade de secretar
diversos horménios e citocinas que repercutem nos fatores de crescimento e em outros peptideos
com acdo enddcrina e paracrina. Sua auséncia causa profundas anormalidades metabdlicas que
caracterizam a LGC e podem resultar no comprometimento da funcdo de maultiplos 6rgéos e
sistemas, respondendo pela maioria das manifestaces clinicas dessa doenca (GARG, 2006).

Algumas dessas caracteristicas como diabetes, dislipidemia, a aterosclerose e a
mortalidade cardiovascular parecem comprometer mais precocemente alguns tipos de LGC
(GARG, 2004). Maldergen et al. (2012) descreveu uma série de casos com 70 pacientes com
LGC provenientes de diversos paises, dos quais 45 apresentavam mutagdo do gene BSCL2 e 21
do gene AGAT2. Observou-se mortalidade precoce, entre 14 e 35 anos, em 7/45 dos individuos
com mutacdo do BSCL2, sendo trés por insuficiéncia cardiaca, duas por insuficiéncia renal, uma
por faléncia hepatica e uma por causa desconhecida. Ao contrério, todos os 21 casos com
mutacdo no gene AGPAT2 se encontravam vivos até o término do estudo.

Salienta-se que as profundas anormalidades metabdlicas que caracterizam a LGC podem
resultar em comprometimento importante da funcdo de mdltiplos érgdos e sistemas, podendo

culminar em mortalidade precoce.
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3.2 Relagdes entre tecido adiposo, controle metabolico e regulacdo hormonal

3.2.1 Acdes das proteinas codificadas pelos genes AGAPT2, BSCL2, CAV1 e PTRF sobre
0 metabolismo lipidico

O tecido adiposo exerce acOes lisogénicas e lipoliticas as a¢Bes lisogénicas sobre o
metabolismo lipidico sdo a biossintese incorporacédo e armazenamento de triglicerideos, enquanto
as lipoliticas consistem na liberacao de acidos graxos livres e glicerol (FONSECA-ALANIZ et al.,
2007).

A biossintese dos triglicerideos no tecido adiposo esta descrita na figura 2. Ela se inicia
com acilacdo do glicerol-3-fosfato pela enzima glicerol- 3- fosfato- aciltransferase (GPAT)
formando o &cido lisofosfatidico (1-acilglicerol- 3- fosfato). Este € acilado pelas AGPATS para
formar o acido fosfatidico. Apds a remogdo do grupamento fosfato pela fosfatase o acido
fosfatidico é reduzido a diacilglicerol (DAG). O DAG ¢ acilado pelas diacilglicerolaciltransferases
produzindo triglicerideos. Assim as AGPATS sdo enzimas importantes envolvidas na biossintese

de triglicerideos e fosfolipidios a partir do glicerol- 3 — fosfato (GARG, 2001).

Cada uma das 11 isoformas classificadas de AGPATS é codificada por um gene distinto,
sendo que tem expressdo tecidual e propriedades bioquimicas diferenciadas (AGARWAL;
GARG, 2010; TAKEUCHI; REUE, 2009). AGPAT2 ¢ altamente expressa no tecido adiposo, e
sua deficiéncia pode causar lipodistrofia por limitar a biossintese de triglicerideos e fosfolipidios
(AGARWAL; GARG, 2003).

A seipina é uma proteina essencial, pois, participa da formacdo da goticula lipidica e
também pode estar envolvida na diferenciacdo do adipdcito (FEI et al., 2008; PAYNE et al.,
2008; SZYMANSKI et al., 2007).

A caveolina-1 é um componente integral do cavéolo, que sdo microdominios vistos em
abundancia na membrana dos adipdcitos. A caveolina-1 liga-se aos acidos graxos e transloca-0s
as goticulas lipidicas. O PTRF (polymerase | and transcript release factor), também conhecido
como cavina, esta envolvido na biogénese do cavéolo e regula a expressao das caveolinas 1 e 3
(GARG; AGARWAL, 2008).

AlteracBes genéticas que levam a deficiéncia da AGPATZ2, da seipina e da cavelina
resultam em lipodistrofia e complicacdes metabolicas (GARG; AGARWAL, 2009). A reducao
da atividade enzimatica da AGPAT2 prejudica a sintese de triglicerideos e causa disfunc¢do do
adipdcito pela deficiéncia de fosfolipidios (AGARWAL; BARNES; GARG, 2004). A deficéncia
de seipina compromete a diferenciacdo do adipocito e a formagdo da goticula lipidica ja a
deficiéncia da caveolina 1 compromete alem da diferenciacao de lipocitos e formacéao da goticula
lipidica, o transporte de lipideos do cavéolo (GARG; AGARWAL, 2009).
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A figura 2 resume e caracteriza a biossintese dos triglicerideos e a formacao da goticula

lipidica no adipdcito e as principais vias acometidas na LGC.

Figura 2 — Biossintese de triglicerideos e formacéo da goticula lipidica no adipécito
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Legenda: Descricdo da via classica de sintese de triglicerideos dentro do adipocito por agédo das
AGPATs e seu armazenamento nas goticulas lipidicas formadas a partir do reticulo
endoplasmatico. A seipina expressa na membrana participa da fusdo das pequenas goticulas de
gordura, formando uma goticula maior. A cavolina-1 tem a sua expressdo na membrana celular
regulada pelo gene PTRF. Ela participa da estrutura do cavéolo que, por endocitose da membrana
celular as forma vesiculas de caveolina e sdo responsaveis pelo transporte de acidos graxos para
dentro das goticulas (GARG; AGARWAL, 2008).
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3.2.2 Tecido adiposo como 6rgao enddcrino: acdes da leptina e da adiponectina

3.2.2.1 Leptina

A leptina é um hormonio produzido exclusivamente pelos adipécitos, produto do gene
Ob, constituido por 167 peptideos, descoberto por Zhang e colaboradores em 1994 (ZHANG et
al., 1994).

Existe uma correlacdo fortemente positiva entre a percentagem de gordura corporal e 0s
niveis de leptina tanto em humanos quanto em animais, 0 que vem sendo amplamente
demonstrado em varios estudos (ZHANG et al., 1994; CONSIDINE et al., 1996; PARDINI et
al., 1998). Contudo essa mesma relacdo ndo é observada com a gordura corporal (CONSIDINE
etal.,, 1996; BRAY; YORK, 1997).

Acredita-se que a leptina seja responsavel pela sinaliza¢do para o sistema nervoso central
(SNC) da reserva energética existente, ou seja, da adequacdo ou inadequacdo dos depdsitos de
gordura. Essa sinalizacdo induz uma resposta apropriada do sistema nervoso central na ingesta
alimentar e no gasto energético (BRAY; YORK, 1997). Sendo assim, niveis baixos de leptina
indicariam baixa reserva de tecido adiposo e aumentariam a ingesta alimentar, orientando o
organismo a se adaptar a esta condi¢cdo (AHIMA et al., 1996).

A leptina funciona como principal “adipostato” na regulacdo da ingesta calorica e do
gasto energético. A ativacdo de seus receptores no nucleo arqueado do hipotdlamo leva a
repressdo de vias orexigenas (neuropeptideo Y, peptideo ligado ao Agouti) e liberacdo de vias
anorexigenas (pro-opiomelanocortina, CART - transcritos relacionados a cocaina e a
anfetamina). A manutencdo da homeostase normal dos acidos graxos fora dos adipdcitos também
pode requerer a contencdo da lipogénese pela leptina (RABE et al., 2008).

A leptina também atua no metabolismo da glicose reduzindo o acumulo de triglicerideos
no hepatocito e a resisténcia a insulina, pois inibe o acimulo de triglicerideos hepatico e nas
células musculares esqueléticas. A leptiona também parece modular a atividade das células beta-
pancreaticas (PARDINI et al., 1998; STORZ et al., 1999). Modelos animais lipodistroficos
demonstraram relacdo da Rl e da hipoleptinemia que melhorava ap6s a administracdo de leptina
(SHIMOMURA et al., 1999; BERG, 2000).
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3.2.2.2. Adiponectina

A adiponectina foi descrita em 1995 e 1996 por quatro grupos que trabalhavam
independentemente, razdo pela qual recebeu diversas nomenclaturas tais como apM1 - adipose
mostabundant gene transcript 1; Acrp30 — adipocyte complement-related protein of 30kDa;
adipoQ e GBP28 - gelatin binding protein of 28kDa (KERSHAW; FLIER, 2004; PRIOR et al., 2009).

E uma proteina codificada pelo gene ADIPOQ no cromossomo 3927 e é composta de 227
aminoacidos. E produzida exclusivamente pelo tecido adiposo sendo encontrada em maior
quantidade no tecido subcutaneo em comparagéo a gordura visceral e esta fortemente associada ao

diabetes tipo 2 e a sindrome metabdlica (KERSHAW; FLIER, 2004; PRIOR et al., 2009).

Na area médica estd bem estabelecida e em evidéncia uma poderosa correlacéo inversa
entre adiponectina e resisténcia a insulina e estados inflamatérios, enfatizando a notével
capacidade antidiabetogénica e antiinflamatoria desta adipocitocina (DAMIANI; DAMIANI,
2013).

Varios mecanismos tém sido descritos na literatura no decorrer dos anos com a finalidade
de explicar os efeitos metabdlicos da adiponectina: no figado, dessa forma, aumentando a
sensibilidade a insulina, reduz o influxo de acidos graxos ndo esterificados, aumenta a oxidacao
de &cidos graxos e reduz a liberacdo de glicose. No masculo, a adiponectina estimula a utilizacdo
de glicose e a oxidacdo de acidos graxos. Na parede vascular inibe a adesdo de mondcitos,
reduzindo a expressao de moléculas de adesdo, inibe a transformacéo de macrdfagos em células
espumosas (fase inicial da aterogénese) e reduz a proliferacdo de células de musculo liso em
resposta a fatores de crescimento. Além disso, aumenta a producéo de 6xido nitrico pela célula
endotelial e estimula a angiogénese. Todos esses efeitos sdo mediados pelo aumento da
fosforilacdo dos receptores de insulina, ativacdo da proteinoquinase dependente de AMP e
modulacéo da via do fator nuclear kB (CHANDRAN et al., 2003; DIEZ; IGLESIAS, 2003).

No entanto, nas lipodistrofias, devido a reducao do tecido adiposo metabolicamente ativo,
ha niveis séricos reduzidos de adiponectina, levando as consequéncias metabdlicas citadas
anteriormente (FIGUEIREDO FILHO et al., 2004).
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3.3 Lipodistrofia generalizada congénita e resisténcia a insulina

A insulina inibe a gliconeogénese e glicogendlise reduzindo a producao hepética de glicose,
aumenta sua capitacdo periférica do tecido muscular e adiposo regulando assim sua homeostase.
Além disso, ela estimula a lipogénese no hepatocitos e adipdcitos, reduz a lipélise, aumenta a
sintese protéica e inibe sua degradacéo, e altera a quantidade de &cidos graxos livres liberados pela
gordura visceral, o que modula a sensibilidade hepatica a insulina e regula a producéo de glicose
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

Os mecanismos relacionados a resisténcia a insulina em pacientes com LGC sdo complexos,
uma vez que eles apresentam grave resisténcia periférica e hepética a acdo da insulina (PARDINI
etal., 1998; GARG; MISRA, 2004). Observa-se que a grave resisténcia a insulina existente desde
0 nascimento possa ser inicialmente compensada pela hiperinsulinemia, mantendo-se um estado
euglicémico por um tempo variavel. Entretanto, o acimulo gradual de amildide nas ilhotas
pancreaticas e a atrofia das células beta podem levar a hiperglicemia franca e ao desenvolvimento
de DM (GARG et al., 1996; GARG; MISRA, 2004).

O acumulo de triglicerideos que ocorre no figado e na musculatura esquelética contribui
para a resisténcia a insulina (CHANDALIA et al., 1995; SHIMOMURA et al., 1999; GARG;
MISRA, 2004). Além disso, a deposi¢do de acidos graxos em locais ndo usuais, como nas ilhotas
de Langerhans, poderia torna-las resistentes aos efeitos da insulina sobre a captacdo da glicose
(SHIMOMURA et al., 1999).

A alteracdo no metabolismo dos &cidos graxos também leva a resisténcia a insulina. O
aumento do NADH (nicotinamida adenina dinucleotidio) e acetilcoenzima A (acetilCoA) intra-
mitocondriais parece ser o mecanismo envolvido na diminuicdo da captacdo de glicose
secundario ao aumento dos &cidos graxos livres. Dessa forma, ocorre a inibicdo da
fosfofrutoquinase e, posteriormente, da hexoquinase Il com a elevagdo da concentracdo de
glicose intracelular. Outra possibilidade seria que a inibi¢cdo do transporte de glicose ou da
atividade de fosforilacdo precedessem as alteracGes na sintese de glicogénio e oxidagdo de
glicose induzida pelos acidos graxos (CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).

O aumento dos metabolicos intracelulares de &cidos graxos leva a fosforilagdo de serina/
treonina para o receptor de insulina 1 (IRS-1) por ativacdo da cascata da quinase da
serina/treonina via proteina quinase C delta. Como o IRS-1 fosforilado em serina ndo se liga
nem ativa a fosfodiesterase 3 quinase (PI-3) o transporte de glicose fica diminuido e ocorre um
estimulo de vérias outras manifestacdes da resisténcia a insulina. Os acidos graxos livres podem,

por exemplo, interferir na expresséo, transcri¢ao e recrutamento do GLUT- 4 (transportador de
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glicose tipo 4) na superficie celular, podem reduzir o clearance hepatico de insulina, e aumentar

a producdo hepatica de glicose (CARVALHO et al., 2006).

3.4 Funcéao endotelial

3.4.10 endotélio normal

O endotélio é um 6rgdo paracrino formado por uma Unica camada de células que possui
funcbes homeostaticas vitais como o controle sobre a coagulacdo, o tdnus vascular, a migracao
de células musculares lisas e a funcdo das plaquetas e leucdcitos (VERMA; ANDERSON, 2002).
As celulas endoteliais podem liberar uma variedade de substancias que ajudam a manter a
homeostase, incluindo vasodilatadores, como Oxido nitrico (ON), prostaciclinas, fator
hiperpolarizante derivado do endotélio e bradicininas, bem como vasoconstritores, como
endotelina-1 e tromboxane A2. Em condi¢des normais, ha um equilibrio entre as substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras que mantém a homeostase vascular (VERMA; ANDERSON,
2002).

Os vasos sanguineos sdo capazes de responder a estimulos fisioldgicos e farmacoldgicos.
A habilidade de regular o seu proprio tdnus e ajustar o fluxo sanguineo em resposta as alteracoes
locais confere as células endoteliais humanas um importante papel na regulacdo da estrutura e
tonus vascular (VALLANCE; COLLIER; MONCADA, 1989; LYONS; WEBSTER,;
BENJAMIN, 1994).
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A modulacdo destas respostas pela idade e por doencgas associadas leva a disfuncéo
endotelial, que tem se tornado um marco de doenca vascular e um preditor de eventos

cardiovasculares maiores.

3.4.2 Papel do o6xido nitrico na funcdo endotelial

O ON é um gas volatil de baixo peso molecular presente em todos os tecidos, que
facilmente se difunde através das membranas celulares, como a superficie endotelial, alcancando
a camada muscular lisa da parede arterial. O ON ativa a guanilatociclase sollivel e aumenta a
concentracdo intracelular de guanosina monofostato ciclica (GMPc), que por sua vez, regula a
concentracdo de célcio citosolico, causando relaxamento do mdsculo liso e vasodilatacéo
(LOSCALZO; WELCH, 1995).

O 6xido nitrico desempenha um papel chave na manutencdo do ténus e reatividade
vascular, sendo o principal determinante do ténus basal da musculatura lisa dos vasos. O ON é
sintetizado a partir da L-arginina, atraves da enzima 6xido-nitrico sintase (NOS)(MONCADA,
HIGGS, 1993)

Diversos fatores estimulam a liberacdo do ON no endotélio, sendo o mais importante, o
estresse de cisalhamento causado pelo aumento da velocidade do fluxo sanguineo (COOKE;
TSAO, 2001). O estresse de cisalhamento promove producéo persistente de ON, mantendo uma
vasodilatacdo constante e proporcional a quantidade de ON liberada no endotélio (LUDMER et
al., 1986).

O ON também é considerado uma molécula antiaterogénica (COOKE;
TSAO, 1994), pois inibe a coagulacdo pelo aumento do fluxo sanguineo,
reduz a permeabilidade vascular, inibe a adesao e agregacéo plaquetéria,
inibe a migracdo e adesdo de leucdcitos para o espaco subendotelial,
inibe a migracdo e proliferagdo de células musculares lisas, reduz a
expressdo de moléculas de adesdo, reduz a oxidacao tissular e inibe a
oxidacéo da lipoproteina de baixa densidade, inibe a ativagdo de fatores
trombogénicos e inibe as citocinas pro-aterogénicas e pro-inflamatérias
(VANHOUTTE et al., 2009).

3.4.2.1Vasodilatacdo endotélio-dependente e endotélio-independente

Por outro lado, a vasodilatagdo endotélio-independente ocorre quando o nitrato atua como

doador de ON e diretamente libera GMPc nas células musculares lisas, causando
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vasodilatacdo que ndo depende da resposta endotelial. Antagonistas do calcio também interagem
com os canais de calcio voltagem-dependentes, inibindo a contratilidade da musculatura lisa e
promovendo vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio (GARCIA, G.; CRUZ, 2013).

3.4.3 Disfuncdo endotelial

A disfuncdo endotelial (DE) é um evento reversivel caracterizado por um desequilibrio
entre os mediadores responsaveis pelo ténus vascular a agregacdo plaquetaria, a coagulacao e a
fibrindlise. A DE muitas vezes é descrita como alteracao no relaxamento do endotélio relacionado
a diminuicdo de ON. Entretanto, outras substancias vasoativas também derivadas do endotélio
(prostaciclina, fator hiperpolarizante derivado de endotelio, endotelina 1, angiotensina Il e
tromboxano A2) podem estar envolvidos nesse processo (MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999).

Dessa forma, a reducdo na biodisponibilidade de fatores vasoativos com propriedades
anti inflamatdrias, vasodilatadoras e anticoagulante resultam em maior tendéncia a
vasoconstriccao, trombogenicidade e proliferacdo celular anormal. Assim, a disfungéo endotelial
exerce papel fundamental no surgimento e progressdo de doencas cardiovasculares como a
hipertensdo arterial e a aterosclerose (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; ; ROSS, 1999;
WIDLANSKY et al., 2003).

Quando a DE ocorre nos vasos coronarianos ou periféricos ela é um preditor independente
de eventos cardiovasculares a reducdo na producdo de ON pelas células endoteliais. A alteracdo na
via da L-arginina-ON se relaciona com a reducdo do ON endotelial. Este é o provavel mecanismo
comum entre dano endotelial e aterosclerose (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002; LERMAN;
ZEIHER, 2005; YEBOAH et al., 2009).

A disfuncdo endotelial é uma alteragdo funcional precoce na aterogénese, que antecede o
aparecimento de placas, e, certamente, precede a detecgdo clinica da doenga aterosclerdtica.
Adicionalmente, pode contribuir para o aparecimento de manifestac6es clinicas da aterosclerose,

ja que pode interagir com o componente fixo da placa
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Aterosclerdtica precipitando uma obstrucdo dindmica através do estimulo para a trombose e
vasoespasmo (WIDLANSKY et al., 2003; LERMAN; ZEIHER, 2005).

A interacdo endotelial com os componentes celulares sanguineos e da parede celular
pode ser alterado por inumeros fatores pro-inflamatdrios tais como hipercolesterolemia,
hipertensdo arterial sistémica, tabagismo, hiperglicemia e doencas inflamatérias (LIBBY et al.,
2002; WIDLANSKY et al., 2003).

3.5 Inter-relac6es entre endotélio, resisténcia a insulina e adipocitocinas

3.5.1Disfuncdo endotelial e resisténcia ainsulina

A disfuncdo endotelial ja foi observada em diversas condi¢cBes metabolicas e
cardiovasculares como obesidade, intolerancia a glicose, diabetes mellitus, hipertenséo arterial e
dislipidemia. Carvalho et al.,( 2006) demonstraram que pacientes obesos sem DM apresentavam
DE, embora muitos desses apresentassem intolerancia a glicose. Tem sido amplamente
demonstrado que condicOes relacionadas a resisténcia a insulina tem sido fortemente associada
a disfuncéo endotelial (FERRANNINI, 1997; HSUEH; LYON; QUINONES, 2004).

E possivel se detectar a disfuncéo endotelial na artéria coronaria em individuos jovens e
obesos que apresentam resisténcia a insulina antes mesmo do desenvolvimento de alteragdes
metabolicas mais graves. O mesmo foi observado em irméos e filhos ndo diabéticos de
portadores de DM2. Dessa forma, portadores de resisténcia a insulina apresentam alteracdo da
resposta vascular. Essas alteracdes se relacionam & sinalizacdo da insulina na vasculatura
endotelial (HSUEH et al., 2004).

A insulina tem acdo vasodilatadora ao qual em parte se deve a produgdo de ON. Em
pacientes com DM a vasodilatacdo mediada pelo ON esta diminuida, possivelmente por aumento
da inativacdo do ON. E provavel que isso ocorra devido ao aumento do seu metabolismo ou a
uma resposta alterada do musculo liso a sinalizagdes da via da guanilato ciclase (CARVALHO
et al., 2006).
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3.5.2 Acdes da leptina sobre a fungéo endotelial

Estudos imunohistoquimicos do tecido vascular demonstraram que a leptina e duas
isoformas de receptores de leptina (RL) estdo presentes nas células endoteliais e na musculatura
lisa das veias e artéria umbilical (AKERMAN; LEI; RAO, 2002). Posteriormente, Knudson et
al. (2005) mostraram que a isoforma longa do RL também se encontra expressa nas células
endoteliais das artérias coronarias humanas. A ativacdo dos RL no endotélio pode iniciar uma
cascata de sinalizacdo, resultando em ativacdo da NOS e promovendo producédo de ON.

Estados de hiperleptinemia, como a obesidade, podem cursar com resisténcia a leptina de
origem multifatorial (CONSIDINE et al., 1996; FAROOQI et al., 2007) que se manifesta de
forma seletiva em diferentes tecidos (MARK et al., 2002). Observa-se estado de resisténcia a
leptina no hipotdlamo de obesos, enquanto a resposta a leptina no sistema nervoso simpético e
miocardio permanece intacta (MARTIN; QASIM; REILLY, 2008).

Ainda ndo esta clara a relacdo da resistencia a leptina no tecido vascular. Concentracdes
elevadas de leptina reduzem a vasodilatacdo mediada por acetilcolina em coronarias de animais
saudaveis. Entretanto, em animais expostos a uma alimentacdo rica em gordura ndo se observa
esse efeito o que sugere possiveis mecanismos de resisténcia a insulina a nivel vascular
(KNUDSON et al., 2005).

Estudos em ratos obesos demonstraram reducdo na producdo de ON mediada por leptina
e que esta era independente dos niveis de insulina, glicemia, perfil lipidico, pressao arterial e da
sensibilidade a insulina sugerindo ser um efeito primario da leptina ndo associada a complicacoes
da obsidade (BELTOWSKI; WOJCICKA; JAMROZ, 2003).

Esses resultados sugerem que a hiperleptinemia cronica pode estar associada a uma
reducdo da expressdao dos RL promovendo uma diminuicdo de seus efeitos vasodilatadores
mediados pelo oxonitrico (COATMELLEC-TAGLIONI etal., 2003; GU etal., 2004).

Embora a obesidade seja um estado associado com comprometimento da vasodilatacdo
endotélio dependente (VED) e disfuncdo endotelial (PERTICONE et al., 2001; VAN GUILDER
et al., 2006), estudos in vitro tem mostrado que a leptina tem efeito estimulatério sobre a
producdo de ON (FRUHBECK, 1999), via ativagdo da NOS (KIMURA et al., 2000) e do
EDHF (LEMBO et al., 2000).

Por outro lado, a leptina também pode mediar ativacdo do SNS, inflamacao vascular e
estresse oxidativo levando a aumento do tdnus vascular e prejuizo da vasodilatacdo. Esses
resultados paradoxais levaram ao desenvolvimento da “teoria do contrabalango” (BELTOWSKI,
2012). De acordo com essa teoria, em condigdes normais in vivo, 0s efeitos vasodilatadores e
vasoconstritores da leptina sdo contrabalanceados um pelo outro, levando a um efeito
hemodinamico neutro (BROOK et al., 2007).
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3.5.3Ac¢0es da adiponectina sobre a angiogénese e a funcao endotelial

Estudos clinicos tem demonstrado prejuizo na producdo de NOS e redugdo da VED em
individuos com redugdo dos niveis de adiponectina. Estudos em animais knockout para
adiponectina tem mostrado significativa reducdo na VED (OUCHI et al., 2003). A adiponectina
tem sido associada a aumento da producéo de ON nas células endoteliais através da ativacao da
via fosfatidil inositol quinase-3 (PI-3/Akt) (CHEN et al., 2003).

Os efeitos deletérios da hiperglicemia em sujeitos obesos e diabéticos incluem a reducéo
das células progenitoras endoteliais circulantes, promovendo prejuizos na reparagdo endotelial.
Estudos tem demonstrado que a adiponectina promove migracdo de células progenitoras
endoteliais e aumenta a fosforilacdo da NOS e Akt, aumentando a producdo de ON.

E interessante ressaltar que os efeitos da adiponectina sobre a ativagio da NOS e producio
de ON pelas células endoteliais propiciam seus efeitos antiinflamatérios. Nesse contexto, estudos
in vivo tem demonstrado que o bloqueio da NOS leva a redugdo do efeito protetor da
adiponectina, levando a aumento da ades&o leucocitaria mediada pelo fator de necrose tumoral
alta (TNF-o) (OUEDRAOGO et al., 2007).

Os niveis reduzidos de adiconectinas observados em algumas doencas metabdlicas estdo
relacionados ao processo inflamatorios que sdo fator de risco para o desenvolvimento da
aterosclerose (WEYER et al., 2001). Além disso, adiponectina inibe a resposta inflamatdria
endotelial pela a inativacdo do TNF-a, e NF kappa beta reduzindo a expressao do VCAM-1,
ICAM-1 e E-selectina (OUCHI et al., 2000).

Adiponectina também tem sido implicada na inibicdo do acimulo lipidico nos mondcitos
atraves da supressao dos receptores de lipoproteina de baixa densidade oxidadas scavenger classe

A (OUCHI et al., 2001) e na reducdo da proliferacdo da musculatura lisa
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vascular, via inibicdo de fator de crescimento derivado das plaquetas BB, fator de crescimento

fibroblastico basico e fator de crescimento epidérmico ligado a heparina (WANG, Y. etal., 2005).

3.5.4 Principais métodos de avaliacéo clinica da funcdo endotelial

Grande énfase tem sido dada ao estudo da disfuncdo endotelial, ja que ela pode ter
implicacéo em avaliagdes progndsticas como fator de risco incremental e ser alvo de intervencgdes
terapéuticas, inclusive para prevencao primaria de doencas cardiovasculares.

A avalicdo clinica da funcdo endotelial se basea principalmente na regulacdo do ténus
arterial pelo endotélio. Dessa forma, se pretende investigar sua capacidade de producéo e
liberacdo de ON quando estimulado por farmacos ou por alteragcbes do fluxo sanguineo
(FLAMMER et al., 2012; WIDLANSKY et al., 2003). Esses dois estimulos em geral séo
responsaveis pela vasodilatacdo do endotélio e, portanto, dependente de ON (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980; JOANNIDES et al., 1995).

3.5.4.1 Meétodos invasivos

O primeiro método invasivo foi demonstrado por Ludmer et al. (1986) apés a infucéo intra
coronarina de acetilcolina e avaliacdo da reatividade dessas artérias através de angiografia
coronariana quantitativa. Esse estudo contribuiu para mudanca do paradigma que considerava a
aterosclerose como uma doenca puramente estrutural. Contudo carater invasivo e sua
contraindicacdo em pacientes com doencas corondriana clinica inviabilizavam seu uso como
rastreamento (WIDLANSKY et al., 2003; FLAMMER et al., 2012).

Mais recentemente, a técnica de infuséo intracoronariana de agentes vasoativos tem sido
substituida pela utilizacdo da artéria braquial, que é mais acessivel e apresenta menor potencial
de complicacdes (TOUSOULIS; ANTONIADES; STEFANADIS, 2005). A infusdo de agentes

vasoativos na artéria braquial em combinagdo com o estudo da ocluséo venosa por
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pletismografia tem sido considerada o padréo-ouro na avaliacdo da funcgdo vascular em
individuos saudaveis e doentes (WEBB, 1995).

3.5.5 Métodos ndo invasivos

3.5.5.1 Dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial (FMD)

Com o intuito de avaliar a funcdo endotelial de forma ndo invasiva, Celemajer et al.
(1992) descreveram uma técnica de diagndstico da disfuncao endotelial em artérias de conducdo,
baseando-se no conceito da aterosclerose como doenga difusa. Esses autores demonstraram que
a FMD na artéria braquial esta comprometida em criancas e adultos com hipercolesterolemia
familiar, adultos tabagistas e pacientes com doenca arterial coronaria e sugeriram que a reducéo
da FMD pode indicar uma alteracdo funcional precoce do sistema arterial na fase pré-clinica da
doenca vascular.

O teste da reatividade da artéria braquial tornou-se a técnica mais utilizada para avalicdo
da funcdo endotelial (CORRETTI et al., 2002). Essa técnica consiste na mensuracdo do diametro
da artéria braquial através do ultrassom antes e ap6s a hiperemia reativa obtida pela isquemia,
provocada pela insuflacdo de um manquito de pressao, no antebrago. A resposta da artéria braquial
a esse estimulo esta relacionada a liberagdo de ON e a funcdo endotelial coronariana (ANDERSON
etal., 1995; JOANNIDES et al., 1995).

A funcéo endotelial é avaliada conforme a porcentagem de dilatagdo mediada pelo fluxo
(FMD) (CORRETTI et al., 2002).0s estudos de Celemajer et al. (1992) mostraram que a FMD
é considerada normal quando maior ou igual a 10% quando avaliada em vasos com diametro

menor que 6 milimetros.

Outros aspectos dessa avaliacdo vem sendo melhor estudados. A medida do diametro
basal da artéria braquial associou-se a desfechos clinicos cardiovasculares e a velocidade de fluxo
gerado durante a hiperemia reativa esta relacionada a fatores de risco e predicdo de eventos
cardiovasculares (WIDLANSKY et al., 2003; YEBOAH et al., 2009).
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Avaliacéo da funcéo endotelial por FMD em criancas ja foram registradas na literatura
em diversos tipos de condiges, como criangas nascidas com baixo peso(AKYUZ et al., 2014),
obesidade (TOUNIAN et al., 2001), diabetes mellitus (BABAR et al., 2011), infecdo por HIV
(BONETTI etal., 2004), insuficiéncia renal cronica (AGGOUN et al., 2000; LILIEN et al., 2003),
coarctacdo da aorta (AGGOUN; SIDI; BONNET, 2001) e também em controles saudaveis.

Apesar da mensuragao da FMD ser um exame ndo invasivo e que avalia aspectos distintos
da funcéo endotelial, alguns problemas dificultam sua execucdo na préatica clinica: € um exame
complexo, demorado e altamente dependente do examinador, com uma curva de aprendizado
longa (CORRETTI et al., 2002).

3.5.2 Tonometria arterial periférica

Um método mais simples de avaliacdo ndo invasiva da funcdo endotelial foi desenvolvido
por Kuvin e colaboradores em 2003. A tonometria arterial periférica (PAT) é uma técnica que mede
variacOes da amplitude da onda de pulso digital em resposta a hiperemia reativa por meio de
sensores pneumaticos colocados nos dedos indicadores (KUVIN et al., 2003; BONETTI et al.,
2004; NOHRIA et al., 2006). Esse fenémeno é parcialmente dependente da liberacdo de ON e os
dados obtidos sdo automaticamente analizados pela PAT e expressos como indice de peremia
reativa (RHI) cujo calculo é realizado por uma férmula proposta pelo proprio fabricante (KUVIN
etal., 2003; BONETTI etal., 2004).

O RHI é definido como a razdo entre a amplitude média do pulso digital no braco teste
no periodo de 90 a 150 segundos (S) apés a liberagdo do manguito e a amplitude média do pulso
basal antes da oclusdo. O resultado desta razdo pos/pré-oclusdo do bracgo teste é entdo dividido
pela razdo correspondente no bragco contralateral, utilizado como um controle para possiveis
alteracdes vasculares sistémicas durante o teste, e multiplicado por um fator de correcao, calculado
pelo algoritmo exclusivo do fabricante. O Gltimo tem a intencgdo de ajustar o RHI para a influéncia
do ténus vascular basal (KUVIN et al., 2003).

E um método de facil execucdo, operador independente, onde os dados sdo captados,
filtrados e analisados automaticamente por um software como previamente descrito (BONETTI
et al., 2003).

Em 1999 Schnall e colaboradores utilizaram a PAT pela primeira vez para avaliagdo da
relacdo entre reatividade vasomotora arterial e apneia obstrutiva do sono. Posteriormente, a partir
de 2001, essa técnica foi adaptada para pesquisa cardiovascular avaliando pacientes com doenca
coronariana durante atividade fisica comparando a individuos normais (ROZANSKI et al., 2001).

Também foram realizados por Chouraqui et al, (2002) estudos com a PAT para pesquisa de



isquemia coronariana durante o testes ergométrico.
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Desde entdo, varios grupos de pacientes e patologias foram avaliados utilizando esta
técnica. Em 2003, os primeiros estudos dirigidos para a avaliacdo da funcdo vascular endotelial
com o uso da PAT foram realizados. O RHI mede uma resposta complexa a hiperemia, resultado
de mudancas no fluxo e no calibre dos vasos digitais. Bonetti et al. (2004) observaram
significativa correlagdo entre disfuncdo microvascular coronariana e menor resposta hiperémica
periférica com o uso da PAT, sugerindo o papel do teste na avaliacdo ndo invasiva da disfuncéo
endotelial coronariana precoce. Eles encontraram uma sensibilidade de 80% e uma especificidade
de 85% para um RHI < 1,35 identificar disfuncdo endotelial coronariana. Esse mesmo estudo
mostrou que no grupo controle, o ponto de corte de normalidade do RHI foi de 1,67. Em outro
estudo de validacdo, Matsuzawa et al. (2010) demonstraram a capacidade do RHI em predizer a
presenca de doenca coronariana obstrutiva em mulheres com dor toracica submetidas a
angiografia.

Em 2003 Kuvin e colaboradores mostraram uma corelacdo significativa entre FMD da artéria

braquial e PAT (KUVIN et al., 2003).

A correlacdo de risco em cardiovascular e disfuncédo endotelial avaliada pela PAT também
foi pesquisada em grandes estudos epidemioldgicos, contudo a medida de funcdo endotelial
utilizada foi o PAT ratio ndo o RHI (HAMBURG, NAOMI M. et al., 2008; SCHNABEL,
RENATE B. et al., 2011).

As diferencas no calculo do PAT ratio é que neste o intervalo utilizado para o seu célculo
é aquele entre 90 e 120 segundos apo6s a oclusdo ndo ocorre ajuste para o ténus vascular e o
resultado da razao é transformado para o seu logaritmo natural devido a sua distribui¢do ndo normal
(HAMBURG; BENJAMIN, 2009; HAMBURG, NAOMI M. et al., 2008). Essa medida foi
utilizada, pois inclui o intervalo em que o 6xido nitrico é liberado (60 a 120 segundos) e utiliza um
intervalo de 90 a 120 segundos ap6s a oclusdo onde ja foi demonstrado sua maior correlagdo com
fator de risco cardiovascular (HAMBURG, NAOMI M. et al., 2008).

Dois grandes estudos epidemioldgicos que utilizaram avaliacdo pela PAT foram o
Framingham Heart Study e o Gutenberg Heart Study onde 1957 e 5000 respectivamente realizaram
0 exame. No estudo de Framingham ndo houve associagdo com hipertensdo arterial na analise
multivariada. Porém, no estudo de Gutenberg, houve uma relacdo positiva entre as pressdes
arteriais sistélica e diastélica e o PAT ratio. No Brasil o estudo Longitudinal da Saude do adulto
(ELSA) que avaliou 1535 participantes relacionou a PAT com os FRCV descritos nos estudos de
Framingham e Gutenberg encontraram uma relacdo inesperada da raca / cor com a funcao
dilatadora (BRANT, et al., 2014).

Rubinshtein e colaboradores (2010) descreveram que um baixo RHI (compativel com
disfuncéo endotelial) foi um preditor independente de eventos cardiovasculares, além dos fatores
de risco tradicionais, apos sete anos de seguimento. Outro estudo realizado em portadores de

insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo normal, Akiyama e colaboradores (2012) associaram
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0 RHI a eventos cardiovasculres futuros como fator de risco independente. Ja na avaliacéo

incluindo pacientes diabéticos ou portadores de dois ou mais FRC (sendo a maioria doenca arterial
coronariana) foi identificado que o RHI seria um fator adicional na extratificacdo de risco desses
individuos (MATSUZAWA et al., 2013).
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A tonometria arterial periférica € um método validado, reprodutivel (BRANT et al.,

2013), utilizado em varios estudos multicéntricos e de base populacional, além de estudos que
avaliaram a melhora da funcéo endotelial em resposta a diversas intervencgdes clinicas (COLL et
al., 2006; FISHER etal., 2003).

Este exame permite ainda uma andalise mais ampla da funcgéo vascular, além da funcéo
endotelial. A amplitude média do pulso basal (BPA) e o indice de aumento derivado da onda de
pulso obtida pelo PAT (PAT-AIX) também sdo obtidos durante o exame.

A BPA reflete o tonus e o fluxo arterial basal. Estudos comprovaram sua relagdo com 0s
outros indices de fungdo vascular e com fatores de risco cardiovacular (MORRIS et al., 2013;
BRANT et al., 2014).

O indice de aumento (augmentation index — Alx) é uma medida de contribui¢do da onda
de pulso refletida dos vasos periféricos para a pressdo de pulso arterial (LAURENT, STEPHANE
et al., 2006). O Alx vem sendo associado a fatores de risco cardiovascular e pode predizer
eventos cardiovasculares em algumas populacdes selecionadas. Além disso, o Alx tem
demonstrado correlagdo com a tonometria arterial radial e associacdo a fatores de risco
cardiovascular (HALLER; MICHAEL ; SILVERSTEIN; JANET ; SHUSTER; JONATHAN ,
2007; MORRIS etal., 2013).

A relacdo entre as medidas realizadas na microvasculatura digital pelo PAT (incluindo
BPA, RHI e PAT ratio, e 0 PAT-AIX) e a correlacdo destas com a velocidade da onda de pulso
carétida-femoral (VOP-CF), “padrido-ouro” para avaliacdo da rigidez arterial, foi estudada por
Brant e colaboradores (BRANT et al., 2014).

A tabela 2 mostra um resumo dos parametros avaliados através da PAT e seussignificados.

DESCREVER AS LIMITACOES DOS METODOS
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Tabela 2 — Parametros avaliados pela tonometria arterial periférica e seussignificados.

Parametros Significado
Razao entre a amplitude média do pulso digital no brago
RHI (indice de hiperemia teste no periodo de 90 a 150 segundos apos a liberacdo do
reativa) manguito e a amplitude média do pulso basal antes da

oclusdo. Considera-se normal valores de RHI >1,67.
BPA (amplitude média do

Reflete o tonus e o fluxo arterial basal
pulso basal)

Razao entre a amplitude média do pulso digital no brago
teste no periodo de 90 a 120 segundos apos a liberacao do
manguito e a amplitude média do pulso basal antes da
ocluséo

PAT ratio

PAT-Aix (indice de
aumento derivado da onda
de pulso obtida pelo PAT)

Medida de contribuicdo da onda de pulso refletida dos
vasos periféricos para a pressao de pulso arterial.

3.5.6 Marcadores complementares para avaliagéo de leséo vascular precoce e aterosclerose

3.5.6.1 Espessura da intima-média da carotida

A aterosclerose pode ser avaliada medindo-se a espessura da camada intima-média da
carétida comum (EMIc). O aumento da EIMc se correlaciona com fatores de risco cardiovascular

e gravidade da aterosclerose coronéaria (O'LEARY et al., 1999).

A EIMc é uma técnica ndo invasiva facilmente disponivel, realizada por ultrassonografia
e que apresenta boa correlagdo com achados histologicos na avaliacdo e no diagnostico de les6es
pré -clinicas nas paredes dos vasos (LAMOTTE et al., 2011). Ela é atil na avaliacdo do risco
cardiovascular, assim como dos efeitos das intervencdes terapéuticas instituidas (STEIN et al.,
2004).

A EIMc tem sido utilizada como parametro de avaliacao de risco em diversas populagdes,
incluindo criangas com diabetes mellitus, hipercolesterolemia familiar e hipertenséo (GIANNINI
et al., 2008). Homa et al. (2001) observaram que a EIMc normal, medida em &reas isentas de
placas, aumenta linearmente com a idade a partir de uma média de 0,48 mm na idade de 40 anos

para 1,02 mm na idade de 100 anos.
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3.5.2 Indice tornozelo braquial

DESCREVER A RELACAO COM DOENCA CAROTIDEA

O indice tornozelo braquial ITB é um teste utilizado para identificacdo e determinacéo e
gravidade da doenca arterial obstrutiva periférica. Trata-se de um teste simples, ndo invasivo,
de boa reprodutibidade e razoavelmente acurado (NORGREN et al., 2007). Para sua mensuragéo
é necessario um doppler portétil e um manguito de presséo, sendo calculada a razdo da pressao
sistdlica do tornozelo e a presséo sistolica braquial, sendo considerados valores nomais entre 0,9
e 1,3 (NATIONAL GUIDELINE, 2015).

Em pacientes com doenca aterosclerdtica com acometimentoigual ou maior que 50% da
luz do vaso, o ITB apresenta uma alta sensibilidade e especificidade (KAISER et al., 1999),
sendo demonstrado que o ITB reduzido € um importante preditor de eventos cardiovasculares
(MATZKE et al., 2003).

Um ITB inferior a 0,9 sugere doenca arterial periférica e esta relacionado a um aumento
de 3 a 6 vezes de mortalidade por eventos cardiovasculares. indices superiores a 1,3 podem ser
indicativos de calcificagdo vascular, resultando em pressdes falsamente elevadas nos membros

inferiores, sendo indicada avaliacdo mais especifica (RESNICK et al., 2004).

3.5.3 Massa do ventriculo esquerdo

O aumento da massa do ventriculo esquerdo (MVE) é um importante fator prognostico
para morbidade e mortalidade tanto em normotensos como em hipertensos (BROWN; GILES ;
CROFT, 2000; CASALE et al., 1986; LEVY et al., 1990). A relacdo entre MVE e eventos
cardiovasculares adversos é linear e continua dentro de ampla faixa, mesmo entre normais
(SCHILLACI et al., 2000).

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é um conjunto de altera¢Bes na estrutura e na
forma do ventriculo esquerdo, aumentando a massa ventricular, frequentemente associada a
sobrecarga pressorica e/ou de volume.

Embora a sobrecarga pressorica emposta ao coracdo seja o fator mais importante na
inducdo da hipertrofia ventricular esquerda respondendo por 50 % da variacdo da MVE
(DEVEREUX etal., 1997). Outros fatores podem contribuir para o seu desenvolvimento. Podemos
sitar como exemplo a duracgéo e intensidade da sobrecarga de presséo sistdlica idade, sexo, raca,
fatores genéticos, obesidade, ingestao de bebida alcodlica, dieta rica em sodio, hipercolesterolemia,
diabetes mellitus e fatores neuro-humorais (catecolaminas e sistema nervoso simpatico, insulina,

renina, angiotensina Il), sendo o ON o mais recente mediador anti- hipertrofico descrito (GARCIA



. INCERPI, 2008).

Descricdo hiperventricular esquerda no grupo de lipordistrofias no nordeste
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A triade composta por processo inflamatorio, disfuncéo endotelial e estresse oxidativo,
no ambiente cardiovascular, € considerada o denominador comum dentre as condigdes
implicadas na génese e manutencédo da hipertrofia cardiaca (GARCIA; INCERPI, 2008).

Existem estudos avaliando a funcdo endotelial em varias condicdes clinicas como no
DM, na insuficiéncia cardiaca, na hipertensdo arterial, na sindrome metabdlica e na obesidade
(AGGOUN et al, 2000; BAE, 2001; AGGOUN, CIDI, BONNET, 2001; WIDLANSKY et
al.,2003; AVOGARO, 2011; BABAR, 2011; AKIYAMA, 2012; AKYUZ, 2014; BRANT, 2014
). Porém, como ja citado anteriormente, ndo existem estudos desta natureza descritos em
pacientes com LGC. A raridade dessa condicdo seria um dos maiores limitantes para esse tipo
de avaliacdo. Contudo, o estado do Ceara possui uma casuistica relevante de LGC em seguimento
clinico regular, o que facilitaria esse tipo de avaliagéo.

Como as complicag6es cardiovasculares sao uma das principais causas de mortalidade na
LGC, a avaliacdo da funcdo endotelial nesses individuos, permitiria estimar a prevaléncia de DE
precocemente nesta populacao de alto risco, avaliar quais seriam as possiveis complica¢fes da
LGC que estariam relacionadas a DE nestes pacientes e se haveria alguma apresentacédo

genotipica mais acometida.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar a prevaléncia de disfuncdo endotelial através da mensuracdo da dilatacéo
fluxo-mediada da artéria braquial (FMD) e da tonometria arterial periférica (PAT), e sua
associacdo com as caracteristicas genotipicas e fenotipicas em populacdo com lipodistrofia

generalizada congénita (LGC).

Objetivos especificos

@ Analisar a relacdo entre as caracteristicas clinicas e metabolicas e a fungdo endotelial
avaliada pela FMD e PAT

b) Comparar as prevaléncias de disfuncéo endotelial entre os individuos com LGC AGPAT2
e BSCL2 mutantes e sua associagdo com as caracteristicas fenotipicas observadas em cada

mutacéao

0 Avaliar a concordancia entre os métodos ndo invasivos FMD e PAT utilizadas para o
diagndstico de disfuncdo endotelial em individuos com LGC.
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4 METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Estudo descritivo transversal com componente analitico.

4.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceard. O Ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica do HUWC constitui unidade de referéncia no atendimento dos casos
de LGC do estado do Ceara, sendo responsavel atualmente pelo acompanhamento regular de 15

pacientes com diagndéstico de LGC.

4.3 Sujeitos da Pesquisa

4.3.1 Grupo de casos

Foram incluidos no grupo de casos 11 individuos portadores de lipodistrofia generalizada
congénita, avaliados entre outubro de 2013 e maio de 2015, em acompanhamento regular no
Ambulatoério de Endocrinologia Pediatrica do HUWC (trés consultas por ano), com idade maior
ou igual a 5 anos e que cooperassem com a realizacdo dos exames.

Os critérios de exclusdo foram: criangas com menos de 5 anos, gestantes e lactantes,
individuos sem acompanhamento regular no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do
HUWC e individuos que ndo concordaram em participar ou que ndo eram capazes de

compreender o termo de consentimento livre e esclarecido.
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4.3.2 Grupo controle

O grupo controle foi constituido por 22 individuos saudaveis pareados para sexo e idade,
selecionados a partir de um banco de dados de um estudo de outro grupo de pesquisa da mesma
instituicdo, que avaliou a funcdo endotelial de criancas e adolescentes através de FMD. Dentre
0s 22 participantes do grupo controle, foram selecionados, por conveniéncia ou aleatoriamente,
11 individuos para avaliacdo da funcdo endotelial através de PAT. Esses foram pareados para
idade e sexo com o grupo de casos.

Os critérios de exclusdo para o grupo controle foram: presenca de glicemia de jejum >
100 mg/dL, PA acima percentil 95, IMC >30 kg/m?, hipercolesterolemia ehipertrigliceridemia.

4.3.3 Grupo com sindrome metabdlica

Com o objetivo de comparar os pacientes com LGC com um grupo de individuos com
quadro clinico e laboratorial compativel com a presenca de resisténcia a insulina, selecionou-se
amostra de 11 individuos, pareados para sexo e idade com o grupo LGC, provenientes do mesmo
banco de dados do grupo controle, que apresentavam diagndstico de sindrome metabolica de
acordo com a definicdo pediatrica baseada nos critérios adultos do National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel 11l (NCEP/ATPIII), definidos pelos critérios de
Ferranti et al., 2004 para aqueles individuos até 19 anos.

4.4 Coleta de Dados

4.4.1 Avaliacdo clinica

Todos os individuos foram submetidos a uma entrevista médica onde foram avaliados 0s
seguintes parametros: sexo, idade, procedéncia, cor, idade ao diagnostico de LGC, histéria
familiar de lipodistrofia, presenca e grau de consanguinidade, presenga de doengas
concomitantes, complicacdes microvasculares e uso de farmacos. Para obtencdo desses dados,
além da entrevista, os prontuarios medicos foram revisados pelo investigador principal (VOF).
Todos os dados foram registrados em instrumento especifico, sendo, para isso, utilizado um
formulario (apéndice A), que foi preenchido buscando-se registrar os dados de cada caso

incluido, para posterior transferéncia para banco de dados informatizado.
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4.4.1.1 Ectoscopia

Os pacientes foram examinados quanto a presenga das manifestacdes fenotipicas da LGC
atraves de exame fisico, sendo avaliada a presenca de facieis acromegaldide, rede venosa
proeminente (flebomegalia), padréo de deposicdo de gordura corporal e hipertrofia muscular.

Acanthosis nigricans foi definida pela presenga de espessamento, hiperpigmentagéo e
acentuacdo das linhas da pele, gerando aspecto grosseiro e aveludado no local afetado, sendo 0s
mais frequentemente observados: regido posterior do pescoco, axilas, face lateral do pescoco,
superficies flexoras dos membros, regido periumbilical, inframamaéria, mucosa oral e, em casos
raros, planta dos pés e palma das maos. (SCHWARTZ, R. A., 1994).

4.4.1.2 Avaliagdo antropométrica

As medidas antropométricas foram realizadas em ortostase, pelo mesmo examinador.
Foram avaliados:
d) peso em jejum, com roupas leves, em balanca calibrada conforme instrucdes do
fabricante;
b) estatura em estadidmetro aferido/calibradoa cada 1 mm, mensurada sem cal¢ados
¢) circunferéncia abdominal, medida com fita métrica aferida/calibrada/marcada a cada
1 mm, situada paralelamente ao solo, durante a expira¢do, no ponto médio entre o
rebordo costal e o0 topo da crista iliaca (COOK et al., 2003).
O indice de massa corpoérea (IMC) foi calculado através da férmula: IMC= peso em
kg/(altura em metros)?. Individuos com idade > 18 anos e com IMC > 25 kg/m? e > 30 kg/m?
foram classificados como sobrepeso e obesidade, respectivamente. Nos participantes comidade

< 18 anos, sobrepeso foi definido por IMC > percentil 85 e obesidade por IMC > percentil 95,
de acordo com os graficos do Center for Disease Control (CDC) (DE ONIS; HABICHT, 1996).

4.4.1.3 Estadiamento puberal

Para o estadiamento puberal foi utilizada a classificacdo puberal de Tanner (TANNER,
1962). Telarca e gonadarca precoces foram definidas pelo desenvolvimento mamario ou

testicular antes dos oito anos nas meninas e antes dos nove anos N0s meninos, respectivamente.
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4.4.1.4 Habitos

d Tabagismo: foram considerados tabagistas os individuos que fizessem uso de um ou mais
cigarros de forma continua e regular ou que tivessem parado de fumar ha menos de trés anos
(DOBSON et al., 1991). Tabagismo passivo foi definido pela ocorréncia de qualquer nivel
de exposicdo a fumaca do cigarro em individuos ndo-fumantes que convivessem com
fumantes em ambientes fechados, ficando assim, expostos aos componentes toxicos e

cancerigenos presentes na fumaca ambiental do tabaco (ANVISA, 2009).

b) Etilismo: foram considerados etilistas aqueles que excediam o consumo de até 15
doses/semana para homens e 10 para mulheres, sendo que 1 dose equivale a
aproximadamente 350 mL de cerveja, 150 mL de vinho ou 40 mL de uma bebida destilada,

considerando que cada dose contém entre 10 e 15 g de etanol (WHO, 2004).

0 Sedentatismo: foi definido pela auséncia de pratica de atividade fisica de no minimo 150 min
por semana (DONNELLY et al., 2009).

d) Medicac0es:

4.4.1.5 Avaliagéo da presséo arterial

A mensuracdo da pressao arterial foi realizada pelo método auscultatério, utlizando um
instrumento validado e adequado ao voluntéario, com um manguito calibrado, cujo baldo envolvia,
pelo menos, 80% do brago. A presséo foi mensurada duas vezes e foi realizada com o paciente
sentado em uma cadeira por no minimo cinco minutos, com os pés apoiados no chéo e o brago
apoiado ao nivel do coragdo. Foi considerada alterada PAS e/ou PAD acima do percentil 95 para
sexo, idade e estatura nas criangas e adolescentes e niveis pressoricos > 140 x 90 mmHg nos
adultos (National High Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood

Pressure in Children and Adolescents, 2004).
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4.4.1.6 Diagnostico de diabetes mellitus

O diagndstico de diabetes mellitus foi realizado através de critérios definidos pelas
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2014/2015 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014-2015). Foram considerados com diagndstico de diabetes mellitus os
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individuos com histéria de duas medidas de glicose plasmatica de jejum em dois dias distintos

> 126mg/dL ou portadores de sintomas classicos do diabetes associado a glicemia > 200mg/dL
ou glicemia de 2h pos-sobrecarga de 75g de glicose > 200mg/dL. Nos adultos, considerou-se a
presenca de hemoglobina glicada > 6,5% em duas ou mais ocasifes como critério diagnostico

para diabetes.

4.4.1.7 Diagnostico de dislipidemia

Dislipidemia foi classificada de acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e
Prevencdo da Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia, observando-se, quando
indicado, os pontos de corte especificos para criancas e adolescentes (individuos de 2 a 19 anos),
sendo considerados alterados valores de CT > 170 mg/dL, TG > 130 mg/dL e HDL <45 mg/dL.
Nos adultos, os valores considerados alterados foram: CT >200 mg/dL, TG > 150 mg/dL e HDL
< 40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL em mulheres (XAVIER et al., 2013).

4.4.1.8 Diagnostico de sindrome metabolica

Nos individuos até 19 anos o diagnostico de sindrome metabodlica (SM) foi definido de
acordo com os critérios de Ferranti et al.,2004. A presenca de trés ou mais dos critérios a seguir
eram considerados como diagnosticos de SM circunferéncia abdominal acima do percentil 75,
glicemia de jejum > 110 mg/dL, pressdo arterial acima do percentil 90, HDL-colesterol < 45

mg/dL em meninos e < 50 em meninas e triglicerideos > 100 mg/dL.

Para os adultos foram considerados critérios diagndsticos do NCEPATPIII onde o
diagnostico de sindrome metabdlica foi estabelecido com a presenca de trés ou mais dos seguintes
critérios: circuferéncia abdominal > 102 cm nos homens e > 88 cm nas mulheres, treiglicerideos >
150 mg/dl , HDL colesterol < 40 mg/dl nos homens e < 50 mg/dl nas mulheres, presséo arterial >

130 por 85 mm/mmHg e glicemia de jejum.

4.4.1.9 Diagnostico de sindrome dos ovérios policisticos

O diagnostico de sindrome dos ovarios policisticos foi definida de acordo com os critérios
de Rotterdam, com a presenca de duas dentre as trés caracteristicas seguintes (GROUP, 2004):
hiperandrogenismo ou hiperandrogenemia, disfuncdo menstrual, ovarios policisticos a

ultrassonografia, definidos pela presenca de 12 ou mais foliculos medindo entre 2 e 9 mm de



didmetro ou aumento do volume ovariano (>10 cm?) (BALEN et al., 2003).
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4.4.1.10.1 Avaliacéo para neuropatia periférica

Escore de sintomas neuropaticos (Neuropathy Total Symptom Score — TSS)

O questionario de investigacdo de sintomas neuropaticos dos membros inferiores (TSS)
foi aplicado pelo investigador em todos os participantes com o objetivo de avaliar a presenga,
intensidade e frequéncia dos seguintes sintomas neuropaticos (BOULTON; GRIES; JERVELL,
1998):

a) Queimacao: definido como sensa¢do de queimacdo na planta dos pés, mesmo que por
breve momento;

b) Dor: qualquer forma de dor (pontada, alfinetada, latejante, choque) nos pés ou pernas,
de qualquer duracdo e que ocorra principalmente a noite;

€) Dorméncia: sensagdo de “zona morta” ou insensivel nos pés, como se estes estivessem
anestesiados, mesmo que por poucos segundos;

d) Parestesia: sensagdo de formigamento, coceira ou de “insetos rastejando” sobre os pés

Ou pernas, mesmo que por segundos, em qualquer horario.

Aos pacientes foi perguntado, inicialmente, quanto a presenca de qualquer sintoma ou
desconforto nos pés ou pernas. Sendo a resposta positiva, solicitou-se ao paciente que
descrevesse os sintomas (ou desconforto), procurando classifica-los dentre as quatro categorias
acima. Quando os sintomas se enquadraram em alguma das categorias interrogamos quanto a sua
frequéncia (ocasionalmente, frequentemente ou continuamente) e intensidade (leve, moderada
ou severa) e atribuimos escore padronizado a cada um dos quatro sintomas conforme sua
intensidade e frequéncia (Anexo 1). Aqueles que relataram sintomas que ndo se enquadravam
nestas quatro categoriais foram considerados como assintomaticos. Para criangas que tinham
dificuldades em manifestar a natureza da sintomatologia, interrogou-se os pais (notadamente a
mée) quanto as queixas habituais das criancas. Neste grupo e naqueles que inicialmente negavam
a existéncia de sintomatologia, foi realizado interrogatorio dirigido, descrevendo a natureza e

perguntando abertamente quanto a presenca de cada um dos quatro referidos sintomas.
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4.4.1.10.2 Escore de comprometimento neuropatico (Neuropathy Disability Score —NDS)

A pesquisa de sinais de comprometimento neuroldgico (NDS) foi realizada pelo
pesquisador principal, logo em seguida a avaliacdo de sintomas clinicos (YOUNG et al., 1993).
Os participantes foram examinados em decubito dorsal, sobre mesa de exame clinico e a todos
foi informada a natureza do exame e realizada demonstracdo, no préprio examinador, de uso dos
instrumentos de avaliacdo para dirimir ddvidas quanto a possiveis desconfortos. Todas as
criangas examinadas estavam acompanhadas da presenca dos pais ou adultos responsaveis.
Foram avaliadas as sensibilidades vibratoria, térmica, dolorosa e o reflexo Aquileu de ambos os
membros inferiores e foram atribuimos escores, se hormais ou alterados, conforme protocolo
NDS. Somente foram consideradas alteragdes simétricas nos membros avaliados (Anexo2).

a) sensibilidade vibratdria: avaliada bilateralmente com diapasdo de 128 Hertz
posicionado sobre a falange distal de cada halux. Foi solicitado ao paciente que informasse
verbalmente 0 momento em que deixasse de sentir a vibracdo. Considerada reduzida se o
examinador continuou a sentir a vibracao por 10 ou mais segundos ap0s o0 anuncio do paciente.

b) sensibilidade térmica: avaliada com 02 tubos de coleta de material de laboratério (tubo
de pléastico), transparentes, idénticos, cheios de agua: um com é&gua a temperatura ambiente e 0
outro com &gua entre 04 a 08 graus Celsius. Cada tubo foi colocado de forma alternada e
delicadamente, por trés vezes, sobre a pele do dorso de cada pé do participante. Foi solicitado ao
paciente que fechasse os olhos e afirmasse se o tubo era frio ou normal. Considerou-se anormal
(sensibilidade reduzida/ausente) quando o participante ndo identificasse corretamente a maioria
das tentativas.

¢) sensibilidade dolorosa: avaliou-se a sensibilidade dolorosa usando um “palito japonés”
aplicado sobre a pele do dorso do pé, por trés a quatro vezes, bilateralmente. Com o paciente de
olhos fechados foi-lhe solicitado que descrevesse se 0 examinador estava tocando com a ponta
ou com a cabeca do palito. Considerada anormal (sensibilidade dolorosa reduzida) se o paciente
referisse incorretamente a maioria das respostas.

d) reflexo Aquileu: utilizou-se um martelo de exame neuroldgico habitual para a obtencdo
do reflexo. Com o paciente em decubito dorsal, com a perna a ser examinada fletida (joelho)
sobre a perna oposta, aplicou-se pequenos estimulos sobre o tenddo de Aquiles e quantificamos
a resposta como normal (reflexo presente) ou anormal. Se anormal, efetuou-se o estimulo sobre
esforgo: com paciente em ortostase, apoiado em uma das pernas, e com a outra a ser examinada

com o joelho delicadamente fletido sobre o0 assento de uma cadeira, aplicou-se
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estimulos sobre o tenddo Aquileu do membro fletido e quantificou-se a resposta em presente ou
ausente ao esforco. Todo o processo foi realizado bilateralmente (Anexo 2).

Foram considerados com diagnostico de neuropatia clinica aqueles individuos que
apresentassem TSS maior ou igual a 2 e NDS maior ou igual a 3 ou aqueles com NDS maior ou

igual a 6 sem sintomas de neuropatia (TSS <2).
4.4.1.10.3 Diagnostico de nefropatia diabética

O diagnostico de microalbumindria e macroalbuminuria foi estabelecido pela presenca
de uma relagdo albumina/creatinina em amostra isolada de urina acima de 30 mg/g e 300 mg/g,
respectivamente (LAMBERS HEERSPINK et al., 2010). A taxa de filtragdo glomerular foi
calculada pela férmula de Cockcroft-Gault nos individuos com mais de 16 anos e pela equacao
de Schwartz nas criancas e adolescentes (SCHWARTZ, G. J.; WORK, 2009). Foi considerada
normal uma TFG > 60 ml/min/1.73m2 (LEVEY et al., 2003).

4.4.1.10.4 Diagnostico de retinopatia diabética

4.4.1.10.5 indice tornozelo braquial (ITB)

A avaliacdo de ITB foi realizada com individuo em decubito dorsal utilizando-se doppler
vascular portéatil e 0 manguito de pressao. Foi aferida a pressao arterial nos membros superiores e
as pressoes arteriais nos membros inferiores o ITB foi obtido pela razdo dos maior valor da PA
sistélica do membro inferior sobre 0 maior valor da PA sistélica no membro superior, sendo
normais valores entre 0,9 e 1,3 em individuos assitomaticos valores < a 0,9 caracterizam de forma
objetiva a presenca de doenca arterial periférica. J& valores_ > 1,3 sdo fortemente sugestivo de
calcificacdo arterial (NORGREN et al., 2007).

4.4.1.10.6 Exames laboratoriais

Foram realizadas coletas de amostras de sangue (15ml por coleta) para determinacoes
séricas da glicose de jejum, insulina basal, hemoglobina glicada, colesterol total, HDL-
colesterol, triglicerideos, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
gama glutamil transferase (gGT), hormonio tireoestimulante (TSH), leptina e creatinina. Além
disso, foi determinada a relacdo albumina-creatinina em amostra de urina isolada. Todas as
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analises laboratoriais foram realizadas no LabPasteur — Diagnosticos da América (LP —

DASA).
Todas as amostras de sangue foram devidamente identificadas e colhidas em jejum de 12
horas na sala de coleta de exames do ambulatorio e depois centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos para a separacdo do soro ou plasma. Apo6s acondicionamento do soro/plasma em
aliquotas, as amostras foram armazenadas (-20 °C) ate a realizacdo dasanalises.

As determinacGes séricas de colesterol total, HDL-colesterol, gGT e relagdo albumina-

creatinina foram realizadas pelo método enzimético colorimétrico (aparelho HITACHI 917°—
Roche). A dosagem de triglicerideos foi realizada pelo método GPO-PAP (aparelho HITACHI
917°-Roche). A dosagem de glicose foi realizada pelo método PAP colorimétrico (aparelho
HITACHI 917®-Roche), e a dosagem de creatinina pelo método JAFFE (aparelho HITACHI
917°-Roche). A dosagem sérica das transaminases (AST e ALT) foi feita pelo método IFCC
(aparelho HITACHI 917°-Roche). O colesterol LDL foi calculado pela férmula de Friedewald
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). O TSH foi determinado por imunoensaio de
microparticulas por quimioluminescéncia (aparelhno ARCHITECT). A leptina foi dosada pelo
método de enzimaimunoensaio. Hemoglobina glicada (Alc) foi dosada por cromatografia
liquida de altaperformance (GELONEZE, BRUNO; TAMBASCIA, 2006; GELONEZE, B. et
al., 2009).

4.4.1.11 Exames de imagem

4.4.1.11 .1 Exame ultrassonogréafico abdominal

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo ultrassonografica da regido abdominal,
realizada por um Unico examinador experiente, utilizando os aparelhos Siemens Acuson, Toshiba
Aplio e General Electrics Logic P6, com sonda convexa e sonda linear multifrequenciais de 2,5
a 12 Mhz. Os 6rgéos foram avaliados em cortes longitudinais, axiais e coronais paralelos, onde
foram considerados o0s parametros de tamanho, ecogenicidade, arquitetura parengquimatosa,

contornos e ecotextura. Foram classificados de acordo com os
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critérios estabelecidos por Konus et al. (1998) para os 6rgaos intra-abdominais (ORSINI et al.,
1984).

4.4.1.11 .2 Exame ecocardiografico

O ecocardiograma transtoracico bidimensional foi realizado em aparelho Vivid7®
(GEVingmed, System VII, Horton, Norway), por um Unico ecocardiografista. As imagens foram
adquiridas em forma de clipes digitais e armazenadas em DVD. Os cortes usuais foram realizados
para permitir completo estudo pelas técnicas de modo M, bidimensional e Doppler (pulsatil,
continuo, color e tecidual), seguindo as recomendagdes da Sociedade Americana de

Ecocardiografia (LANG et al., 2015). O exame foi realizado por um Unico ecocardiografista.

O calculo da masssa ventricular esquerda (MVE) foi realizado através das medidas
derivadas do modo M guiado pelo modo bidimensional. As dimensdes do ventriculo esquerdo
foram feitas no final da diastole e no final da sistole de acordo com as recomendacdes citadas,
sendo avaliadas didmetro diastolico final do VE, espessura diastolica do septo intraventricular e
espessura diastolica da parede posterior do VE. Uma média de valores de cinco ou mais medidas

para cada parametro por paciente foi obtida pelo examinador. A MVE foi calculada utilizando-se

a sequinte férmula: MVE (g) = 0,8 x {1,04 [(DDVE + PPVE + SIV)3 — (DDVE)®]} +0,6g

Onde:

DDVE: didmetro diastdlico final do VE

SIV: espessura diastélica do septo interventricular
PPVE: espessura diastolica da parede posterior do VE
g: unidade de massa em grama.

Nos adultos, considerou-se a presenca de HVE quando o indice de massado VE (IMVE)
foi > 95g/m2 em mulheres e > 115 g/m2 em homens (LANG et al., 2015). Nas criancas e

adolescentes, considerou-se a HVE quando o IMVE foi > 51 g/m2’7. (DE SIMONE et al., 1992;
DEVEREUX et al., 1997).
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4.4.1.11 .3 Doppler de caroétidas

Para avaliacdo do fluxo sanguineo e determinacdo da espessura média intimal (EIMc)
carotidea, utilizou-se o aparelho Vivid7® (GEVingmed, System VII, Horton, Norway). A medida
da EIMc foi realizada pelo bidimensional 2 cm antes do bulbo carotideo, sendo calculada a média
de trés medidas (o aparelho néo dispunha da medida automatica). O doppler foi utilizado para o
estudo do fluxo das artérias cardtidas comum, interna e externa, bilateralmente. O exame foi

realizado por um Unico ecocardiografista.

4.4.2 Estudo molecular

4.4.2.1 Extracdo do DNA gendmico de linfocitos do sangue periférico

O DNA gendmico foi extraido de 15 mL de sangue periférico colhido em tubo com
EDTA. O sangue foi incubado em solugdo para lise de gldbulos vermelhos (114 mM cloreto de
amonia; 1 mM carbonato de aménia) durante 30 minutos a 4[1C. Apos este periodo, as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos a 41C. O sobrenadante foi desprezado e o
botdo de células suspendido em solucdo tampdo PK (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8; 1
mM EDTA pH 8) contendo 1% SDS e 0,2 mg/mL de proteinase K, que foi mantido durante uma
noite a 370JC. No dia seguinte, as amostras foram submetidas a duas extragdes com fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1) e a uma extracdo com cloroférmio e alcool isoamilico
(24:1). O DNA foi precipitado com acetato de sddio a 0,3 M, em pH 7,0 e 2 volumes de etanol
absoluto gelado. Posteriormente, o DNA foi lavado em etanol a 70% por 5 minutos e suspendido
em TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0.1 mM EDTA pH 8,0).

4.4.2.2 Reacéo de polimerizagdo em cadeia (PCR)

O DNA gendmico foi utilizado como substrato para a amplificacdo da regido codificadora
dos genes AGPAT2 e BSCL2. Os exons 1 a 6 do AGPAT2 foram amplificados por PCR com o
uso de 6 pares de oligonucleotideos intrdnicos especificos. De forma semelhante, os exons 1 a
11 do BSCL2 foram amplificados por PCR com o uso de 8 pares de oligonucleotideos intrénicos

especificos.
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A reagdo de amplificacdo foi constituida por 200 ng de DNA gendmico, 25 uL de uma
solugdo pré-misturada contendo 200 uM de cada trifosfato de nucleosideo (dNTP), 1,5 mM de
MgCl,, solugéo tampdo (pH: 8,5) e 2,5 U de Taq polimerase (Go Tag Green Master Mix,
Promega), 15 pmol dos oligonucleotideos forward e reverse e agua em um volume final de 50
uL. Uma ressalva vale para os exons 5 e 6 do gene BSCL2 para os quais foi necessario o
acréscimo de MgClza uma concentragéo final de 2,5 mM (exons 5 e 6) e 0 acréscimo de DMSO
a 6% (exon 6).

A amplificacdo foi realizada em aparelho GeneAmp PCR System 2400 (Perkin-Elmer,
Cetus). Ap6s uma desnaturacdo inicial de 5 min a 95 °C, as amostras foram submetidas a 35
ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a temperaturas de anelamento variaveis e 1 min a 72 °C, seguidos
por uma extensdo final de 10 min também a 72 °C. Todas as amplifica¢cdes foram acompanhadas
de controle negativo. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% contendo brometo de etidio na concentragdo de 0,5 ug/mL de gel e visualizados em luz

ultravioleta.

4.4.2.3 Sequenciamento Automatico

A concentracdo de DNA do produto de PCR foi estimada através da comparagdo da
intensidade de sinal entre o produto amplificado e os fragmentos do marcador de peso molecular
em gel de agarose. Em seguida, os produtos amplificados foram submetidos a um pré-tratamento
de purificagdo com a utilizagdo do QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) seguido de uma
reacdo de sequenciamento com a utilizacio do kit ABI Prism™ BigDye® Terminator (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, USA). ConcentracGes variaveis de DNA (10 a 100 ng)
foram utilizadas de acordo com o tamanho do fragmento. Os produtos
desta reacdo foram submetidos a eletroforese em sequenciador automatico ABI Prism 3100
Genetic Analyzer automatic DNA sequencer Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
Os mesmos oligonucleotideos intronicos destinados a reacdo de PCR foram utilizados no

sequenciamento dos fragmentos amplificados.

4.4.3 Avaliacdo da funcdo endotelial

4.4.3.1 Dilatagdo fluxo-mediada da artéria braquial

A dilatacdo fluxo mediada braquial (FMD ) mede o percentual dilatagdo da artéria
braquial durante a hiperemia reativa, apds um curto periodo de isquemia. E uma forma de avaliagio
de fungdo endotelial baseada na liberacdo de oxido nitrico e de outros fatores de relaxamento
derivados de endotélio em resposta a isquemia
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(CELERMAJER et al., 1992).

a) Preparo do paciente:

Os pacientes foram orientados a ndo realizar atividades fisicas vigorosas, manter dieta
com um minimo de gordura possivel no dia anterior ao exame, ndo fumar e ndo ingerir cafeina
por no minimo quatro a seis horas antes da avaliacdo (CORRETT] et al., 2002). N&o se solicitou
jejum e nem a suspensdo de medicamentos. Todas as avaliacdes foram realizadas no periodo da
manhd em sala climatizada, em um ambiente calmo e na semi-penumbra. O aparelho de
ultrassonografia utilizado foi o Medison Sonoace X8 com sonda linear de 10 MHz. Os
participantes foram orientados pelo préprio examinador quanto a técnica de realizagdo do exame,
0 objetivo da avaliacdo, possiveis desconfortos sentido durante o procedimento e a inocuidade

do mesmao.

b) Protocolo do exame

Todos os exames foram realizados pelo mesmo examinador. A medida da FMD foi feita
na artéria braquial direita, com o paciente confortavelmente deitado, com abducdo do brago
direito e supinagdo da mao, a fim de expor a face antero-medial do braco ao examinador. A sonda
linear de 10 MHz, foi colocada na face medial do braco, longitudinal e perpendicularmente a
pele, 5 cm acima da prega antecubital, insonando-se a artéria braquial diretamente e ao lado do
musculo biceps, identificando-se as 7 zonas, que correspondem as duas interfaces média-
adventicias, as duas intimas, as duas médias e a luz da artéria, atestando que o transdutor estava
localizado no centro do vaso e perpendicular a ele (REGATTIERI et al., 2006).

Utilizando-se metodologia realizada por Cunha Filho et al. (2010), o diametro da artéria
braquial foi medido longitudinalmente por meio de imagens nas quais as interfaces da luz-intima
proximal e distal foram visualizadas. Foi tomada a medida do didametro existente no centro do
vaso no momento correspondente ao final da diastole, considerando este o diametro basal (D1).

Concluida a verifica¢do do didmetro basal (D1), a pele foi marcada com caneta no local
da tomada da medida pelo transdutor. Foi posicionado o manguito no antebraco, ajustando a
pressdo até 250 mmHg, mantendo-se esta ocluséo por 5 minutos. O diametro pos-ocluséao (D2)
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foi medido 60 segundos depois de retirado o manguito, considerando-se esse 0 momento de

maxima hiperemia reativa.

Através da mesma técnica para a medida do diametro basal, foi realizada uma nova
mensuracao da luz da artéria braquial. O valor da FMD foi obtido a partir do célculo: FMD (%)
= [(D2 — D1)/D1] x 100, onde D1 = didametro basal e D2 = didmetro p6s-oclusdo. Considerou-
se DMF normal quando maior ou igual a 10% e anormal quando menor que 10%, de acordo com

os critérios de Celemarjer et al. (1992) (figura 3).

Figura 3 — Dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial

‘ b= ‘

Legenda: A: Técnica de afericdo da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial B: corte
longitudinal da arterial braquial no periodo pré-insuflacdo; C: corte longitudinal da artéria
braquial no periodo pés-insuflacdo. Fonte: NICOLAU,2010

4.4.3.2 Estudo da funcdo endotelial por PAT

A tonometria arterial periférica (PAT) (EndoPAT-2000®, version 3.4.4; ltamar Medical,
Caesarea, Israel) foi utilizada para avaliar a fungé@o endotelial medindo variagdes na amplitude
da onda de pulso digital em resposta a hiperemiareativa.

a) Preparo do paciente

O estudo foi realizado sempre pela manha, apds jejum de no minimo quatro horas, com
roupas confortaveis, sem adornos nas extremidades superiores, com as unhas das méos cortadas
e sem lesdes. O paciente foi orientado a suspender vitaminas, anti-inflamatdrios, cafeina e bebida
alcoolica, além de ndo realizar exercicio fisico nas 24 horas que antecedessem o exame. Os

pacientes ndo apresentaram sinais ou sintomas de infec¢do na semana da
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realizacdo do exame. A presséo arterial foi aferida no braco dominante pelo menos 5 minutos

antes de iniciar a aquisicdo da PAT.

b) Protocolo do exame:

Todos os exames foram realizados pelo mesmo examinador de acordo com
especificacbes previamente estabelecidas (BONETTI et al., 2004; KUVIN et al., 2003). O
paciente foi instruido a deitar-se numa cama, 0 manguito de pressdo arterial foi colocado no brago
n&o dominante (lado estudado), 2 cm acima da fossa cubital, enquanto o outro braco servia como
controle (lado controle). Os biossensores foram colocados na ponta de cada dedo indicador. O
dispositivo PAT inclui um pletismografo pneumatico que aplica uma pressao uniforme sobre a
superficie distal do dedo, permitindo a medida de altera¢6es no volume arterial pulsétil. Ao longo
do estudo, a presséo de enchimento do dispositivo digital foi ajustada eletronicamente para 10
mmHg abaixo da PA diastolica. Ap6s um periodo de 20 minutos de repouso, com o paciente em
posicdo supina com ambas as mdos no mesmo nivel, com confortavel apoio, em ambiente
silencioso e temperatura entre 21 e 24°C, os dados foram adquiridos continuamente, batimento

a batimento.

Ap6s um periodo de no minimo 5 minutos de aquisicéo das medidas basais da amplitude
da onda de pulso (BPA) de cada dedo, o fluxo arterial foi interrompido por exatos 5 minutos no
lado estudado ao inflar o manguito 60mmHg acima da presséo sistdlica aferida, até no maximo
300mmHg e ndo menos que 200 mmHg. Em seguida, o aparelho foi abruptamente desinflado
para induzir a hiperemia reativa, enquanto os registros da PAT de ambas as méos continuaram
por pelo menos cinco minutos (300 segundos). O dedo contralateral foi utilizado como um
controle para alteracdes vasculares sistémicas durante o teste.

Em seguida, sem interferéncia do examinador, os dados foram automaticamente
analisados e expressos como um indice, o indice de hiperemia reativa obtido pela PAT (RHI). O
RHI é definido como a razéo entre a média da amplitude do pulso digital no brago teste no periodo
de 90 a 150 segundos (S) apos a liberacdo do manguito e a média da amplitude do pulso basal
(pré-oclusdo), sendo que do periodo basal total adquirido, sdo excluidos os Gltimos 20 segundos,
0 tempo restante é dividido por 2 e apenas a segunda metade deste periodo é considerada na
analise.Esta razdo pos/pré-oclusdo do brago teste é entdo dividida pela mesma razéo pds/pre-
oclusdo medida no dedo controle (brago contralateral) e corrigida para fatores basais por uma

férmula de propriedade do fabricante ( [0,2276 x In(mean occluded baseline
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amplitude) —0,2] ), que tem a intencdo de ajustar frente a possiveis alteracdes sistémicas de tonus
vascular basal (BRUYNDONCKX et al., 2013) (figura 4). Valores de RHI menores que 1,67
foram considerados alterados (BONETTI et al., 2004).
O PATratio é outra variavel obtida automaticamente na avaliagdo pela PAT. Ele é a razdo
entre a média da amplitude do pulso digital no bracgo teste no periodo de 90 a 120 segundos apos a
liberacdo do manguito e a média da amplitude do pulso basal pré- oclusdo. Vale resaltar que do
periodo basal total adquirido, sdo excluidos os Ultimos 20 segundos e o tempo restante é dividido
por 2, onde sdo utilizados apenas a segunda metade desse periodo para anélise. Esta razdo pos e
pré-oclusdo do braco teste é entdo dividida pela razdo correspondente do braco contra lateral
(controle) e esse resultado é transformado para o seu logaritimo natural devido a sua distribuicdo
ndo normal (HAMBURG; BENJAMIN, 2009).

Figura 4 — Representacdo esquematica da gravacdo do sinal pela tonometria arterial

periferica
brago E ndOPA
controle ‘ ‘
periodo basal oclusao penodo' o RHI A.C . Fator de
RHI - y pos-oclusao oy e fexa correcdo
S B D da linha
t basal
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ocluido S—
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apos a oclusdo
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\ 1 ~
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Fonte: HAMBURG & BENJAMIN,2009

O PAT-AIx é automaticamente calculado a partir das ondas de pulso digitais como a
diferenca entre os picos sistdlicos precoces (P1) e tardios(P2), expresso como uma porcentagem
da pressdo de pulso. Os pulsos considerados validos sdo documentados no periodo basal no

braco ocluido.O Indice de aumento (PAT-AIx) mede a contribuicio da onda
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refletida para a pressdo arterial e é expresso como uma porcentagem dapressdo de pulso
(BRANT et al., 2014).0 calculo do PAT-AlXx é feito usando a formula:

PAT- Alx = (P2 — P1) x 100 / P1 (%) (figura5).

Figura 5 — Tonometria arterial periférica (PAT) derivada da onda de pulso.

P2

P1

Fonte: BRANT, 2014

4.5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em mediana, minimo e maximo ou em frequéncia
absoluta e percentual. Para comparacao entre os grupos foram utilizados qui-quadrado ou teste
exato de Fisher para as varidveis categoricas e o teste de Mann-Whitney para as variaveis
continuas. Foi realizada analise de correlacdo de Spearman entre as variaveis numéricas. Para
analise de concordancia entre os métodos foi calculado o coeficiente de concordancia Kappa. Os
resultados foram considerados significativos para um valor de p < 0,05. Os dados foram

analisados no programa SPSS versdo 20.0.
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4.6 Aspectos Eticos

Este estudo respeitou os preceitos éticos da pesquisa em seres humanos e ndo apresentou
qualquer possibilidade de danos a dimenséo fisica, bioldgica, psiquica, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase da pesquisa ou decorrente dela. Cada
paciente teve informacGes detalhadas sobre os procedimentos, riscos e beneficios, e somente
foram incluidos no protocolo ap6s Consentimento Livre Esclarecido (Apéndice B). O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUWC-UFC, sob o parecer n° 996.494, e assume
perante 0 mesmo o compromisso de seguir fielmente os preceitos éticos contidos nas diretrizes e

normas de pesquisa da resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.
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4.7 RESULTADOS

Diferenciar em cada tabela o teste utilizado

4.8 Descricdo da casuistica

4.8.1 Caracteristicas socio-demogréficas dos individuos com lipodistrofiageneralizada
congeénita

Foram incluidos no estudo 11 individuos com diagndstico de lipodistrofia generalizada
congénita (LGC) pertencentes a 11 familias distintas. Destes, 7 (63,6%) eram do sexo feminino.
A idade variou de 5 a 30 anos (com mediana de 10 anos). Quanto a cor, 5 (45,4%) eram brancos;
4 (36,4%) negros e 2 (18,2%) pardos. Todas as familias residiam no estado do Ceara, sendo 6
(54,5%) procedentes do interior e 5 (45,5%) da capital. O historico familiar de consanguinidade
foi observado em 7 individuos (63,6%), sendo 4 (57,2%) entre parentes de primeiro grau e 3
(42,8%) entre parentes de terceiro grau. Nenhum dos individuos era tabagista ativo ou passivo,

nem etilista. Dos 11 participantes, 10 (90,9%) eram sedentarios.

4.8. 2 Caracteristicas clinico-metabdlicas dos individuos com lipodistrofiageneralizada
congeénita

Todos os pacientes apresentavam caracteristicas clinicas evidentes da LGC como
escassez de tecido adiposo no tronco, abdome e membros, hipertrofia muscular, acanthosis
nigricans e flebomegalia. O fenétipo acromegaloide foi observado em 7 (63,6%) dos individuos
estudados. Quanto ao estadiamento puberal, 2 (18,2%) criancas eram impUberes (casos 1 e 4).
Os demais pacientes eram puberes ou adultos. Em relacdo a paridade, o caso 10 era G2P1Al
(com perda fetal no primeiro trimestre) e caso 11 era G3P2A1 (perda fetal no inicio da gestacéo).

Nenhum dos filhos destas pacientes apresentava fenotipo lipodistrofico.

Com relacdo as comorbidades, todos os individuos apresentavam hipertrigliceridemia e
HDL-colesterol baixo e 6 (54,5%) apresentaram hipercolesterolemia. As duas pacientes adultas
da amostra eram hipertensas. Quatro dentre os 9 participantes com idade inferior a 18 anos
apresentaram medida de PA acima do percentil 95 para sexo, altura e idade. Das pacientes do
sexo feminino, adultas ou em puberdade, apenas uma tinha SOP (caso 10).

Observou-se que 7 (63,6%) apresentaram diabetes mellitus (DM) e a idade de diagnostico

foi de 10,5 anos (min 0,75 - mé&x 16). As complica¢des relacionadas ao DM foram
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nefropatia em 5 (71,4%), neuropatia periférica em 2 (28,6%) e retinopatia em 1 (14,3%) dos

individuos diabéticos.

Dos 7 individuos diabéticos, todos estavam em uso de metformina, sendo 3 em associacéo
com pioglitazona. Estavam em uso de insulina 4 participantes, sendo a dose média diaria de 4,8
Ul/Kg (min 1,3 — max 5,6). Duas pacientes com hipertrigliceridemia estavam em uso de
ciprofibrato e tinha historico de pancreatite (casos 8 e 10). Uma delas (caso 8) apresentava niveis
persistentemente elevados de triglicerideos com internamento de trés episédios de pancreatite.
Uma paciente sem DM fazia uso de metformina (caso 2). Embora durante a avaliacdo da funcéo
endotelial os anti-hipertensivos tenham sido suspensos, uma das pacientes portadoras de HAS

fazia uso cronico de enalapril e a outra de losartana.

No RX de ossos longos, 3 (27,3% ) individuos apresentaram areas de radioluscéncias na
cavidade medular das regiGes diafisarias e metafisarias dos 0ssos longos, com ou sem
calcificacbes amorfas ou focos de osteonecrose. Nas epifises foram observadas areas de
radioluscéncia e trabeculado com orientacdo vertical grosseira. Ainda foram vistas encoches
endostiais nas diafisese metéafises. Esses achados sdo compativeis com lesdes cisticas e liticas

em 0ssos longos.

Na avaliacdo ultrassonografica de abdome foi observada hepatomegalia em todos os
pacientes, nefromegalia em 7 (63,6%) deles, esteatose hepéatica em 5 (45,4%) e esplenomegalia
em 4 (36,4%).

O estudo ecocardiografico dos individuos com LGC evidenciou hipertrofia concéntrica
do VE (HVE) em 4 (36,4%) casos, sendo 1 deles (caso 10) hipertrofia concéntrica moderada e,

0s demais, hipertrofia leve.

Na ultrassonografia com doppler de carétidas ndo se evidenciou nenhum grau de
obstrucdo carotidea nos participantes. A espessura da intima média da carétida direita foi

0,61mm (min 0,5 - méax 0,69) e da car6tida esquerda 0,58mm (min 0,5 — max 0,65).

A mediana do indice tornozelo braquial (ITB) foi normal em todos os pacientes, com

mediana de 1,2 (min 1 — méx 1,3).
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4.8.3 Caracteristicas genotipicas dos individuos com lipodistrofia generalizada congénita

O estudo molecular evidenciou mutagdes no gene AGPAT2 em 2 (18,2%) individuos:
caso 3: delecdo em homozigose no exon 3 (del 369 — 372); caso 10: delecdo em heterozigose no
exon 3 (del 369 — 372) e mutacdo em heterozigose no intron 4 (c.589-2A — G).

Outros 5 (45,5%) individuos apresentaram mutacGes no gene BSCL2: caso 2: mutacao
em heterozigose no exon 4 (¢.326isnA); caso 5: mutacdo em homozigose no exon 4 (c.412C
—T); caso 6: uma mutacdo em heterozigose no exon 4 (c.326isnA) e uma mutacdo em
heterozigose no intron 5 (¢.573+69A—G); caso 8: mutacdo em heterozigose no exon 4
(c.326isnA); caso 9: mutacdo em heterozigose no exon 4 (c.302_303insAA) e mutacdo em
homozigose no intron 5 (¢.573+69A—G).

O estudo molecular de 4 casos ndo foi finalizado até o término destapesquisa.

Na tabela 3 estdo descritas as caracteristicas clinicas e genotipicas dos 11 pacientes com
LGC.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e genotipicas dos 11 pacientes com lipodistrofia generalizada
congénita estudados.

Sexo Comorbidades,

CaSP . Idade Gene Mutacéo complicaces Organomegalias I'_esoes HVE Tratamento
Procedéncia Consang : 0sseas
(Anos) microvasculares
Sem estudo
1 Fem - " hepato e x x
Cascavel-CE 5 gegier:]lco Sem estudo genético |HDL-¢c,1TG,1CT nefromegalia ao Nao néo
2 Fem BSCL2 €.326insA (Hm) ) hepato e . .
Itarema-CE 6 sim p.Thr109AsnfsX5 {HDL-¢,TTG, 1CT nefromegalia 6o Sim  metformina
3 Fem AGPAT2  ¢.369_372delGCTG(Hm) hepato, espleno e . x <
. . — HDL-c, 1TG . sim Nao nao
Itaicaba-CE 7 sim p.Leul23LeufsX27 ! ! nefromegalia !
Sem estudo -
4 Masc " " hepatomegalia 5 x .
1c6-CE 9 geziertr:co Sem estudo genético |HDL-c, 1TG esteatose nao Nao nao
5 Fem BSCL2 €.412C>T (Hm) hepatomegalia x x metformina
. HDL-¢,1TG, DM N L
Fortaleza-CE 10 sim p.Argl38X l ¢1TG, esteatose nao a pioglitazona
. hepato, .
6 Masc BSCL2 GEZEnE A () |HDL-¢,1TG,1CT, espleno e x x metfgrmma
Fortaleza-CE 10 sim B TSR DM, nefropatia nefromegalia ndo  Ndo pioglitazona
€.573+69A>G (Hm) ' insulina
esteatose
7 Masc Sem g?udo Sem estudo genético |HDL-¢c,1TG, 1CT, hepato e nio N0 metformina
Caucaia-CE 14 geggolco g DM nefromegalia insulina
|HDL-¢,1TG, 1CT, hepato, metformina
8 Fem BSCL2 ¢.326insA (Hm) DM, nefropatia, espleno e N0 Sim acarbose
Ipueiras-CE 14 Né&o p.Thr109AsnfsX5 neuropatia nefromegalia insulina
periférica esteatose ciprofibrato
. hepato,
9 Masc BSCL2 ¢.302_303insAA (Ht) |HDL-¢,1TG, espleno e o Sim  metformina
Fortaleza-CE 14 nao p-Met101LysfsX11 DM, nefropatia nefromegalia
esteatose
|HDL-¢,1TG, 1CT, metformina
€.369_372delGCTG DM,HAS, pioglitazona
10 Fem AGPAT2 (Ht) nefropatia, hepatomeaalia sim  Sim insulina
Fortaleza-CE 25 néo p.Leul23LeufsX27 neuropatia P g ciprofibrato
€.589-2A>G (Ht) periférica, enalapril
retinopatia AAS
1 Fem Semne"z[u{jo Sem estudo genético [HDL-¢,1TG, hepatomegalia sim Né&o m(iar:forlmma
Fortaleza-CE 30 gengoco g DM,HAS, nefropatia P ) Io:lz;rtari1

Abreviaturas: CE- Ceara, Fem — feminino, Masc — masculino, HDL-c - high density lipoprotein, TG — triglicerideos, CT — colesterol

total, DM — diabetes mellitus, HAS — hipertensdo arterial sistémica, HVE — hipertrofia de ventriculo esquerdo
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Na tabela 4, estdo descritas as caracteristicas clinico-metaboélicas dos pacientes com LGC

categorizadas pelo tipo de mutacdo. Dos pacientes de resultado de estudo genético os individuos BSCL2

mutantes apresentaram uma maior proporcdo de DM, PA> percentil 95, hipercolesterolemia, esteatose

hepética, esplenomegalia, nefromegalia, nefropatia e HVE aos AGPAT2.

Tabela 4 - Caracteristicas clinico-metabolicas dos pacientes com lipodistrofia generalizada congénita de

acordo com o perfil genético

Variaveis Total AGPAT?2 BSCL2 Sem estudo genético
(n=11) (n=2) (n=5) (n=4)
Sexo, feminino (%) 7 (63,6) 2 (100,0) 3(60,0) 2 (50,0)
Idade (anos) 10 (5-30) 16 (7-25) 10 (6-14) 11,5 (5-30)
Diabetes mellitus (%) 7 (63,6) 1 (50,0) 4 (80,0) 2 (50,0)
Diagndstico de DM (anos) 8 (1-14) 12 4,3 (1-8) 13,5 (13-14)
HAS (%) 2 (18,6) 1 (50,0) 0 (0,0) 1(25,0)
PA > percentil 95 (%) 7 (63,6) 1 (50,0) 4 (80,0) 2 (50,0)
Hipercolesterolemia (%0) 6 (54,5) 1 (50,0) 3 (60,0) 2 (50,0)
Hipertrigliceridemia (%) 11 (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 4 (100,0)
HDL-colesterol baixo (%) 11 (100,0) 2 (100,0) 5 (100,0) 4 (100,0)
Hepatomegalia (%0) 11 (100,0) 2 (100,0) 5(100,0) 4 (100,0)
Esteatose hepatica (%0) 5 (45,5) 0 (0,0) 4 (80,0) 1(25,0)
Esplenomegalia (%0) 4 (36,4) 1 (50,0) 3 (60,0) 0 (0,0)
Nefromegalia (%0) 7 (63,6) 1 (50,0) 4 (80,0) 2 (50,0)
Hipertrofia de VE (%) 4 (36,4) 1 (50,0) 3(60,0) 0 (0,0)
Nefropatia diabética (%) 5 (45,5) 1 (50,0) 3 (60,0) 1 (25,0)
Neuropatia periférica(%o) 2 (18,2) 1 (50,0) 1 (20,0) 0 (0,0)
Retinopatia diabética (%) 1(9,1) 1 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Abreviaturas: DM — diabetes mellitus,
lipoprotein, VE — ventriculo esquerdo.

HAS — hipertensdo arterial sistémica, PA — Pressdo arterial, HDL-c -

high density

A avaliagdo laboratorial dos individuos com LGC mostrou que, independente do tipo de mutag&o, 0s

portadores de LGC apresentaram HOMA-IR e RAC elevados e niveis baixos de leptina e HDL-c. Todos 0s
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pacientes apresentavam TFG normal. Na tabela 5 observam-se os achados laboratoriais dos individuos com

LGC categorizados de acordo com o perfil genético.

Tabela 5 - Avaliacéo laboratorial dos pacientes com lipodistrofia generalizada congénita de acordo com o

perfil genético

Variaveis Total (n=11) AGPAT2 (n=2) BSCL2(n=5) oM estudo
genético (n=4)
Glicemia de jejum*(VR: 70 - 99 mg/dL) 129 (70- 263) 263 134 (90-308) 86 (70-102)
Glicemia de jejum (VR: 70 — 99 mg/dl) 80 (73- 83) 83 76 77 (73-81)
Insulina basal*(VR: 2,6 - 24,9 mUI/mL) 19,8 (6,7-33,4) 233 19,4 (15,0-33,4) 15,7 (6,7-24,7)
Insulina basal (VR: 2,6 - 24,9 mUl/mL) 33,7 (3,9-102,0) 451 102,0 13,1(3,9-22,3
HOMA-IR* (VR: até 2,71) 6,3 (1,2-15,1) 15,1 6,8 (5,1-14,5) 3,7 (1,2-6,2)
HOMA-IR (VR: até 2,71) 6,4 (0,7-9,2) 9,2 83 2,6 (,07-4,5)
Alc (%) *(VR: até 6,4) 7,7 (6,2-12,1) 12,1 8,0 (7,7-9,6) 6,8 (6,2-7,4)
Alc (%) (VR: até 6,4) 4,9 (4,4-6,6) 44 6,6 4,9 (4,6-5,2)
Leptina (VR: & -225,6; ¢ -3,75a11 1,1(0,8-1,7) 1,0 (1,0-1,0) 1,0 (0,8-1,4) 1,4 (1,1-1,7)

ng/mL)

Colesterol total (VR: até 200 mg/dL)
HDL-colesterol (VR: & > 40; Q > 50
mg/dL)

LDL-colesterol (VR: até 130 mg/dL)
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL)
AST(VR: & - até 37; Q - ate 31 U/L)
ALT(VR: & - até 41; Q - até 31 U/L)
Gama GT (VR: & -8a41; 9 -12a
73U/L)

RAC (mg/dL) (VR: até 29)

Creatinina (mg/dL) (VR:0,60-1,30)
PCRus (VR: 0,1 — 1 mg/dL)

Ferritina (VR: & - 16 a300; Q@ - 4 a 161
ng/mL)

TSH (VR: 0,6 — 6,3 mUl/mL)

Ht (%) (VR: & -40a54; Q@ - 36 a 48)
Hb (VR: & -12,8217,8; 9 -11,5a16,4
g/dL)

137 (97-772)
31 (22-50)

82 (48-156)
110 (85-7123)
23 (10-30)
9 (5-219)

44 (9-108)

89,5(0,2-5335,5)
0,4 (0,3-0,7)
0,1 (0,01-4,4)

94,5 (35-902)

1,2 (0,8-3,1)
38,2 (26,8-44.,0)

13,3 (10,0-16,0)

188 (136-239)
34 (31-36)

88 (88-88)
423 (86-760)
22,5 (20-25)

7 (6-8)

28,5 (9-48)

2669,3 (3,1-5335,5)

0,5 (0,4-0,7)
0,1 (0,01-0,2)

92,5 (59-126)

0,9 (0,8-1,0)
37,7(37,2-38,2)

13,5 (13,0-14,0)

151 (120-772)
34 (22-50)

85,1(74-156)

189 (85-7123)
33 (12-218)
27 (18-219)

52 (44-108)

131,0 (14,8-40,8)
0,4 (0,3-0,5)
0,8 (0,07-4,4)

50 (50-902)

1,28 (0,9-3,06)
40,3 (26,8-44,0)

13,0 (9,6-15,5)

117 (97-137)
29 (25-32)

68 (48-84)
106 (96-122)
20,5 (17-27)

8,5 (5-9)

18 (15-26)

15,1(0,25-331,9)
0,4 (0,3-0,5)
0,045 (0,0-0,2)

80 (35-96)

1,5(0,9-3,0)
38(35,5-41,2)

13,2(11,7-14,4)

Abreviaturas: * pacientes com diabetes, Alc - Hemoglobina glicosilada ou HbAlc, HOMA-IR - Homeostasis Model Assesment — Insulin
Resistance, HDL-c - high density lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein, AST - Aspartato-aminotransferase, ALT - Alanina-
aminotransferase, Gama GT — gama glutamil transferase, RAC — relacdo albumina cratinina, PCRus — proteina c reativa ultrasenssivel,
TSH - Horménio tirecestimulante, Ht — hematrocrito, Hb — Hemoglobina.
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Em uma das portadoras da mutacéo do gene BSCL2 (caso 8), a dosagem de triglicerideos foi de
7.123 mg/dL. Trata-se da paciente com hipertrigliceridemia grave, com episddios recorrentes de
pancreatite. Em relacdo A RAC, uma paciente com nefropatia diabética e mutagdo do gene AGPAT2 (caso
10) apresentou proteindria franca (5.335,5 mg/g). A RAC também estava alterada (131,2 mg/g) em uma

crianca ndo diabética e com mutacéo no gene BSCL2 (caso 2).

4.8.5 Caracteristicas clinico-metabdlicas do grupo com sindrome metabdlica e grupo controle

O grupo controle (controle) foi constituido de 22 individuos saudaveis, pareados para sexo e idade
com os pacientes portadores de LGC (grupo LGC). Nenhum dos participantes era tabagista ou fazia uso
de qualquer medicacdo e 15 (68,2%) individuos eram sedentarios. Em relacdo a historia familiar, 4 (18%)
tinham histérico familiar de doenca cardiovascular, 8 (36,3%) de HAS e 5 (22,7%) de DM. Em relacéo

ao estadiamento puberal, os 20 (90,9%) individuos eram puberes e 2 (9,1%) adultos.

Em comparacdo ao controle, os individuos do grupo LGC apresentaram maior prevaléncia de DM,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e HDL-c baixo. Os niveis de PAS e a frequéncia de PA acima
do percentil 95 foram maiores no grupo LGC. Os niveis séricos de triglicerideos foram mais elevados e o

de HDL-c mais baixos nos portadores de LGC.

O grupo com sindrome metabdlica (SM) foi constituido de 11 individuos portadores de sindrome
metabolica, pareados para sexo e idade com o grupo LGC. Nenhum dos participantes do grupo SM era
tabagista ou fazia uso de qualquer medicacdo e 9 (81,8%) individuos eram sedentarios. Em relacdo a
historia familiar, 1 (10%) tinha histérico familiar de doenca cardiovascular, 4 (36,3%) de HAS e 2 (18,1%)

de DM. Em relacdo ao estadiamento puberal, os 11 participantes erampuberes.

Em relacdo ao grupo LGC ndo houve diferenca na prevaléncia de hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e HDL-c baixo. Os niveis pressoricos, a glicemia de jejum e o perfil lipidico também

foram semelhantes entre os dois grupos. No entanto, os individuos do grupo SM apresentaram
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maiores valores de IMC. As caracteristicas clinico-metabolicas dos grupos LGC, SM e controle estdo

descritas na tabela 6.

Tabela 6 - Caracteristicas clinico-metabdlicas dos grupos lipodistrofia generalizada congénita, sindrome

metabdlica e controle.

Variaveis Grupo LGC Controle Grupo SM pr* pz*
(n=11) (n=22) (n=11)
Sexo, feminino (%) 7 (63,6) 15 (68,2) 6 (54,5) 1,000 1,000
Idade (anos) 10 (5-30) 12 (10-19) 13 (11-17) 0,281 0,373
DM (%) 7 (63,6) 0 (0,0) 0 (0,0) <0,001 <0,001
Hipercolesterolemia (%0) 6 (54,5) 0 (0,0) 4 (36,4) <0,001 0,670
Hipertrigliceridemia (%o) 11 (100,0) 0(0,0) 11 (100,0) <0,001 1,000
HDL-colesterol baixo (%) 11 (100,0) 11 (50,0) 11 (100,0) 0,013 1,000
IMC (kg/m?) 19,0 (16,2-22,9)  18,1(14,9-25,8) 25,5(17,2-42,6) 0,985 0,001
PAS (mmHg) 122 (90-175) 101 (82-120) 111 (98-138) 0,004 0,199
PAD (mmHg) 76 (50-109) 65 (51-78) 67 (60-98) 0,089 0,263
PA > percentil 95 7 (63,6) 0 (0,0) 3(27,3) <0,001 0,198
Glicemia de jejum (mg/dL) 90 (70-263) 80 (65-96) 81 (70-110) 0,114 0,341
(VR: 70 -99)
Colesterol total (mg/dL) 137 (97-772) 130 (89-158) 157 (125-211) 0,218 0,358
(VR: até 200)
HDL-colesterol (mg/dL) 31 (22-50) 44 (29-61) 35 (25-41) 0,001 0,532
(VR: & > 40; Q > 50)
LDL-colesterol (mg/dL) 82 (48-156) 73 (45-101) 94 (69-146) 0,781 0,087
(VR: ate 130)
Triglicerideos (mg/dL) 110 (85-7123***) 70 (34-129) 154 (130-226) <0,001 0,224

(VR: < 150)

Abreviaturas: DM — diabetes mellitus, HDL-c - high density lipoprotein, IMC — Indice de massa corporal, PAS-

Pressdo arterial sistélica, PAD - Pressdo arterial diastolica, LDL-c - low density lipoprotein..
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4.9 Avaliacéo da fungdo endotelial utilizando a medida da dilatagdo mediada por fluxo da
artéria braquial nos grupos lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabdlicae
controle

4.9.1 Caracteristicas da dilatagdo fluxo mediada da artéria braquial no grupo lipodistrofia generalizada
congénita

O grupo LGC apresentou o diametro basal da artéria braquial de 2,9 mm (min 2,3 —méax 3,8) e 0
didmetro pds-oclusdo de 3,2 mm (min 2,5 - max 4,0). A dilatacdo da artéria braquial foi de 8% (min 2,9
—maéx 10,3). Destes individuos, 9 (81,8%) tinham % dilatacdo mediada por fluxo da artéria braquial
(%DMF) abaixo de 10.

Os parametros individuais da FMD dos pacientes com LGC estdo descritos na tabela7.

Tabela 7 - Diametro basal, didmetro pos-oclusdo, porcentagem de dilatacdo da artéria braquial na
dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial em pacientes com lipodistrofia generalizadacongénita

Casos Diametro basal Diametro pos- FMD alterada
LGC da qrtéria qc!uséo da_ % EMD (% DMF < 10)
braquial (mm)  artéria braquial
(mm)

1 2,7 2.84 5.2 Sim

2 2.9 3.2 10.3 Né&o

3 2.3 2.5 8.7 Sim

4 3.3 3.6 9.1 Sim

5 3.1 3.2 3.2 Sim

6 3.4 3.5 2.9 Sim

7 2.9 3.2 10.3 Né&o

8 2.5 2.7 8.0 Sim

9 3.8 4.0 5.3 Sim

10 2.8 3.0 7.1 Sim

11 3.4 3.7 8.8 Sim

Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, DMF — dilatacdo mediada pelo fluxo.
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4.9.2 Comparac0es das caracteristicas da dilatacdo mediada por fluxo da artéria braquial nos
grupos lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabdlica e controle

Na figura 6, observam-se as diferencgas do didmetro da artéria braquial entre os grupos LGC, SM

e controle. O diametro basal da artéria braquial foi maior no grupo LGC que nos demais grupos.

Figura 6 - Diametro basal da artéria braquial nos grupos
lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabolica e controle
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Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, SM — sindrome metabdlica.
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A % FMD foi menor no grupo LGC quando comparada ao grupo SM e ao controle como

demonstrado na figura 7.

Figura 7 - Porcentagem de dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial entre
0s grupos de lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabdlica e controle
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Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, SM — sindrome metabolica.

Os resultados dos parametros avaliados na FMD nos grupos LGC, SM e controle estdo descritos
na tabela 8. A prevaléncia de FMD alterada (%FMD <10) foi maior no grupo LGC que no grupo SM e no
controle. Nao houve diferenca do didmetro p6s-oclusdo entre os grupos.
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Tabela 8 - Comparacéo entre os parametros avaliados pela dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial nos
grupos lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabolica e controle

. Grupo LGC Grupo SM Controle
Variaveis (n=11) (n=11) (n=22) pl* p2*
Diametro basal (mm) 2,9 (2,3-3,8) 2,7 (2,0-3,2) 2,5 (2,0-3,6) 0,041 0,015
Diametro pés-oclusao 3,2 (2,5-4,0) 3,0(2,2-4,1) 2,9 (2,4-4,0) 0,186 0,191
(mm)
% FMD 8,0 (2,9-10,3) 13,0(6,9-28,1) 16,0 (10,0-30,0) 0,005 <0,001
FMD alterada (%6FMD < 10) 9 (81,8) 2 (18,2) 0 (0,0) 0,003 <0,001

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-méaximo)- *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer e Mann-Whitney.p!=LGC
versus SM - p2=LGC versus controle Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, SM — sindrome metabolica, FMD
— dilatagdo mediada pelo fluxo.

4.9.3 Caracteristicas clinico-metabdlicas dos individuos com dilatacdo mediada por fluxo da
artéria braquial normal e alterada no grupo lipodistrofia generalizada congénita

Na tabela 9 encontram-se as caracteristicas clinico-metabdlicas entre os individuos com LGC com
FMD normal e alterada. Ndo houve diferenca entre os grupos. Também ndo houve diferenca entre os

resultados da FMD e o estadiamento puberal destes individuos (p=1, 000).
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Tabela 9 - Caracteristicas clinico-metabolicas do grupo lipodistrofia generalizada congénita com
dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial normal e alterada

Grupo LGC (n=11)

FMD alterada FMD normal

Variaveis (% FMD <10) (% FMD > 10) p*
(n=9) (n=2)
Sexo, feminino (%) 6 (66,7) 1 (50,0) 1,000
Idade (anos) 10 (5-30) 10 (6-14) 0,727
Diabetes melitus (%) 6 (66,7) 1 (50,0) 1,000
Duracao do diagnostico de diabetes 7 (1-14) 13 (13-13) 0,571
mellitus(anos)
HAS (%) 2(22,2) 0 (0,0) 1,000
PA > percentil 95 (%) 6 (66,7) 1 (50,0) 0,658
Hipercolesterolemia (%0) 4 (44,4) 2 (100,0) 0,455
Hipertrigliceridemia (%) 9 (100,0) 2 (100,0) -
HDL-colesterol baixo (%) 9 (100,0) 2 (100,0) -
Hepatomegalia (%0) 9 (100,0) 2 (100,0) -
Esteatose hepatica (%0) 5 (55,6) 0 (0,0) 0,154
Esplenomegalia (%) 4 (44,4) 0 (0,0) 0,237
Nefromegalia (%0) 5 (55,6) 2 (100,0) 0,237
Hipertrofia de VE (%) 3(33,3) 1 (50,0 1,000
Nefropatia (%) 4 (44,4) 1 (50,0) 1,000
Neuropatia periférica (%) 2 (22,2) 0 (0,0 1,000
Retinopatia diabética (%) 1(11,1) 0(0,0) 1,000

Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, FMD — dilatacdo mediada pelo fluxo,
HAS — hipertensdo arterial sistémica, PA - Pressdo arterial, HDL-c - high density lipoprotein, E — ventriculo esquerdo.

4.9.4 Parametros laboratoriais do grupo lipodistrofia generaliada congénita comdilatacdo mediada por
fluxo da artéria braquial normal e alterada

Na tabela 10, observam-se os pardmetros laboratoriais dos individuos do grupo LGC divididos de
acordo com a FMD, se normal (%FMD >10) ou alterada (%FMD <10), onde se observa niveis mais

elevados de glicemia de jejum e ferritina neste ultimo grupo.
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Tabela 10 - Parametros laboratoriais dos grupos com lipodistrofia generalizada congénita com dilatagéo
fluxo-mediada da artéria braquial normal e alterada

Grupo LGC (n=11)

FMD alterada FMD normal
Variaveis (% FMD < 10) (% FMD > 10) p*
(n=9) (n=2)

Glicemia de jejum (VR: 70 - 99 mg/dL) 102 (73-263) 74 (70-78) 0,036
Insulina basal (VR: 2,6 - 24,9 mUIl/mL) 22,3 (3,9-45,1) 54,4 (6,7-102,0) 0,909
HOMA-IR 6,3 (0,7-15,1) 4,7 (1,2-8,3) 0,727
Alc (%) (VR: até 6,4) 7,4 (4,4-12,1) 6,4 (6,2-6,6) 0,582
Leptina (VR: & -22a5,6; @ - 3,75a11,1ng/mL) 1,1 (0,8-1,4) 1,4 (1,0-1,7) 0,582
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) 136 (97-772) 144 (137-151) 0,582
HDL -colesterol (VR: & > 40; Q@ > 50 mg/dL) 31 (24-50) 27(22-32) 0,436
LDL-colesterol (VR: até 130 mg/dL) 79 (48-156) 88 (84-91) 0,333
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL) 110 (85-7123) 147 (105-189) 1,000
AST (VR: & - até 37; Q - ate 31 U/L) 23 (12-218) 25,5 (18-33) 1,000
ALT (VR: & - até 41; Q - até 31 U/L) 9 (6-219) 13,5 (5-22) 0,582
Gama GT (VR: 3 -8a41; @ -12a73 U/L) 44 (9- 108) 36 (26-46) 1,000
RAC (VR: até 29 mg/g) 89,5 (0,2- 5335,5) 67,9 (4,6- 131,2) 0,909
Cr(VR: 4-0,721,3 9 -0,6a1,10 mg/dL) 0,4 (0,3-0,7) 0,4 (0,3-0,5) 0,727
PCRus (VR: 0,1 -1 mg/dL) 0,1 (0,01- 4,4) 0,4 (0,01- 0,8) 0,727
Ferritina (VR: & - 16 2a300; Q - 4 a 161 ng/mL) 111,0 (59- 902) 42,5 (35- 50) 0,044
TSH (VR: 0,6 — 6,3 pU/ml) 1,0 (0,8-3,1) 2,2 (1,3- 3,0) 0,327
Hb (VR: 3 -12,8a17,8; @ - 11,5a 16,4 g/dL) 13,3 (10,0-16,0) 11,8 (12,0-12,0) 0,145
Ht (%) (VR: & -40a54; Q - 36 a48) 39,0 (26,8-44,0) 36,1 (35,5-36,7) 0,145

Valores expressos em mediana (minimo- maximo). *Teste Mann-Whitney. Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita,
FMD - dilatacdo mediada pelo fluxo, HOMA-IR - Homeostasis Model Assesment — Insulin Resistance, Alc - Hemoglobina glicosilada
ou HbAlc, HDL-c - high density lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein, AST - Aspartato- aminotransferase, ALT - Alanina-
aminotransferase, Gama GT — gama glutamil transferase, RAC — rela¢do albumina cratinina, CR — Creatinina, PCRus — proteina ¢
reativa ultrasenssivel, TSH - Horménio tireoestimulante, Ht — hematrocrito, Hb — Hemoglobina.

4.9.5 Caracteristicas da dilatacdo mediada por fluxo da artéria braquial grupo
lipodistrofia generalizada congénita com e sem diabetes mellitus

Na tabela 11, encontram-se os pardmetros de avaliacdo da funcdo endotelial pela FMD. Nos
individuos com LGC diabéticos e ndo diabéticos. A frequéncia de FMD alterada foi maior nos diabéticos
e estes apresentaram maior didmetro basal, menor % FMD .
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Tabela 11 - Comparacao entre os parametros avaliados pela dilatacdo fluxo-mediada da artéria
braquial no grupo lipodistrofia generalizada congénita com e sem diabetes mellitus
Grupo LGC (n=11)
Sem DM Com DM

0z o *
Variaveis (n=4) (n=7) p
Diametro basal (mm) 2,8 (2,3-3,3) 3,1(2,5-3,8) 0,230
Diametro po6s-oclusédo (mm) 3,0 (2,5- 3,6) 3,2 (2,7- 4,0) 0,412
% FMD 8,9 (5,2- 10,3) 7,1(2,9-10,3) 0,315
DMF alterada (% DMF < 10) 3(75,0) 6 (85,7) 1,000

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo)- *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer e Mann-Whitney
Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, FMD — dilatacdo mediada pelo fluxo, DM — diabetes mellitus

4.9. 6 Caracteristicas da dilatacdo da artéria braquial nos individuos do grupo lipodistrofia
generalizada congénita de acordo com o perfil genético

Na tabela 12, estdo descritos os pardmetros da FMD nos individuos com LGC de acordo com o
perfil genético. O % de FMD alterada foi maior nos pacientes BSCL2 mutantes e estes apresentaram

maior didmetro basal e menor % de FMD.

Tabela 12 - Avaliacdo da funcdo endotelial pela dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial dos
pacientes com lipodistrofia generalizada congénita de acordo com o perfil genético
Grupo LGC (n=8)

Variaveis Mutag&o no gene Mutagé&o no gene *
AGPAT2 (n=2) BSCL2(n=5)

Diametro basal (mm) 2,6 (2,3-2,8) 3,1(2,5-3,8) 0,286

Diametro p6s-oclusédo (mm) 2,8 (2,5-3,0) 3,2(2,7-4,0) 0,286

% FMD 7,9 (7,1-8,7) 5,3 (2,9-10,3) 0,429

FMD alterada (% FMD < 10) 2 (100,0) 4 (80,0) 1,000

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo)- *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer e
Mann-Whitney Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, FMD — dilatacdo mediada
pelo fluxo.
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4.9.7 Relacéo entre dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial normal e alterada, indice tornozelo
braquial e espessura intima média carotidea no grupo lipodistrofia generalizada congénita

Na tabela 13 estdo descritas a relagdes entre os valores do indice tornozelo braquial (ITB) e da
espessura intima média carotidea (EIMc) no grupo LGC com DMF normal e alterada. Ndo houve

diferenca entre 0s grupos.

Tabela 13 - Medidas da espessura intima média carotidea e do indice tornozelo braquial no grupo
lipodistrofia generalizada congénita com dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial normal e alterada

Grupo LGC (n=11)

FMD alterada FMD normal
Variaveis (% FMD < 10) (% FMD > 10) p*
(n=9) (n=2)
EIMc direita 0,61 (0,50-0,85) 0,59 (0,52-0,66) 0,811
EIMc esquerda 0,63 (0,48 — 0,65) 0,55 (0,55 — 0,56) 0,406
ITB 1,1(1,1-1,2) 1,2 (1,0-1,3) 0,436

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-méximo)- *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer
e Mann-Whitney Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, FMD — dilatacao
mediada pelo fluxo, EIMc - determinacdo da espessura intimal media carotidea, ITB — Indice tornozelo
braquial.

4.10 Avaliacdo da funcéo endotelial por tonometria arterial periférica de
lipodistrofia generalizada congénita e controle

4.10.1 Caracteristicas clinico-laboratoriais dos grupos lipodistrofia generalizada congénita e controle

Na tabela 14, estdo descritas as caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos dos grupos LGC
e controle que realizaram a tonometria arterial periférica (PAT). O grupo LGC apresentou maior

prevaléncia de DM, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e HDL-cbaixo.

Os niveis de PAS e PAD eram mais elevados no grupo LGC e observou-se também maior
frequéncia de PA acima do percentil 95. Os niveis séricos de triglicerideos foram mais elevados e o de

HDL-c mais baixos nos portadores de LGC.
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Tabela 14 - Caracteristicas clinico-laboratoriais dos grupos lipodistrofia generalizada congénita e
controle avaliados pela tonometria arterial periférica

Variaveis Grupo LGC Controle o*
(n=11) (n=11)

Sexo, feminino (%o) 7 (63,6) 8 (72,7) 1,000
Idade (anos) 10 (5-30) 11 (10-18) 0,562
DM (%) 7 (63,6) 0 (0,0) 0,004
Hipercolesterolemia (%6) 6 (54,5) 0(0,0) 0,012
Hipertrigliceridemia (%o) 11 (100,0) 0 (0,0) <0,001
HDL-colesterol baixo (%) 11 (100,0) 7 (63,6) 0,090
IMC (kg/m?) 19,0 (16,2-22,9) 17,3 (15,4-24,4) 0,652
PAS (mmHg) 122 (90-175) 102 (82-118) 0,019
PAD (mmHg) 76 (50-109) 65 (51-78) 0,040
PA > percentil 95 7 (63,6) 0(0,0) 0,004
Glicemia de jejum (VR: 70 - 99 mg/dL) 90 (70-263) 77 (65-96) 0,065
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) 137 (97-772) 131 (89-158) 0,365
HDL-colesterol (VR: & >40; Q@ > 50 mg/dL) 31 (22-50) 43 (29-61) 0,010
LDL-colesterol (VR: até 130 mg/dL) 82 (48-156) 79 (53-99) 0,824
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL) 110 (85-7123) 69 (41-129) <0,001

Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, DM — diabetes mellitus, HDL-c - high density
lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein, IMC — Indice de massa corporal, PAS — presséo arterial sitolica,

PAD - pressao arterial diastolica, PA — pressdo arterial

Comparac@es dos parametros avaliados pela tonometria arterial periférica entre os grupos lipodistrofia

generalizada congénita e controle
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As caracteristicas individuais da PAT dos pacientes do grupo LGC estdo descritas na tabela 15.

Tabela 15 - Caracteristicas individuais dos parametros avaliados pela tonometria arterial periferia nos

grupo com lipodistrofia generalizada congénita

PAT PAT
Casos RHI PAT ratio BPA PAT-AIx alterada alterada
(RHI<1,67) RHI<1,35

1 1.62 0.802 62,046 0,141 Sim nao
2 1.73 0.491 520,053 6,637 Nao nao
3 1.82 0.503 490,088 3,975 Nao nao
4 0.96 0.155 299,504 0,125 Sim sim
5 1.68 0.777 59,644 0,000 Nao nao
6 0.77 0.053 602,254 0,610 Sim sim
7 1.66 1.30 598,772 0,035 Sim nao
8 1.09 0.51 316,029 -0,236 Sim sim
9 2.25 1 136,974 0,106 Nao nao
10 1.41 0.527 360,930 -0,374 Sim nao
11 1.66 0.33 351,601 3,263 Sim nao

Abreviaturas: RHI - indice de hiperemia reativa, PAT ratio - Tonometria Arterial Periférica , PAT-Aix -
Indice de aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT, BPA — Amplitude media do pulso braquial.

Na figura 8, observa-se a diferenca entre os valores do RHI nos grupos LGC e controle. O RHI

foi menor no grupo LGC.
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Figura 8 - Indice de hiperemia reativa nos grupos lipodistrofia generalizada

congeénita e controle
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Abreviaturas LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - indice de hiperemiareativa

O PAT-AIx foi maior no grupo com LGC em comparagao ao controle conforme demonstrado

na figura 9.

Figura 9 - indice de aumento da tonometria arterial periférica
entre os grupos lipodistrofia generalizada congénita e controle.
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Abreviaturas LGC - Lipodistrofia generalizada congénita,
PAT-AIx - Indice de aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT
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Os resultados dos parametros avaliados na PAT nos grupos LGC e controle estdo descritos na
tabela 16. A prevaléncia de PAT alterada (RHI <1,67) foi de 63,6% no grupo LGC, enquanto que nenhum
dos individuos do grupo controle apresentou alteracdo da PAT.

Tabela 16 - Comparacdo entre os parametros avaliados pela tonometria arterial periférica nos grupos
lipodistrofia generalizada congénita e controle

Variaveis Grupo LGC Controle P p*
(n=11) (n=11)

RHI 1,7 (0,8-2,3) 2,1(1,7-3,0) <0,001

PAT ratio 0,5(0,1-1,3) 0,7 (0,3-1005,0) 0,438

BPA 351,6 (59,6- 602,3) 448,2 (118,9-1211,8) 0,519

PAT-Aix 0,1 (-0,4- 6,6) -0,2 (-2,0-2,0) 0,023

PAT alterada (RHI <1,67) 7 (63,6) 0 (0,0) 0,004

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-méaximo) - *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer e
Mann-Whitney Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - indice de hiperemia
reativa, PAT ratio - razdo da amplitude média do pulso digital no braco teste pre e pés oclusdo na
Tonometria Arterial Periférica , PAT-Aix - Indice de aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT,
BPA — Amplitude media pulso braquial.

4.10.3 Caracteristicas clinico-metabdlicas dos individuos do grupo lipodistrofia generalizada
congénita com tonometria arterial periférica normal e alterada

As caracteristicas clinico-metabdlicas do grupo LGC com PAT normal e alterada estdo descritas
na tabela 17. N&o houve diferenca entre os achados nos pacientes com PAT normal e alterada. Também

ndo houve diferenca entre os resultados da PAT e o estadiamento puberal (p=0,167).



Tabela 17 - Caracteristicas clinico-metabdlicas do grupo lipodistrofia generalizada congénita com

tonometria arterial periférica normal e alterada

Grupo LGC (n=11)

PAT alterada PAT normal
Variaveis (RHI < 1,67) (RHI > 1,67)
(n=7) (n=4)
Sexo, feminino (%o) 4 (57,1) 3 (75,0)
Idade (anos) 14 (5;30) 12 (6;14)
Diabetes mellitus (%) 5(71,4) 2 (50,0)
Duracao do diagndstico de diabetes mellitus 8,5 (6;14) 1,8 (1,0;2,5)
‘anos)
HAS (%) 2 (28,6) 0
PA > percentil 95 5(71,4) 2 (50,0)
Hipercolesterolemia (%0) 5(71,4) 1 (25,0)
Hipertrigliceridemia (%) 7 (100,0) 4 (100,0)
HDL-colesterol baixo (%) 7 (100,0) 4 (100,0)
Hepatomegalia (%0) 7 (100,0) 4 (100,0)
Esteatose hepatica (%0) 3 (42,9) 2 (50,0)
Esplenomegalia (%0) 2 (28,6) 2 (50,0)
Nefromegalia (%0) 4 (57,1) 3 (75,0)
Hipertrofia de VE (%) 2 (28,6) 2 (50,0)
Nefropatia (%) 4 (57,1) 2 (50,0)
Neuropatia periférica (%) 2 (28,6) 0 (0,0)
Retinopatia (%) 1(11,1) 0(0,0)

p*

1,000
0,315
0,576
0,095

0,095
0,576
0,242

1,000
1,000
1,000
0,576
1,000
0,491
1,000

Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - Indice de hiperemia reativa, PAT -
Tonometria Arterial Periférica, HAS — hipertensdo arterial sistémica, PA — Pressao arterial, HDL-c - high
density lipoprotein, VE — Ventriculo esquerdo.

4.10.4 Parametros laboratoriais dos individuos do grupo lipodistrofia generalizada

congénita tonometria arterial periférica normal e alterada

Na tabela 18, estdo descritos os resultados da avaliagéo laboratorial do grupo LGC com PAT

normal e alterada. Os pacientes com PAT alterada apresentaram niveis de insulina basal mais baixos que

aqueles com exame normal.



Tabela 18 - Parametros laboratoriais do grupo lipodistrofia generalizada congénita com tonometria

arterial periférica normal e alterada

90

Grupo LGC (n=11)

PAT alterada PAT normal
Variaveis (RHI < 1,67) (RHI > 1,67) p*
(n=7) (n=4)

Glicemia de jejum (VR: 70 — 99 mg/dL) 102 (70-263) 87 (78-129) 0,788
Insulina basal (VR: 2,6 - 24,9 mUIl/mL) 19,0 (3,9-24,7) 39,3(19,8-102,0) 0,042
HOMA-IR (VR: até 2,71) 5,1(0,7-15,1) 7,9 (6,3-9,2) 0,315
Alc (%) (VR: até 6,4) 7,3 (4,6-12,1) 7,2 (4,4-8,3) 0,927
Leptina (VR: & -2 a5,6;

©-375a11.1ng/mL) 1,3 (1,0-1,7) 1,0 (0,8-1,4) 0,230
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) 137 (97-772) 137 (120-151) 0,788
HDL-colesterol (VR: 3 > 40; 0.315
Q >50 mg/dL) 32 (25-50) 28 (22-41) ’
LDL-colesterol (VR: até 130 mg/dL) 82 (48-156) 83 (74-91) 0,730
Triglicerideos (VR: <150 mg/dL) 122 (96-7123) 98 (85-189) 0,230
AST (VR: & - até 37; Q - ate 31 U/L) 22 (17-218) 29 (12-60) 0,648
ALT (VR: & - até 41; Q - até 31 U/L) 9 (5-219) 20 (8-68) 0,412
Gama GT (VR: &-0,7a1,3 1.000
©-0,6al1,10U/L) 26 (15-108) 45 (9-85) :
RAC (VR: até 29 mg/dL) 215 (0,2-5335,5) 52,2 (3,1-131,2) 0,412
Creatinina (VR:0,60-1,30 mg/dL) 0,4 (0,3-0,7) 0,4 (0,3-0,5) 0,412
PCRus (VR: 0,1 -1 mg/dL) 0,1(0,01-4,4) 0,5 (0,01-2,0) 0,527
Ferritina (VR: & - 16 a 300; 0.833
Q- 4a161ng/mL) 96 (35-200) 59 (50-902) :
TSH (mUI/mL)(VR: 0,6 - 6,3) 1,8 (0,8-3,1) 1,0 (0,9-1,3) 0,412
Hb (VR: & - 12,8 a 17,8; A7
©-115a16,4 g/dL) 13,1 (10,0-14,0) 13,8 (12,0-16,0) :
Ht (%) (VR: & -40a54; Q - 36 a 48) 37,2 (26,8-41,2) 39,3 (36,7-44,0) 0,412

Valores expressos em mediana (minimo- maximo). *Teste Mann-Whitney. Abreviaturas : LGC - Lipodistrofia
generalizada congénita, PAT - Tonometria Arterial Periférica, RHI - Indice de hiperemia reativa, HOMA-IR -
Homeostasis Model Assesment — Insulin Resistance, Alc - Hemoglobina glicosilada ou HbAlc, HDL-c - high
density lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein, AST - Aspartato-aminotransferase, ALT - Alanina-
aminotransferase, Gama GT — gama glutamil transferase, RAC — relacdo albumina cratinina, PCRus — proteina ¢
reativa ultrasenssivel, TSH - Hormonio tireoestimulante, Ht — hematrocrito, Hb — Hemoglobina.
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4.10.5 Caracteristicas da tonometria arterial periférica no grupo lipodistrofia generalizada
congénita com e sem diabetes mellitus

Na tabela 19, estdo descritos os parametros avaliados pela PAT nos individuos com LGC com e

sem DM. Néo houve diferenca entre 0s grupos.

Tabela 19 - Pardmetros avaliados pela tonometria arterial periférica no grupo lipodistrofia generalizada
congénita com e sem diabetes mellitus

Grupo LGC (n=11)

Variaveis N&o Diabeticos Diabéticos o*
(n=4) (n=7)

RHI 1,7 (1,0-1,8) 1,7 (0,8-2,3) 0,788

PAT ratio 0,5 (0,2-0,8) 05(0,1-1,3) 0,527

BPA 394,8 (62,0-520,1)  351,6 (59,6- 602,3) 0,927

PAT — Aix 2,1(0,1-6,6) 0,04 (-0,4-3,3) 0,073

PAT alterada (RHI < 1,67) 2 (50,0) 5(71,4) 0,576

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo) *Teste Qui-quadrado ou Exato de
Fischer e Mann-Whitney Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - Indice
de hiperemia reativa, PAT ratio - razdo da amplitude média do pulso digital no braco teste pré e
pos oclusdo na Tonometria Arterial Periférica, PAT-Aix - indice de aumento derivado da onda de
pulso obtida pelo PAT, BPA — Amplitude media do pulso braquial.

4.10.6 Caracteristicas da tonometria arterial periférica nos individuos do grupo
lipodistrofia generalizada congénita de acordo com o perfil genético

Os resultados da avaliacdo pela PAT nos individuos do grupo LGC portadores de mutacdo nos
genes AGPAT2 e BSCL2 encontram-se na tabela 20. N&o houve diferenca nos parametros avaliados pela

PAT entre estes grupos.
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Tabela 20 - Avaliacdo da funcédo endotelial pela tonometria arterial periférica em individuoscom

lipodistrofia generalizada congénita de acordo com o perfil genético

Grupo LGC (n=8)

Variaveis Mutagao no gene Mutacéo no gene *
AGPAT2 (n=2) BSCL2 (n=5) P
RHI 1,6 (1,4-1,8) 1,7 (0,8-2,3) 0,857
PAT ratio 0,5 (0,5-0,5) 0,5(0,1-1,0) 0,857
BPA 425,5 (360,9-490,1) 316,0 (59,6-602,3) 0,643
PAT-AIx 1,8 (-0,4-4,0) 0,1 (-0,2-6,6) 0,857
PAT alterada (RHI < 1,67) 1 (50,0) 2 (40,0) 1,000

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-méaximo) *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer e
Mann-Whitney Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - indice de hiperemia
reativa, PAT ratio - Raz&o da amplitude média do pulso digital no brago teste pré e p6s oclusdo, PAT-
Aix - indice de aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT, BPA — Amplitude media do pulso
braquial.

4.10.7 Analise da associacdo entre tonometria arterial periférica normal e alterada, indice
tornozelo braquial e espessura intima meédia carotidea no grupo lipodistrofia generalizada
congeénita

Na tabela 21, mostra a analise da associacdo entre as medidas do ITB e da EIMc no grupo LGC

de com PAT normal e alterada. N&o houve diferenga entre os grupos.

Tabela 21 - Medidas da espessura intima média carotidea e do indice tornozelo braquial no grupo
lipodistrofia generalizada congénita com tonometria arterial periférica normal e alterada

Grupo LGC (n=11)

PAT alterada PAT normal
Variaveis (RHI <1,67) (RHI > 1,67) *p
(n=7) (n=4)
EIMc direita 0,61 (0,5-0,85) 0,58 (0,28-0,69) 0,848
ITB esquerda 0,59 (0,48 -0,65) 0,59 (0,55 -0,63) 0,703
ITB 1,2 (1,1-1,3) 1,2 (1,0-1,3) 0,792

Valores expressos em n (%) ou mediana (minimo-maximo) *Teste Qui-quadrado ou Exato de Fischer e Mann-Whitney
Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - Indice de hiperemia reativa, PAT - Tonometria Arterial
Periférica, EIMc - determinacdo da espessura intimal media carotidea, ITB — Indice tornozelo braquial.
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4.10.8 Analise de concordancia entre os resultados da avaliacdo da funcéo endotelial por
dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial e tonometria arterial periférica no grupo
lipodistrofia generalizada congénita

Quando analisada a concordancia entre os resultados encontrados na FMD e na PAT nos pacientes
com LGC, observou-se que somente 36,4% apresentavam-se discordantes (0,120) (tabela 22).

Tabela 22 - Anélise de concordancia entre os resultados da dilatacdo fluxo-mediada da artéria
braquial e da tonometria arterial periférica nos pacientes com lipodistrofia generalizada congénita

Concordancia entre DMF e

Casos  o5FMD %FMD<10  RHI RHI < 1,67

LGC PAT
1 5.2 + 1.62 + Sim
2 10.3 - 1.73 - Sim
3 8.7 + 1.82 - Nao
4 9.1 + 0.96 + Sim
5 3.2 + 1.68 - Nao
6 2.9 + 0.77 + Sim
7 10.3 - 1.66 + Nao
8 8.0 + 1.09 + Sim
9 5.3 + 2.25 - Nao
10 7.1 + 1.41 + Sim
11 8.8 + 1.66 + Sim

Abreviaturas: LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, RHI - Indice de hiperemia reativa, PAT -
Tonometria Arterial Periférica, FMD — dilatagdo mediada pelo fluxo.
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4.10.9 Andlises das correlagfes entre os parametros da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial e
parametros clinico-laboratoriais dos grupos lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabdlica e
controle

Na tabela 23, estdo descritas as analises das correlaces entre %FMD, diametro basal da artéria
braquial, didmetro pds-oclusdo e parametros clinico-laboratoriais dos grupos LGC, SM e controle
submetidos a FMD. Observou-se correlacdo negativa da %FMD com PAS, PAD, triglicerideos e diametro
basal da artéria braquial; e correlacdo positiva com HDL-c. O diametro basal da artéria braquial se
correlacionou positivamente com a idade, PAS, PAD, didametro pés-oclusdo. J& o didmetro pds-oclusdo
apresentou correlacdo positiva com a idade, PAS ePAD.

Tabela 23 - Anélises das correlagdes entre os parametros da dilatagdo fluxo-mediada da artéria braquial e
parametros clinicos-laboratoriais nos grupos lipodistrofia generalizada congénita, sindrome metabdlica e
controle

n=44

Variaveis %FMD Diametro basal Diametro pds-ocluséo

r P r P r Y
Idade (anos) -0,017 0,911 0,345 0,022 0,390 0,009
PAS (mmHg) -0,332 0,028 0,465 0,001 0,429 0,004
PAD (mmHg) -0,318 0,035 0,351 0,019 0,281 0,064
IMC (kg/m?) -0,037 0,809 0,212 0,167 0,226 0,39
Glicemia de jejum (VR: 70 - 99 -0,229 0,134 0,238 0,119 0,183 0,235
mg/dL)
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) -0,067 0,663 -0,019 0,903 -0,057 0,711
HDL-¢ (VR: & > 40; Q > 50 mg/dL) 0,295 0,052 -0,133 0,391 -0,062 0,689
LDL-c (VR: até 130 mg/dL) -0,015 0,925 0,026 0,870 -0,015 0,926
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dl) -0,399 0,007 0,117 0,448 0,002 0,884
Diametro basal (mm) -0,426 0,004 - - 0,954 <0,001
Diametro po6s-oclusdo (mm) -0,169 0,271 0,954 <0,001 - -
FMD (%) - - -0,426 0,004 -0,169 0,271

Abreviaturas: FMD — dilatacdo mediada pelo fluxo, HDL-c - high density lipoprotein, LDL-c - low density
lipoprotein, PA — presséo arterial, IMC — Indice de massa corporal, PAS — presséo arterial sitolica, PAD —
presséo arterial diastdlica,

Correlagdo de Spearman (p>0,005)



95

4.10.10 Andlises das correlacbes entre os pardmetros da dilatagdo fluxo-mediada da artéria
braquial e parametros clinico-laboratoriais e da tonometria arterial periférica nos grupos
lipodistrofia generalizada congénita e controle

Na tabela 24, estdo descritas as correlagdes entre parametros da FMD, da PAT e parametros
clinico-laboratoriais nos grupos LGC e controle submetidos a FMD e a PAT. A % FMD apresentou
correlacdo negativa com PAS, glicemia de jejum, triglicerideos e didametro basal. O didmetro basal
apresentou correlacdo positiva com PAS e com o didmetro pés-oclusdo. O diametro pés-oclusdo

apresentou correlacdo positiva com PAS.

Tabela 24 - Analises das correlacGes entre os parametros da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial e
parametros clinico-laboratoriais e da tonometria arterial periférica nos grupos lipodistrofia generalizada
congénita e controle

. n=22
variaveis %FMD Diametro basal Diametro pés-ocluséo
r p r Y R Y
Idade (anos) 0,037 0,867 0,274 0,217 0,364 0,096
PAS (mmHg) -0,466 0,029 0,656 0,001 0,625 0,002
PAD (mmHg) -0,348 0,112 0,374 0,087 0,277 0,211
IMC (kg/m?) -0,179 0,423 0,363 0,096 0,342 0,119
Glicemia de jejum (VR: 70 - 99 mg/dL) -0,494 0,019 0,378 0,083 0,288 0,194
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) -0,173 0,442  -0,085 0,705 -0,174 0,439
HDL-¢ (VR: & > 40; Q > 50 mg/dL) 0,352 0,108 -0,338 0,123 -0,222 0,321
LDL-c (VR: até 130 mg/dL) 0,003 0,991 -0,175 0,460 -0,246 0,295
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL) -0,596 0,003 0,257 0,247 0,011 0,960
Diametro basal (mm) -0,616 0,002 - - 0,921 <0,001
Diametro pds-oclusao (mm) -0,286 0,196 0,920 <0,001 - -
%FMD - - -0,615 0,002 -0,286 0,196
RHI 0,611 0,002 -0,273 0,218 -0,055 0,807
PAT ratio 0,032 0,888 0,004 0,986 -0,026 0,908
PAT-Aix -0,290 0,190 0,405 0,061 0,320 0,146
BPA 0,320 0,146  -0,149 0,507 -0,005 0,982

Correlacdo de Spearman (p>0,005) Abreviaturas: FMD — dilatacdo mediada pelo fluxo, PAS — pressao arterial
sitolica, PAD — pressdo arterial diastdlica, IMC — Indice de massa corporal, HDL-c - high density lipoprotein,
LDL-c - low density lipoprotein, RHI - indice de hiperemia reativa, PAT ratio - Tonometria Arterial Periférica,,
BPA - Amplitude média do pulso basal
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4.10.11 Analises das correlagdes entre as caracteristicas avaliadas pela tonometria arterial
periférica e parametros clinico-laboratoriais nos grupos lipodistrofia generalizada congénita e
controle

As anélises das correlagdes entre os pardmetros da PAT e os achados clinico-laboratoriais e da
FMD nos grupos LGC e controle submetidos a PAT estdo descritas na tabela 25. O RHI apresentou
correlacdo negativa com PAD e triglicerideos. O PAT-Alx apresentou correlacdo negativa comHDL-c.

Tabela 25 - Andlises das correlacfes entre as caracteristicas da tonometria arterial periférica e pardmetros
clinico-laboratoriais nos grupos lipodistrofia generalizada congénita e controle

Correlagdo de Spearman (n=22)

Variaveis RHI PAT ratio PAT-Alx BPA

r p r p r p r P
Idade (anos) 0,245 0,271 0,306 0,165 -0,220 0,325 0,116 0,607
PAS (mmHg) -0,199 0,373 0,099 0,661 0,354 0,106 0,057 0,800
PAD (mmHg) -0,443 0,038 -0,062 0,817 0,309 0,162 0,063 0,781
IMC (Kg/m?) 0,077 0,733 0,377 0,083 0,092 0,684 -0,294 0,183
Glicemia de jejum (mg/dL) -0,292 0,187 -0,097 0,666 0,176 0,433 -0,259 0,245
(VR:70-99)
Colesterol total (mg/dL) -0,298 0,178 -0,127 0,571 -0,015 0,948 0,125 0,578
(VR: até 200)
HDL-c (mg/dL) 0,384 0,078 0,105 0,642 -0,537 0,009 0,249 0,263
(VR: & > 40; Q > 50)
LDL-c (mg/dL) 0,057 0,810 0,053 0,825 0,222 0,346 0,095 0,689
(VR: até 130)
Triglicerideos (mg/dL) -0,723 <0,001 -0,315 0,153 0,258 0,247 0,002 0,994
(VR: < 150)

Correlacdo de Spearman (p>0,005) Abreviaturas: RHI - Indice de hiperemia reativa, PAT ratio - Tonometria
Arterial Periférica, BPA - Amplitude média do pulso basal, PAS — pressao arterial sitolica, PAD — pressdo arterial
diastdlica, IMC — Indice de massa corporal, HDL-c - high density lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein,

4.10.12 Andlises das correlagfes entre os pardmetros da dilatagdo fluxo-mediada da artéria
braquial com os achados clinico-laboratoriais, indice tornozelo braquial, media da espessura
intima média carotidea e os achados da tonometria arterial periférica no grupo lipodistrofia
generalizada congénita.
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A tabela 26 mostra as analises das correlacbes entre os parametros da FMD com os achados
clinico-laboratoriais, ITB, EIMc e os achados da PAT no grupo LGC. Observou-se uma correlagdo
negativa entre FMD e ferritina; correlagdo negativa com EIMc e positiva com didmetro pds-ocluséo e
didmetro basal.

Tabela 26 - Anélises das correlagdes entre os parametros da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial com os

achados clinico-laboratoriais, indice tornozelo braquial, media da espessura intima média carotidea e os achados
da tonometria arterial periférica no grupo lipodistrofia generalizada congénita.

Correlagdo de Spearman (n=11)

Vs FMD Diametro Diametro pos-
basal ocluséo
r P r p r Y
Idade (anos) 0,032 0925 0,219 0542 0,343 0,301
PAS (mmHg) -0,132 0,698 0,378 0,281 0,423 0,195
PAD (mmHg) 0,291 0,386 -0,388 0,267 -0,267 0,427
IMC (kg/m?) -0,082 0,810 0,319 0,369 0,369 0,265
Glicemia de jejum (VR: 70 — 99 mg/dL) -0,519 0,102 -0,073 0,841 -0,045 0,893
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) -0,171 0,615 -0,303 0,395 -0,326 0,327
HDL-¢ (VR: & > 40; Q > 50 mg/dL) -0,251 0,456 -0,021 0,953 -0,041 0,904
LDL-c (VR: até 130 mg/dL) -0,100 0,797 -0,289 0,487 -0,458 0,215
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL) -0,027 0,936 -0,299 0,402 -0,174 0,608
Insulina basal (VR: 2,6 - 24,9 mUI/mL) 0,360 0,277 -0,065 0,880 0,165 0,627
AlC (%)(VR: até 6,4) -0,533 0,091 0408 0,241 0,358 0,280
HOMA-IR (VR: até 2,71) 0,009 0,979 -0,573 0,083 -0,348 0,293

Leptina (VR: & -2a5,6; 9 -3,75a 11,1 ng/mL) 0,209 0,538 -0,110 0,761 -0,085 0,804
Ferritina (VR: & - 16 2a300; Q - 4 a 161 ng/mL) -0,729 0,017 0,134 0,730 0,055 0,879

PCRus (VR: 0,1 -1 mg/dL) -0,00 0,769 -0,100 0,797 0,006 0,986
RAC (VR: até 29 mg/dL) -0,109 0,749 0,232 0,519 0,312 0,350
ITB 0,311 0,352 -0,576 0,081 -0,445 0,169
EIMc 0,483 0,132 -0,689 0,027 -0,497 0,120
Diéametro basal (mm) -0,156 0,648 - - 0,969 <0,001
Diametropds-oclusdo (mm) 0,027 0,936 0,969 <0,001 - -

%FMD - - -0,281 0,431 0,028 0,936
RHI 0,189 0,577 -0,043 0,906 0,037 0,914
PAT ratio -0,069 0,863 -0,189 0,601 -0,183 0,589
PAT-AIx 0,269 0,424 0,170 0,637 0,128 0,707
BPA 0,359 0,277 -0,225 0,531 -0,064 0,851

Correlagéo de Spearman (p>0,005) Abreviaturas: FMD — dilatagdo mediada pelo fluxo, , PAS — presséo arterial sitolica, PAD
— pressdo arterial diastélica, IMC — Indice de massa corporal, HDL-c - high density lipoprotein, LDL-c - low density
lipoprotein, Alc - Hemoglobina glicosilada ou HbAlc, HOMA-IR - Homeostasis Model Assesment — Insulin Resistance,
PCRus — proteina c reativa ultrasenssivel, RAC — relacdo albumina cratinina, ITB — Indice tornozelo braquial, EIMc -
determinacéo da espessura intimal media carotidea, FMD — dilatacdo mediada pelo fluxo, RHI - indice de hiperemia reativa,
PAT ratio - Tonometria Arterial Periférica, PAT-Aix - Indice de aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT, BPA -
Amplitude média do pulso basal



98

4.10.13 Analises das correlagfes entre os parametros da tonometria arterial periférica com 0s
achados clinico-laboratoriais, indice tornozelo braquial, média da espessura da intima-média
carotidea no grupo lipodistrofia generalizada congénita

Na tabela 27, esta descrita as analises das correlaces entre os pardmetros da PAT com os achados

clinico-laboratoriais, ITB, EIM-c no grupo LGC. Observou-se correlacdo positiva entre RHI e insulina e

negativa com triglicerideos. Observou-se também uma relagéo positiva do BPA com LDL-c

Tabela 27 - Anélises das correlacdes entre os parametros da tonometria arterial periférica com os achados clinico-
laboratoriais, indice tornozelo braquial, média da espessura intima media carotidea no grupo lipodistrofia

generalizada congénita.

Correlagdo de Spearman (n=11)

Variaveis RHI PAT ratio PAT-AIxX BPA

r P r P r P r P
Idade (anos) -0,092 0,788 0,115 0,736 -0,510 0,109 0,092 0,788
PAS (mmHg) 0,205 0,544 0,065 0,873 -0,005 0,989 0,301 0,369
PAD (mmHg) -0,247 0464 -0,183 0,591  -0,055 0,873 0,502 0,115
IMC (Kg/m?) 0,082 0,810 0,242 0,473 -0,402 0,221 0,096 0,779
Glicemia de jejum (VR: 70 — 99 -0,328 0,325 -0,282 0,401 -0,464 0,151 -0,045 0,894
mg/dL)
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) -0,203 0,549 0,041 0,905 -0,251 0,457 0,506 0,112
HDL-c (VR: & > 40; Q >50mg/dL) -0,199 0,558 0,219 0,518 -0,506 0,112 0,164 0,629
LDL-c (VR: até 130 mg/dL) 0,050 0,898 -0,033 0,932 0,450 0,224 0,683 0,042*
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL) -0688 0,019 -0,464 0,151 -0,336 0,312 0,264 0,433
Alc (%) (VR: até 6,4) -0,141 0,679 0,018 0,958 0,427 0,190 0,045 0,894
Insulina basal (VR: 2,6 - 24,9 0,610 0,046 0,263 0,433 -0,427 0,189 0,100 0,769
muUl/mL)
HOMA-IR (VR: até 2,71) 0,232 0492 -0,073 0,832 -0,218 0,519 0,091 0,790
Leptina (ng/mL ) -0,185 0,586 0,497 0516 -0,229 0,498 -0,164 0,631
(VR: 8 -2a5,6; 9 -375a11,1)
Ferritina (ng/mL) -0,492 0,148 -0,188 0,603 -0,564 0,089 -0,454 0,187
(VR: 8- 162300; Q - 4a161)
PCRus (VR: 0,1 -1 mg/dL) -0,005 0989 -0,188 0,602 -0,395 0,258 -0,340 0,336
RAC (VR: até 29 mg/dL) -0,401 0,222 -0,473 0,242 -0,182 0,593 0,345 0,298
ITB -0,118 0,731  -0,432 0,184 0,073 0,829 -0,087 0,798
ElMc 0,223 0,509 -0,223 0,509 0,137 0,689 0,169 0,620

Correlagio de Spearman (p>0,005) Abreviaturas: RHI - indice de hiperemia reativa, PAT ratio - Tonometria Arterial
Periférica, , PAT-Aix - indice de aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT, BPA - Amplitude média do pulso basal,
PAS — pressdo arterial sitolica, PAD — pressao arterial diastolica, IMC — Indice de massa corporal, , HDL-c - high density
lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein, Alc - Hemoglobina glicosilada ou HbAlc, HOMA-IR - Homeostasis Model
Assesment — Insulin Resistance, , PCRus — proteina ¢ reativa ultrasenssivel, RAC — relacdo albumina cratinina, ITB — Indice
tornozelo braquial, EIMc - determinacéo da espessura intimal media carotidea
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4.10.14 Analises das correlacGes entre indice tornozelo braquial, média da espessura intima média

carotidea e caracteristicas clinicas, laboratoriais e pardmetros de avaliacdo da funcdo endotelial
pela dilatagdo fluxo-mediada da artéria braquial e tonometria arterial periférica no grupo
lipodistrofia generalizada congénita

Nesta analise, observou-se correlacdo positiva entres ITB e EIMcm e entre a EIMcm e HOMA-IR

Tabela 28 - Analises das correlacGes entre indice tornozelo braquial, média da espessura intima
média carotidea e caracteristicas clinicas, laboratoriais e parametros de avaliacdo da funcao
endotelial pela dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial e tonometria arterial periférica no
grupo lipodistrofia generalizada congénita

LGC (n=11)
Variaveis ITB EIMcm
r p r p

Idade (anos) 0,035 0,919 0,046 0,893
PAS (mmHg) -0,415 0,205 -0,103 0,746
PAD (mmHg) 0,323 0,332 0,442 0,174
IMC (kg/m?) -0,218 0,402 0,018 0,863
Glicemia de jejum (VR: 70 - 99 mg/dL) 0,276 0,412 0,182 0,592
Insulina basal (VR: 2,6 - 24,9 mUI/mL) 0,290 0,388 0,537 0,088
AlC (%) (VR: até 6,4) -0,377 0,253 -0,282 0,400
HOMA-IR (VR: até 2,71) 0,451 0,164 0,683 0,020
Colesterol total (VR: até 200 mg/dL) -0,141 0,680 0,216 0,522
HDL-c (VR: & > 40; Q@ > 50 mg/dL) -0,101 0,767 0,200 0,554
LDL-c (VR: até 130 mg/dL) -0,286 0,456 0,025 0,949
Triglicerideos (VR: < 150 mg/dL) 0,326 0,327 0,191 0,573
Ferritina (VR: & - 16 a300; ¢ - 4 a 161 ng/mL) 0,209 0,562 -0,200 0,579
Leptina (VR: & -2a5,6; 9 -3,75a11,1 ng/mL) 0,201 0,553 -0,307 0,359
PCRus (VR: 0,1 -1 mg/dL) 0,401 0,222 0,155 0,668
RAC (VR: até 29 mg/dL) 0,069 0,840 0,169 0,620
ITB - - 0,719 0,013
EIMc (cm) 0,593 0,050 - -
Diametro basal da artéria braquial (mm) -0,508 0,111 -0,689 0,027
Diametro po6s-oclusdo da artéria braquial (mm) -0,445 0,170 -0,497 0,120
% FMD 0,311 0,352 0,429 0,188
RHI -0,118 0,731 0,100 0,769
PAT ratio -0,432 0,184 -0,223 0,509
BPA -0,087 0,798 0,236 0,484

Correlagdo de Spearman (p>0,005) LGC - Lipodistrofia generalizada congénita, ITB — Indice tornozelo braquial, EIMc -
determinagdo da espessura intimal media carotidea, PAS — pressdo arterial sitolica, PAD — pressdo arterial diastolica, IMC
— Indice de massa corporal, , Alc - Hemoglobina glicosilada ou HbAlc, HOMA-IR - Homeostasis Model Assesment —
Insulin Resistance, HDL-c - high density lipoprotein, LDL-c - low density lipoprotein, , PCRus — proteina ¢ reativa
ultrasenssivel, RAC — rela¢do albumina cratinina, ITB — Indice tornozelo braquial, EIMc - determinacdo da espessura
intimal media carotidea, FMD — dilatagio mediada pelo fluxo, RHI - indice de hiperemia reativa, , PAT-Aix - indice de
aumento derivado da onda de pulso obtida pelo PAT, BPA - Amplitude média do pulso basal
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5 DISCUSSAO

O principal achado desse estudo foi uma elevada prevaléncia de disfuncéo endotelial avaliada pela
dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial e pela tonometria arterial periférica em individuos com LGC.
O comprometimento da fungéo endotelial no grupo com LGC se mostrou mais grave quando comparado
aos individuos com sindrome metabdlica, e tanto a FMD quanto a PAT se mostraram métodos alterados
na investigacdo da disfuncdo endotelial nesses pacientes. Tais resultados ainda ndo foram descritos na

literatura.

5.1 Descricdo da casuistica de individuos com lipodistrofia generalizada congénitaavaliados

5.2 Dados sécio demograficos

A LGC é uma condicédo de heranca autossdmica recessiva com uma prevaléncia de 1:10.000.000
de nascidos vivos (GARG, 2004). Existem aproximadamente 60 pacientes com LGC descritos no Brasil
e, considerando que a populacéo brasileira é de aproximadamente 198 milhGes de pessoas, estima-se uma
prevaléncia nacional de 3/10.000.000 de nascidos vivos, o que faz do Brasil um dos paises com maior
nimero de casos do mundo. A regido Nordeste concentra 0 maior nimero de casos. Na regido do Serido,
no interior do estado do Rio Grande do Norte (RN), a prevaléncia chega a 16/1.000.000 (BARRA et al.,
2011; ROCHA, 2010), com um numero de aproximadamente 40 pacientes seguidos atualmente.

A casuistica de pacientes portadores de LGC no estado do Ceara é formada por 18 individuos (15
em seguimento regular, dois recém-diagnosticados e um ébito). Assim, a prevaléncia aproximada de LGC
no Cearéa seria em torno de 3/1.000.000, sendo a segunda maior populacdo com LGC do pais. Apesar de
atualmente existirem 15 pacientes com LGC em seguimento regular no servigo de referéncia do Hospital
Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara, nesta pesquisa, em decorréncia da idade

<5 anos em 4 individuos, a funcdo endotelial foi avaliada apenas em 11 pacientes.
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Em relacdo a procedéncia, observou-se uma distribuicdo dos casos por vérias cidades das
microrregides do estado, ndo havendo predominancia de nenhuma dessas regides.

Ainda ndo estd claro o motivo da maior prevaléncia de LGC em nosso meio. Uma possivel
explicacdo seria a elevada taxa de casamentos consanguineos na regido Nordeste, que chega a uma
frequéncia de 9%, bastante relevante quando comparada a 0,62% de frequéncia nas regides Sul e Sudeste
(LLERENA, 2000). Em 1999, quando foi sugerido o carater recessivo de transmissao da LGC, GARG ja
havia documentado a elevada prevaléncia de consanguinidade entre pais de individuos com LGC em
populagdes turcas, caucasianas, africanas, espanholas e chinesas (GARG et al., 1999). Neste estudo, a
taxa de consanguinidade foi de 63,3%.

Em relacdo ao sexo, a literatura descreve uma proporcao entre individuos do sexo feminino e
masculino de 1-2:1. (HANDELSMAN et al., 2013). No grupo avaliado observou-se uma proporcao
semelhante, com sete pacientes do sexo feminino e quatro masculinos.

Houve maior propor¢do de criangas e adolescentes nessa casuistica, com apenas 2 individuos
adultos. O mau prognostico, com uma sobrevida média de aproximadamente 30 anos (ELTERMANN et
al., 2010), poderia justificar a menor proporcao de adultos nessa populacao.

Assim como o encontrado na presente casuistica, ndo existe uma predominancia caracteristica de

acometimento racial, com descri¢es de casos de LGC em todos 0s grupos étnicos (GARG, 2004).

5.2.1 Caracteristicas genotipicas

A avaliacdo genética nesse estudo foi realizada inicialmente com o estudo molecular dos genes
BSCL2 e AGPAT2 (os mais associados a essa condic¢ao). Observou-se que mutagdes no gene BSCL2 foram
mais frequentes, sendo encontradas em cinco individuos. As mutagbes do gene AGPAT2 foram
responsaveis pela LCG em dois pacientes. Nesta casuistica, quatro participantes ainda ndo dispunham de
estudo genético, pois apesar de terem estudo coletado o resultado ainda ndo estava disponivel no momento

da avaliagdo.
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A mutacdo Leul24Serfs*26, decorrente da delecdo dos nucleotideos GCTC no éxon 3 do gene
AGPAT?2, foi encontrada em dois dos nossos pacientes (casos 3 e 10), ndo relacionados, sendo uma em
heterozigose composta e outra em homozigose. Vale ressaltar que essa mutacdo ndo havia sido descrita
na literatura e se trata de uma mutacao grave que gera uma proteina truncada com provavel dano funcional.

A mutacdo intronica ¢.589-2A>G (rs116807569) no gene AGPAT2, encontrada na paciente 10 em
heterozigose composta, foi descrita em pacientes pertencentes a cinco familias de ascendéncia africana,
procedentes dos Estados Unidos e Caribe, em homozigose e em heterozigose composta (AGARWAL et
al., 2002). Localiza-se em um sitio de splicing e resulta em mudanga do quadro de leitura com geragéo de
cddon de parada na posicao 228 (GIn196fs*228).

A mutacdo Argl38* (rs137852970) no gene BSCL2, encontrada na paciente 5 em homozigose, foi
descrita em uma familia de origem franco-portuguesa e duas de origem portuguesa em homozigose
(MAGRE et al., 2001).

Em trés pacientes (casos 2,6,8) foi identificada a mutacdo Thrl09Asnfs*5 (rs786205071),
localizada no gene BSCL2, decorrente da duplicacdo do nucleotideo A da posi¢do 325 do transcrito,
ocorrendo em homozigose em trés casos e heterozigose em um caso. Essa mutacdo foi descrita em duas
familias sul-africanas de origem portuguesa, em uma crianca canadense também de origem portuguesa e
em 18 pacientes pertencentes a 15 familias brasileiras procedentes do RN (BHAYANA et al., 2002; FU
etal., 2004; MAGRE et al., 2001).

A mutacdo Met101Lysfs*11 (rs786205069), decorrente da insercdo de 2 nucleotideos A no éxon
4 do gene BSCL2, foi identificada no paciente 9 em heterozigose e havia sido descrita em uma familia
brasileira (MAGRE et al., 2001).
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5.2.2 Caracteristicas clinico-metabdlicas

A LCG ¢é caracterizada por graus variaveis de reducdo de tecido adiposo (GARG, 2000), e a
intensidade de perda de gordura corporal determina a gravidade do comprometimento metabolico e outras
complicacbes (GARG, 2004). Assim, pode haver comprometimento de tecido adiposo metabolicamente
ativo isolado ou associado a perda do tecido adiposo com fungdo mecanica. A perda significativa de tecido
adiposo com funcdo mecanica em regides de palmas das maos, periarticular, couro cabeludo, regido reto-
orbitaria e plantas dos pés foi observada em BSCL2 mutantes, estando preservados em individuos com
mutacdo no gene AGPAT2 (SIMHA; GARG, 2003). Contudo, independentemente do tipo de mutacéo,
desde o nascimento ou logo nos primeiros meses de vida esses individuos apresentam em geral
musculatura proeminente e flebomegalia, caracteristicas observadas em todos os pacientes da casuistica
avaliada.

A acanthosis nigricans, caracterizada por uma erupgdo cuténea aveludada com papilomatose,
hiperceratose e hiperpigmentacdo da epiderme (GARG et al., 1999; SEIP; TRYGSTAD, 1996), foi um
achado clinico presente em todos os participantes. Esta representa clinicamente diferentes graus
resisténcia a insulina, observando-se maior intensidade da acanthosis nigricans naqueles individuos com
maiores valores de insulina e HOMA-IR.

O fendtipo acromegaldide, caracterizado por protuberancia frontal, proeminéncia da mandibula,
macroglossia, aumento do tamanho das méos e dos pés ou aumento da espessura da pele foi observado na
maioria dos pacientes. Este fenotipo, assim como a presenca de acanthosis nigricans podem ser atribuidos
aos efeitos diretos da hiperinsulinemia no tecido cutaneo, que resultam em hipertrofia epidérmica, ou
indiretamente pela maior estimulagéo do receptor de IGF-1 pela insulina (GEFFNER et al., 1986).

Hipertrigliceridemia e HDL-c baixo foram observados em todos os casos avaliados. A origem da
dislipidemia nesses pacientes ainda é muito discutida. Acredita-se ser secundaria a adipogénese
deficitaria, que restringe a capacidade de metabolismo e armazenamento lipidico. Na LGC apenas uma
quantidade limitada de triglicerideos derivados da dieta ou da sintese enddgena sdo armazenados no tecido

adiposo metabolicamente ativo. Os triglicerideos sdo depositados em quantidades excessivas no



104

figado (esteatose hepética) e musculos esqueléticos (gordura intramiocelular) (AGARWAL; GARG,
2003). O acumulo de triglicérides nessas células interfere na sinalizacdo da insulina e consequentemente
na sensibilidade a insulina (GORAN; GOWER, 2001).

A hipercolesterolemia(colocar outras referencias que descreva que esta associagdo é ao acaso) foi
encontrada em 50% dos pacientes com mutacdo no AGPAT2 e em 60% dos BSCL2 mutantes. Estes
achados sdo compativeis com descri¢cdes presentes na literatura (FIGUEIREDO FILHO et al., 2004).

A LGC cursa com alteragdo no metabolismo dos carboidratos, caracterizada por resisténcia
periférica a insulina e hiperinsulinemia, evoluindo com o surgimento do diabetes mellitus (DM),
denominado, nessa condicdo de DM lipoatréfico. Haghighi e colaboradores relataram maior frequéncia e
gravidade da hiperinsulinemia naqueles com mutac&o no gene BSCL2 em comparagdo aos com mutagéo
no AGPAT2 (HAGHIGHI et al., 2015). DM foi diagnosticado em 1 paciente (50%) AGPAT2 mutante e
em 4 pacientes (80%) com mutacdo no BSCL2.

Nesta amostra, a maioria dos pacientes tinha DM, ressaltando-se que a idade do diagnostico desta
morbidade foi precoce, aos 10,5 anos (0,7 - 16), sendo 10,5 anos (6,5 - 15,2) nas meninas e 8,5 anos (4 -
13) anos nos meninos. Quatro pacientes foram diagnosticados antes de 8 anos de idade. Outros autores
tem demonstrado que o acometimento por DM varia de 25% a 35% dos pacientes com LCG, com
diagnostico entre as idades de 15 a 20 anos (VAN MALDERGEM et al., 2002). O aparecimento do DM
geralmente coincide com o inicio da puberdade, mas pode acometer faixas etarias mais jovens (GARG,
2004; BARRA et al.,2011). A puberdade é a época em que se desenvolve um processo temporario e
fisioldgico de maior resisténcia a insulina. Isso parece acontecer, em parte, em decorréncia da maior
oxidacdo de gordura e teria relacdo com os niveis séricos aumentados de IGF-1 associados a maior
secrecdo de GH no periodo. A sensibilidade a insulina parece ser maior antes do inicio da puberdade,
atingindo seu nadir na metade do desenvolvimento e retorna aos valores pre-puberais ao final da
maturacgdo sexual. O desequilibrio metabolico concomitante a essas alteragdes fisiologicas parece ser o
gatilho para o aparecimento do DM nesta faixa etaria nos pacientes com LCG (AGARWAL; GARG,
2006).
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Ap0s a puberdade, algumas pacientes com LGC podem desenvolver a sindrome dos ovarios
policisticos (SOP). A maioria das mulheres com LGC apresentam dificuldade de engravidar ou histérico
de abortamento devido as complicacBes metabolicas. Existem, no entanto, casos de gestacdes bem
sucedidas. Na populacédo estudada tivemos um caso de SOP. Apesar do historico de perdas fetais, as duas
pacientes que haviam engravidado apresentaram desfechos favoraveis em outras gestacdes (VAN
MALDERGEM et al., 2002).

Em relagdo a abordagem terapéutica, mais da metade desses pacientes estava em uso de
sensibilizadores de insulina. Uma paciente ndo diabética estava em uso de metformina, na tentativa de se
melhorar o quadro de resisténcia a insulina, o que poderia postergar o desenvolvimento de DM. A idade
foi provavelmente um fator limitante para o uso dessas medica¢fes em um maior nimero de pacientes.
Em relacdo ao DM, mesmo com um periodo curto de diagndstico, a maioria dos individuos teve indicacéo
para utilizar insulina precocemente e, em geral, em doseselevadas.

Em relacdo aos niveis pressoricos, as duas pacientes adultas da casuistica eram hipertensas e,
dentre os nove pacientes com idade < 18 anos demonstraram que quatro apresentaram medida de PA
acima do percentil 95 para sexo, altura e idade. Destes, trés apresentaram mutacdo no gene BCLS2. Estes
pacientes nao foram classificados como hipertensos por ndo apresentarem trés medidas alteradas da PA,
conforme preconizado pelas IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial. Farias e colaboradores,
estudando 18 pacientes com LCG e 19 individuos controles, observaram que a PA é mais alta nos
pacientes com LCG quando comparada aos controles (FARIA et al., 2009). Outro estudo mostrou que a
hipertensdo arterial foi mais frequente em pacientes com LCG com mutacdo no gene BCLS2 quando
comparados aqueles com mutacdo no AGPAT2 (HAGHIGHI et al., 2015).

A avaliacdo radiol6gica dos 0ssos longos mostrou lesGes 6sseas em epifises e metafises em trés
individuos, dois com mutacdo no gene AGPAT2 e um sem estudo genético. Lesbes 6sseas ndo foram
encontradas nos pacientes com mutacdo no gene BSCL2. Em geral, essas altera¢cGes ocorrem apos a
segunda década (VAN MALDERGEM et al., 2002). Os achados radiol6gicos desta casuistica foram
alteracdes cisticas e liticas em diafises e metafises dos 0ssos longos, semelhantes ao que foi descrito na

literatura, porém, o acometimento se mostrou mais precoce (VAN MALDERGEM et al., 2002).
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A presenca de hepatomegalia foi observada em quase todos o0s casos, demonstrando que, mesmo
em idades bem precoces, os individuos ja apresentam essa condicdo. Essa € uma medida indireta para
suspeicdo de esteato-hepatite ndo alcodlica. Embora esteatose hepética tenha sido observada apenas em
45,5% dos individuos, a auséncia desse achado ao exame de imagem, ndo exclui a possibilidade de
esteato-hepatite nesses pacientes e outros métodos mais sensiveis poderiam ser indicados (GARG, 2004).

Embora ndo seja classicamente relatada, observou-se a presenca de nefromegalia em 63,6% da
casuistica, independentemente da presenca de DM. Na literatura existem alguns relatos de casos com essa
apresentagdo, contudo os mecanismos para 0 desenvolvimento dessa condi¢do ndo estdo elucidados
(SEIP; TRYGSTAD, 1996). Interessante ressaltar também que a maioria dos individuos com
nefromegalia apresentaram dosagem da relacdo albumina/creatinina urinaria acima de 30 mg/g, sendo um
deles ndo-diabético.

A cardiomiopatia hipertréfica € a manifestagdo cardiovascular mais descrita na LCG, presente
em 20 a 25% dos pacientes (VAN MALDERGEM et al., 2002). Estudo realizado no RN em 22 pacientes
com LCG encontrou elevada prevaléncia de hipertrofia concéntrica do ventriculo esquerdo, ndo sendo
encontrados casos de cardiomiopatia hipertrofica (REGO et al., 2010). Em criancas esta manifestacio é
pouco relatada. Classicamente, vem sendo descrito que os pacientes com mutacdes no gene BSCL2 tém
uma maior prevaléncia de alteracdes cardiacas e em idade mais precoce (AGARWAL; GARG, 2006;
BHAYANA et al., 2002). Contudo, achados mais graves como insuficiéncia cardiaca (IC) sdo incomuns.
LUPSA et al (2010) relataram o caso de um paciente com mutacdo do AGPAT2 que necessitou de
transplante cardiaco devido a IC grave.

Um estudo que avaliou 29 individuos com LGC (sendo 19 com mutacdo do AGPAT2 e 10 com
BSCL2) mostrou que 53% dos individuos com mutacdo do AGPAT2 e 80% dos pacientes com mutacao
no BSCL2 tinham HVE, com uma maior proporg¢do de HVE moderada a grave no grupo BSCL2 mutante.
Além disso, os individuos com esta mutacdo tiveram anormalidades mais frequentes ao ECG. As
alteracdes que podem ser encontradas sao variadas, tais como, alteragcdo do intervalo QT, anormalidades

inespecificas em onda T, sobrecarga e/ou hipertrofia do VE (LUPSA et al., 2010).
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No presente estudo também foi observada uma maior prevaléncia de HVE nos portadores de
mutacdo do BSCL2.

A RI caracteristica destes pacientes poderia justificar o desenvolvimento de HVE e uma evolugéo
para cardiomiopatia hipertrofica (PETERSEN et al., 2002; VIEGAS et al., 2000). Os receptores de IGF-
1 sdo responsaveis por mediar o crescimento e a diferenciacdo celular. Quando a insulina encontra-se em
concentracgdes elevadas, ela se vincula a esses receptores e estimula o crescimento celular (GEFFNER et
al., 1986). Em virtude da elevada concentracao de receptores de IGF- 1 no musculo cardiaco, € comum se
observar a ocorréncia de cardiomiopatia hipertréfica em alguns estados de hiperinsulinemia, como em
filhos de maes diabéticas e na nesidioblastose (BREITWESER et al., 1980). Dessa forma, 0 mesmo talvez
pudesse ocorrer na LGC (BHAYANA et al., 2002).

Contudo, o efeito a longo prazo da hiperinsulinemia sobre a funcdo cardiaca ainda é pouco
conhecido. Ademais, outras formas crbnicas graves que cursam com aumento importante dos niveis e
insulina, como os casos de mutagdes do receptor de insulina, ndo apresentam cardiomiopatia, nem mesmo
achados clinicos iniciais, como a HVE, como caracteristicas marcantes. Isso traz a luz, questionamentos
acerca do verdadeiro impacto da Rl na génese da cardiomiopatia ha LGC (LUPSA et al., 2010).

Alguns estudos em individuos obesos sugerem que a hipertrigliceridemia e o0 excesso de acidos
graxos livres poderiam ser deletérios ao miocardio, causando perda de cardiomidcitos, repercutindo na
funcédo cardiaca, caracterizando uma entidade denominada cardiomiopatia lipotoxica (LEE et al., 2004;
SZCZEPANIAK et al.,, 2007). A perda de cardiomiécitos ndo apenas reduz as unidades contrateis
miocardicas como também pode levar a remodelacdo das células remanescentes e a uma deterioracdo da
funcdo cardiaca (TRIVEDI; BAROUCH, 2008).

Mais recentemente, um estudo com ressonancia magnética cinco pacientes com LGC confirmou,
além dos achados de hipertrofia concéntrica do VE previamente observados ao ecocardiograma, mais dois
novos achados: hipertrofia de cardiomiocitos com elevado conteudo de triglicerideos e a preservacao da
gordura pericardica. O acimulo de triglicerideos no miocéardio faz com que o coracdo seja entdo
considerado como mais um 6rgéo alvo da doenca esteatdtica na LGC (NELSON et al.,2013), e este seria
um modelo caracteristico de cardiomiopatia lipotdxica. Além disso, como a HAS néo foi
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uma caracteristica dessa populacéo, ela ndo teve papel no desenvolvimento da HVE caracteristica da LGC.
Assim, esse trabalho ndo sé confirmou um grau importante de hipertrofia concéntrica do VE secundario
ao acumulo de triglicerideos na LGC como também documentou presenca de gordura pericérdica. Este
ultimo achado foi inesperado uma vez que 0 mesmo representaria uma forma de protecdo contra o acimulo
de gordura ectopica. Esse achado in vivo diferiu do que havia sido previamente observado em estudos de
autopsia onde os individuos com LGC néo apresentavam gordura pericardica (BHAYANA et al., 2002;
CHANDALIA et al., 1995). Os autores interpretaram esse achado sugerindo que, possivelmente, o atrito
ocasionado pelo batimento cardiaco ocasionaria, por uma estimula¢do repetitiva, uma transcricao
mecanosensitiva dos genes envolvidos na adipogénese (NELSON et al., 2013). A adipogénese
mecanosensitiva é uma explicacdo para o fato de alguns pacientes com LGC apresentarem depdsitos
residuais de tecido adiposo, como por exemplo na regido intra-orbitaria, em palmas e plantas (GARG et
al., 1992).

Também ndo se observou relacdo entre RI, intolerancia a glicose e uso de insulina no
desenvolvimento da HVE, sugerindo que na LGC esse achado seja independente dessa condigédo
(NELSON et al., 2013).

Finalmente, a gordura pericardica tem sido recentemente implicada na patogénese da hipertrofia
do VE (CORRADI et al., 2004; IACOBELLIS et al., 2004), embora a quantidade de gordura pericardica
observada nesses pacientes ndo tenha sido maior que o normal (NELSON et al., 2013).

Deste modo, € tentador especular que a desenvolvimento de HVE em pacientes com LGC estaria
ligada a esteatose cardiaca. Tal fato foi comprovado em estudos experimentais em ratos obesos (CHIU et
al., 2001; GLENN et al., 2011). Esse fato € de extrema importancia, pois, além proporcionar uma potencial
explicacdo para a HVE e a cardiomegalia na LGC, esses resultados podem também fornecer outra visdo

para o desenvolvimento da cardiomiopatia relacionada com obesidade (NELSON et al., 2013).
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5.3 Avaliagao da funcao endotelial

A prevaléncia de disfuncdo pela FMD no grupo LGC foi de 81,8% e pela PAT 63,6%. Na
comparacgédo entre os grupos LGC, SM e controle, os pacientes com LGC apresentaram uma % DMF
menor tanto em relagdo ao controle quanto em relagdo aos individuos com SM. Assim, mesmo quando
comparados a uma populacdo com maior risco cardiovascular, os individuos com LGC ainda apresentam
maior comprometimento da funcgéo endotelial.

O grupo com LGC também apresentou um maior didmetro basal da artéria braquial quando
comparado aos outros dois grupos. Alguns trabalhos demonstraram que um maior diametro basal da
braquial seria indicativo de comprometimento da fungdo endotelial (MONTALCINI et al., 2012).
Algumas regibes do sistema arterial mais suscetiveis a alteracdes do fluxo sanguineo provocadas pelo
turbilhonamento, por exemplo, como é o caso da bifurcacdo carotidea, estdo sujeitas ao surgimento de
lesbes aterosclerdticas. Acredita-se que exista uma estreita relacéo entre este fato e 0 aumento do diametro
arterial em seguimentos vasculares subsequentes, como por exemplo, a artéria braquial. Tal fato foi
demonstrado em modelos animais submetidos a ligadura uni ou bilateral da artéria carétida comum que
evoluiram com aumento do tamanho do Iimen arterial a jusante (artéria basilar) (FUJII; HEISTAD;
FARACI, 1991). Especula-se que essa alteragdo no padrao do fluxo sanguineo possa modificar a estrutura
da parede arterial causando seu remodelamento para uma adaptacéo a essas novas forgas hemodinadmicas
(LEHOUX; CASTIER; TEDGUI, 2006). A tensdo de cisalhamento contra a parede vascular pode ser
determinante para a remodelacdo arterial (KAMIYA; BUKHARI; TOGAWA, 1984; KAMIYA;
TOGAWA, 1980). Assim, atualmente se sugere que individuos com aumento do didmetro basal da
braquial poderiam ser considerados como portadores de disfungdo endotelial, sem ter a necessidade de
realizarem a FMD (MONTALCINI et al., 2012).

Quando foram avaliados os parametros clinicos e laboratoriais do grupo com LGC, observou-se
que os individuos que apresentaram disfuncdo endotelial pela FMD apresentaram niveis de ferritina e
glicemia de jejum mais elevados que aqueles com exame normal.

O impacto que os niveis séricos de ferritina teriam na fungdo endotelial ainda é controverso. N&o

esta claro se este fato é apenas mais uma caracteristica de um espectro de alteracfes metabolicas ou se
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realmente ela exerceria alguma acéo diretamente na fungéo vascular, como também néo esta elucidado a
partir de qual nivel sérico teriamos repercussdo na funcéo arterial e naaterogénese.

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) esté relacionado na génese de doencas
microvasculares. Muitos individuos com DM apresentam niveis séricos elevados de ferritina, o que
contribuiria para o desenvolvimento de complicagdes microvasculares. Uma vez estando envolvida no
desequilibrio redox induzido pelo ferro, poderia, por consequéncia, ser deletéria ao endotélio vascular
(GUO et al., 2014). Além disso, a ferritina pode se acoplar a elastina e ao colageno vascular, tendo uma
maior capacidade de adesdo a parede do vaso, predispondo a lesdo no mesmo (QIAN; LIU; EATON,
1998).

Guo et, al (2014) encontraram niveis séricos de VEGF e ferritina significativamente maiores em
pacientes com diabetes, em comparacdo com os controles. Houve correlacdo positiva entre VEGF e
glicose e entre VEGF e ferritina em grupos de pacientes com diabetes, especialmente naqueles com
retinopatia diabética. Esse trabalho sugeriu que niveis elevados de ferritina e a presenca de DM2 estariam
relacionados ao desenvolvimento da doenca microvascular. Nesse estudo os autores encontraram que 0S
niveis de ferritina sérica foram significativamente maiores em diabéticos que nos controles. Eles
concluiram que o aumento da ferritina e dos niveis séricos de ferro corporal poderiam piorar a fungéo
endotelial em individuos com DM2 (GUO et al., 2014).

Além disso, o transporte de glicose mediado pela insulina pode aumentar a expressdo do receptor
de transferrina na superficie celular estimulando a absorcédo de ferro extra-celular (WREDE et al., 2006).
Por outro lado, a sobrecarga de ferro circulante ou depositada nos tecidos, contribui para a resisténcia a
insulina (GUO et al., 2014). A ferritina também pode catalisar reagcdes que produzem radicais livres e
espécies reativas de oxigénio, aumentando o desequilibrio redox (FERNANDEZ-REAL et al., 1998).
Estas condi¢cdes poderiam justificar o papel da ferritina na piora da funcaoendotelial.

Entretanto, um estudo que avaliou a relacdo entre genétipos de hemocromatose e risco
cardiovascular, mostrou que os niveis de ferritina sérica e as anormalidades vasculares pré-sintomaticas
avaliadas através de FMD e EIMc em uma coorte de individuos saudaveis, ndo encontrou relacéo entre
aumentos leves a moderados dos estoques de ferro com maior risco de aterosclerose ou disfungéo
endotelial (YUNKER et al., 2006).
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A maior parte dos estudos que relacionam o papel da hiperglicemia na alteracdo da funcao
endotelial e na aterogénese tem sido realizada em pacientes com DM. Contudo, na maioria desses estudos
sdo comparados controles ndo diabéticos a individuos portadores de DM, que também possuem uma alta
prevaléncia de hipercolesterolemia, tornando dificil caracterizar quais efeitos observados nesses casos
seriam especificos da hiperglicemia (FUNK; YURDAGUL; ORR, 2012).

O conjunto dos resultados dos estudos que procuraram avaliar o papel da hiperglicemia na
aterosclerose, como o DECODE (Diabetes Epidemiology: Collaborative analysis of Diagnostic Criteria
in Europe), DCCT, UKPDS, ACCORD (Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes), ADVANCE
(Action in diabetes and Vascular disease: Preterax and Diamicron MR controlled evaluation) e VADT
(Veterans Affairs Diabetes Trial) foram consistentes com a hipdtese de que a hiperglicemia desempenha
um papel mais preponderante na iniciacdo do que na progressao da placa ateromatosa (FUNK et al., 2012).

Existem varias vias pelas quais a hiperglicemia pode causar DE, seja por mimetizar a acdo de
mediadores que reduzem a sintese de 6xido nitrico, estimulam a ativacdo da NF-kB e aumentam o
recrutamento de leucdécitos (DING et al., 2000; DU et al., 2001; HAMURO et al., 2002; LUPPI et al.,
2008; MORIGI et al., 1998; PIGA et al., 2007), seja por ativacdo de espécies reativas de oxigénio e
acimulo de produtos intermediérios das vias de glicacdo avancada (FUNK et al., 2012). A prdpria
hiperglicemia transitoria pode ser um estimulo para esse processo, que pode ser mantido por ate seis dias
apos a normalizacdo da glicemia. (EL-OSTA et al.,2008).

Na comparacao dos resultados da FMD nos individuos com e sem DM, esses Ultimos apresentaram
uma maior proporc¢ao de exames alterados (85,7% vs 75%) como também observou-se uma menor %FMD
e um maior didmetro basal da artéria braquial quando comparados aos individuos com LGC sem DM.
Mesmo ndo sendo um achado com significancia estatistica pelas limitacGes relacionadas ao tamanho da
casuistica, ele sugere que o DM é um fator relevante para piora da funcdo endotelial, inclusive nos
individuos com LGC.

Conforme discutido previamente, quando o endotélio é exposto a hiperglicemia, uma cascata de
eventos intracelulares € estimulada, fazendo com que as células endoteliais sofram processo de apoptose

e, consequentemente, uma desnudacdo da intima, 0 que impacta negativamente na funcdo endotelial
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(AVOGARO etal., 2011). Varios estudos transversais demonstraram uma reducéo da dilatacdo endotélio-
dependente nas coronarias e artérias periféricas tanto em pacientes DM1 quanto em DM2 (JOHNSTONE
etal., 1993; MCVEIGH et al., 1992; NICOLLS; HASKINS; FLORES, 2007; WILLIAMS et al., 1996).

Em relacdo ao perfil genético, houve uma maior prevaléncia de DE em portadores de mutagao no
gene BSCL2, que foi a mutacdo mais frequente nessa casuistica e talvez tenha contribuido para esse
achado. Contudo é importante salientar que os individuos BSCL2 mutantes apresentaram menores
medidas no %DMF e maior didametro basal da braquial, sugerindo que a disfuncéo endotelial neste tipo
de mutacéo possa ter um acometimento mais grave. Como citado previamente, os pacientes com mutagéo
do gene BSCL2 em geral tem um comprometimento metabdlico mais importante, podendo cursar com
resisténcia a insulina mais grave, além de apresentar dislipidemia e esteatose com maior frequéncia,
aumentando assim o risco de evoluir com complicac6es cardiovasculares (SIMHA; GARG, 2006). Na
casuistica estudada, os individuos BSCL2 mutantes apresentaram maior freqiéncia de DM,
hipercolesterolemia, esteatose hepéatica e complicagcBes microvasculares, como a nefropatia. Apesar de
ndo haver individuos portadores de HAS nesse grupo, todas essas demais caracteristicas poderiam
corroborar a maior frequéncia a gravidade da DE nesses casos.

A relacdo entre EIMc e %FMD mostrou que os individuos com FMD < 10% apresentaram maior
EIMc. Apesar da limitacdo de tamanho da amostra avaliada, esse fato sugere que mesmo em fases
precoces da disfuncdo endotelial, pode existir uma repercussdo sistémica observada pelo aumento da
espessura média carotidia.

Jarvisalo et al (2004) realizaram avaliacdo da FMD em criancas com DM1 e observaram que essa
populacdo apresentava comprometimento precoce da fungdo endotelial. Essa alteragdo foi relacionada
com o aumento da EIMc, sugerindo que criangas com DM1 estariam mais propensas a desenvolver
aterosclerose precoce.

Contudo, também existem estudos que ndo mostraram associacao entre essas duas medidas. Yan
et al (2005) nédo encontraram correlacédo significativa entre a EIMc e a FMD em homens saudaveis de

meia-idade, sugerindo que esses métodos avaliam diferentes aspectos e fases da aterosclerose. E
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possivel que esse achado seja dependente do perfil dos individuos, e essa relacdo s6 consiga ser
estabelecida em populacGes de maior risco.

Quanto a avaliacdo da funcdo endotelial pela PAT, os valores de RHI foram menores no grupo
com LGC em relagdo ao controle, caracterizando uma menor resposta vasodilatadora. Outro ponto
observado foi que os valores de PAT-AIx nos individuos com LGC foi maior que o controle, sugerindo
uma maior rigidez arterial nos individuos com LGC.

Estudos prévios reportaram que a resposta a PAT esta relacionada a DE em artérias coronarianas,
a fatores de risco cardiovascular, além de ser um potencial preditor de eventos cardiovasculares
(BONETTI etal., 2004; HAMBURG, et al., 2008; MATSUZAWA et al., 2010; MATSUZAWA et al.,
2013; RUBINSHTEIN etal., 2010; SCHNABEL, etal., 2011).

Trés individuos que apresentaram DE pela PAT tiveram medidas de RHI<1,35. Laurent et al
(2006) observaram que para um RHI=1,35, ha sensibilidade de 80% e especificidade de 85% para
deteccdo de DE, quando comparado a resposta nas artérias coronarias. Esses 3 individuos citados sdo 1
crianca (caso 4) e 2 adolescentes (casos 6 e 8). O caso 4 ndo ainda ndo possui estudo genético e nem é
portador de DM. Os casos 6 e 8 sdo diabéticos, portadores de complicacdes microvasculares e esteatose
hepatica. Ambos apresentam mutacdo no gene BSCL2. O caso 8 também possui HVE. Tais caracteristicas
clinicas podem justificar um maior comprometimento da funcdo endotelial. Vale salientar que esses 3
individuos também apresentaram DMF alterada.

O indice de aumento (Alx) mede a contribuicdo que a reflexdo da onda de pulso faz na pressao
arterial e é representada como uma percentagem da pressao de pulso (LAURENT, S. et al., 2006). Esse
parametro também vem sendo associado a fatores de RCV e pode ser um preditor de eventos em algumas
populacbes com risco especifico (HALLER, M. J.; SILVERSTEIN, J. H.; SHUSTER, J. J., 2007). Mais
recentemente, comegou a ser utilizado o PAT-Aix. Sua associagdo com fatores de RCV e outras medidas
da funcdo vascular ainda ndo estdo bem esclarecidas (MORRIS, ALANNA A et al., 2013,
PATVARDHAN et al., 2011). Contudo, estudos menores demonstraram a associagdo do PAT- Alx com
fatores de RCV e com a velocidade da onda de pulso corétida-femoral (VOP), que é uma medida padrao
para avaliar a rigidez arterial. Esses achados sugerem que o PAT-AIx tem determinantes complexos,
incluindo a rigidez adrtica central (BRANT, L. C. et al., 2014). Assim, 0 PAT-AIX, pode
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indicar de forma indireta o grau de rigidez da parede vascular. Uma vez que o mesmo mede a reflexao
negativa da onda propagada, quanto menor (ou mais negativo) o valor do PAT-AIx menos rigida seria a
parede arterial avaliada.

Em relacdo aos pardmetros clinicos e laboratoriais observou-se que os individuos com PAT
alterada apresentaram niveis mais baixos de insulina basal. Isso pode ter ocorrido pela maior proporcao
de individuos diabéticos no grupo com disfuncdo endotelial (71,4%) que ja apresentariam reducdo da
insulinemia (50%). Outro fator que poderia estar associado, seria a acdo vasodilatadora da insulina. Uma
vez com niveis baixos, esse efeito seria menossignificativo.

Os valores de RHI e PAT-AIx néo diferiram entre os individuos com e sem diabetes. A auséncia
desse achado pode ter sido novamente prejudicada devido ao tamanho da amostra. Contudo, a alta
prevaléncia de RI entre os individuos com LGC pode reduzir as diferencas no ténus vasomotor
influenciado por essas variaveis.

Diferente do observado na FMD, ndo houve diferencas entre a propor¢éo de PAT alterada, RHI
e PAT-AIX nos individuos AGPAT2 e BSCL2 mutantes. Também néo se observou nenhuma correlagédo
entre EIMc e PAT.

Obviamente, existem vérias razGes metodoldgicas para as diferencas na avaliagdo da funcdo
endotelial utilizando-se os dois métodos. A FMD mede a resposta macrovascular na artéria braquial,
enquanto a PAT mede a resposta microvascular. Essa ultima pode ser mais variavel, uma vez que depende
de uma série de outros fatores além da liberagdo endotelial de déxido nitrico, como por exemplo,
prostaglandinas vasoativas (DHINDSA et al., 2008).

Neste trabalho, a concordancia para o diagnéstico de DE em 63,6% entre os resultados da DMF
e PAT sugere que ambos sdao métodos validos na avaliacdo da funcdo endotelial, mas como avaliam
diferentes aspectos da funcao vascular, podem possivelmente ser complementares.

Vérias caracteristicas clinicas inerentes a LGC podem estar envolvidas na génese da disfuncéao
endotelial nos individuos avaliados nesse trabalho. A exposicdo precoce a muitas dessas caracteristicas
justificaria o fato de mesmo em uma faixa etaria jovem, formada em sua maioria por criangas e

adolescentes, se observar um comprometimento importante da funcdoendotelial.
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A resisténcia a insulina (RI) grave, caracteristica de LGC e prevalente na casuitica estudada,
interfere de varias formas na funcao endotelial. A lipotoxicidade, glicotoxicidade e a inflamacao presentes
nos quadros de RI podem alterar as vias de sinaliza¢do da insulina no endotélio, levando a redugéo do
fluxo sanguineo (CERSOSIMO; DEFRONZO, 2006).

Existem também questionamentos em relacéo a hipertrigliceridemia e HDL-c baixo e disfuncéo
endotelial. Observou-se correlagdo negativa entre triglicerideos e %FMD, assim como entre triglicerideos
e RHI.

O impacto da hipertrigliceridemia na disfuncao endotelial e no desenvolvimento da aterosclerose
ainda € controverso. Yunoki et al (2011) demonstraram pela primeira vez que os niveis de TG e de HDL-
¢ foram associados de forma independente com disfuncdo endotelial avaliada pela FMD em pacientes
com doenca coronariana em tratamento com estatina (YUNOKI et al., 2011).

Os mecanismos que podem explicar tais efeitos adversos na funcdo endotelial podem ser
explicados de varias maneiras. A hipertrigliceridemia se associa com a ativacdo de leucdécito e aderéncia
de monacitos ao endotélio com sua subseqiiente migracdo para a parede vascular (ALIPOUR et al., 2008).
Além disso, ja foi demonstrado que as lipoproteinas ricas em TG regulam positivamente a expressao de
citocinas pro-inflamatdrias no endotélio (NORATA et al., 2007), contribuindo para a disfuncdo endotelial
pela producdo de espécies reativas de oxigénio (BAE et al., 2001). Esses achados apoiam a hipotese que
0s niveis séricos de triglicerideos atuariam como um fator independente na disfuncdo endotelial
(YUNOKI et al., 2011).

Outra possivel razdo para a progressdo da aterosclerose em portadores de hipertrigliceridemia pode
ser a presenca concomitante de particulas de LDL-c pequeno e denso que facilmente podem se infiltrar
nas células endoteliais, sofrendo oxidacdo no sub-endotélio, levando a disfuncdo endotelial
(MATSUMOTO et al., 2014).

Outra questdo levantada é a cascata de complicacbes secundarias geradas nos estados de
hipertrigliceridemia grave. Esses individuos, principalmente no estado pés-prandial, apresentam elevagéo
acentuada dos triglicerideos (TG), favorecendo acumulo de gordura visceral, doenca hepética gordurosa

ndo-alcodlica e espessamento da intima-media vascular, e o desenvolvimento da disfungdo
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vascular. Estes resultados sugerem que a hipertrigliceridemia pos-prandial pode ser um importante fator
de risco para promover a aterosclerose (MATSUMOTO et al., 2014).

Alguns estudos demonstraram possiveis mecanismos que relacionam o HDL-c a funcéo endotelial,
por exemplo, a a¢do vasodilatadora do HDL-c via agdo do 6xido nitrico (NO) (NOFER et al., 2004). Em
outro estudo Noor et al. (2007) observaram que 0 HDL-c aumenta a expressdo de 6xido nitrico sintetase,
e consequentemente, do NO. Assim, niveis muito baixos de HDL-c poderiam prejudicar a funcéo
endotelial (YUNOKI et al., 2011).

Em relacdo a hipoleptinemia, ainda ndo se conhece qual seria seu real impacto na fungdo
endotelial. A leptina aumenta os efeitos da angiotensina Il sobre a pressdo sanguinea via ativagdo do
sistema nervoso simpatico, contribuindo para a rigidez vascular e para a hipertensdo em obesos (WANG,
J. et al., 2013). Seria racional acreditar que niveis baixos seriam protetores. Contudo, em estados de
hipoleptinemia extrema, como na LGC n&o é o observado. Morioka et al (2014) demonstraram que 0s
niveis de leptina no plasma seriam um fator determinante independente para uma melhor resposta da FMD
quando da avaliacdo da funcdo endotelial em individuos com DM2 ndo obesos, mas com sobrepeso,
fornecendo evidéncias clinicas de que a leptina pode estar associada com uma melhora da funcgéo
endotelial em individuos diabéticos sem obesidade importante ou em magros, exercendo um efeito
vasodilatador na musculatura lisa (MORIOKA et al., 2014).

Assim, seria possivel sugerir que os niveis séricos de leptina tenham efeitos diversos, podendo ser
um fator protetor para a funcéo vascular em individuos magros e ndo obesos, ou atuando negativamente
sobre a funcdo endotelial em individuos obesos. Estudos futuros séo necessarios para que se compreenda

melhor essa hip6tese.
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5.4  Marcadores para avaliacdo de leséo vascular precoce e aterosclerose

O ITB foi normal em todos os pacientes. Como ele ¢ um marcador de doenca aterosclerotica ja
instalada, a faixa etaria muito jovem dos pacientes pode ter contribuido para a auséncia de alteracGes nesta
avaliagéo.

A média da EIM-c no grupo com LGC foi de 06 mm (0,5-0,69). Ainda
que para essa faixa etaria estudada nédo existam parametros de normalidade, os valores observados nesta
casuistica estdo acima daqueles considerados dentro da normalidade para individuos de 40 anos
(HOMMA et al., 2001). Embora para este estudo ndo se tenha um grupo controle pareado comparativo,
na literatura existem trabalhos em que foi avaliada a EIMc de criangas e adolescentes com DM1 vs.
criancas saudaveis (controles). Os pacientes com LGC dessa casuistica apresentaram maiores médias de
EIMc ao serem comparados com os individuos com DM1, bem como com esses controles saudaveis da
mesma faixa etaria (FROST; BEISCHER, 1998; JARVISALO et al., 2002; MOHAN et al., 2000;
PEPPA-PATRIKIOU et al., 1998). Nos individuos com DM1, a hiperglicemia poderia induzir
aterogénese aumentando o estresse oxidativo, reduzindo a biodisponibilidade do éxido nitrico e
comprometendo a funcdo endotelial (GRYGLEWSKI et al.,, 1996; TESFAMARIAM; COHEN,
1992).Jarvisalo et al (2002) encontraram uma média de EIMc em criangas com DM1, com idade de 11+2
anos, de 0,47 +0,04 mm, valor que foi significativamente maior que o controle. E interessante observar
essa média foi inferior ao que foi encontrado nessa casuistica, 0 que sugere que outros fatores além da
hiperglicemia estariam implicados na alteracdo precoce da EIMc, aumentando o risco cardiovascular nos

pacientes com LGC.



118

6 LIMITACOES

Por se tratar de um estudo transversal, ndo foi possivel estabelecer relacdo de causalidade entre
os achados clinicos disfuncao endotelial.

Como néo foi realizada a avalia¢do da fungdo endotelial por PAT no grupo de individuos com
SM, néo foi possivel realizar as mesmas comparac6es que os individuos que foram avaliados por FMD.

Parcela significativa da casuistica (4 pacientes) ndo tinha os resultados do estudo molecular, o
qué, em se tratando de uma doenca rara seria de extrema relevancia para a avaliacéo.

O tamanho e a heterogeneidade da casuistica, que embora seja compreensivel para uma condicao

de tdo baixa prevaléncia, dificultam algumas analises e correlacdes entre osachados.
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7 CONCLUSOES

A disfuncdo endotelial, demonstrada tanto por dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial, quanto
pela tonometria arterial periférica € condicao de prevaléncia muito elevada na lipodistrofia generalizada
congénita, sendo observada na maioria dos individuos dessa significativa casuistica brasileira.

Nessa condicdo, a DE se apresenta mais precocemente e com caracteristicas de maior gravidade,
inclusive quando comparada a outro padréo de sindrome metabdlica. Nos pacientes com LGC estudados
observou-se que tanto o diametro basal da artéria braquial quanto os valores de PAT-Alx foram maiores,
indicando um comprometimento mais importante da fungéo endotelial e maior rigidezarterial.

A hiperglicemia, a dislipidemia (HDL-c baixo e a hipertrigliceridemia) estiveram fortemente
associados a DE. Esses fatores, assim como a resisténcia a insulina grave e a hipoleptinemia, bastante
prevalentes nessa sindrome e que caracteristicamente acometem de forma precoce os individuos com
LGC, poderiam justificar o maior comprometimento da funcao endotelial nessaenfermidade.

A DE foi mais prevalente e de maior intensidade de acometimento nos casos BSCL2 mutantes
(LGC tipo 2), quando comparados aos AGPAT2 mutantes (LGC tipo 1). Apesar do gen6tipo LGC tipo 2
ter sido 0 mais prevalente na casuistica estudada, o que per si pode justificar tais resultados, a hipertrofia
concéntrica do VE e o diabetes mellitus, achados mais frequentes nessa forma, podem justificar possivel
maior risco de DE nessa subpopulacéo.

A concordancia entre diagndstico de DE por FMD e PAT observada em sugere que ambas sdo
métodos validos na investigacdo da disfuncdo endotelial, mas possivelmente complementares. Nao
obstante, a FMD parece apresentar maior sensibilidade, além de fornecer parametros adicionais para a

avaliacdo da DE como o didmetro basal da artéria braquial.
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APENDICE

APENDICE A - FORMULARIO DE AVALIACAO:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

PROTOCOLO DE LIPODISTROFIA

NOME: N° PRONTUARIO:
NASC: / / SEXO: RACA: PROFISSAO:
ENDERECO: FONE:
PROCEDENCIA: PREENCHIDO EM: I POR:

DIAGNOSTICO PRINCIPAL:

() LIPODISTROFIA GENERALIZADA CONGENITA (SD. BERARDINELLI)
( ) LIPODISTROFIA GENERALIZADA ADQUIRIDA (SD. LAWRENCE)

( ) LIPODISTROFIA PARCIAL FAMILIAR (SD. DUNNIGAN)

( ) LIPODISTROFIA PARCIAL ADQUIRIDA (SD. BARRAQUE-SIMON)

Idade do diagndstico:

DIAGNOSTICOS SECUNDARIOS



) DIABETES MELLITUS tempodedoenga:____

) INTOLERANCIA A GLICOSE tempodedoenca:
) HIPERINSULINEMIA  tempo dedoenga:

)HAS tempodedoenca:

) DISLIPIDEMIAS tempodedoenga:

) ACANTHOSIS NIGRICANS tempo de doenca:
) NASH tempo de doenca:

) ATEROSCLEROSE (angina/lAM, AVC, DV Periférica) tempo de doenca:

(
(
(
(
(
( )SOP tempodedoenga: __
(
(
(
(

) Outros

ANTECEDENTES FAMILIARES:

( ) LIPODISTROFIA Idade do diaandstico:
( ) DIABETES MELLITUS

() INTOLERANCIA A GLICOSE

( )HIPERINSULINEMIA

( )HAS

() DISLIPIDEMIAS

( )SOP

() ACANTHOSIS NIGRICANS

( ) NASH

() Aterosclerose (angina/IAM, AVC, DV Periférica)

( ) Outros
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MENARCA:

MENOPAUSA:

> o

CONSANGUINEIDADE:
()SIM QUEM?

( YNAO
HEREDOGRAMA

Medicamentos em uso ou
utilizados

Dose/dia

Periodo

Obs
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SINTOMAS

SIM

DATA
DE
INICIO

OBSERVAGCOES (Quantificar/
localizar S/N)

Polidipsia

Poliliria

Polifagia

Alteracéo de peso

Queda de cabelo

Aumento de pelos

Hipertrofia muscular

Estrias

Aumento de
extremidades

Caimbras

Irregul. menstrual

Amenorreia

Hipoglicemia

Outros:

SINAIS

SIM

NAO

DATA DE
INICIO

LOCALIZACAO/
INTENSIDADE

HAS

Pletora facial
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Acantose nigricans

Acne

Estrias

Entradas androgénicas

Giba

Fossas supracl.
preenchidas

Hirsutismo (Ferriman)

Rede venosa
proeminente

Distr. Adiposa centripeta

Hipertrofia muscular

Cintura escapular

Cintura pélvica

Hipotrofia mamaria

Lipodistrofia

Outros:

EXAME FISICO NA PRIMEIRA CONSULTA (DATA:

PESO: Kg |ESTATURA:
cm

IMC:

Facies:
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CIRCUNFERENCIA CERVICAL:
CIRCUFERENCIA ESCAPULAR:
CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL:
CIRCUNFERENCIA DO QUADRIL:

CABECA E PESCOCO:
AC:

AP:

ABD:

EXT:

TANNER:

MAMAS:

GENITALIA EXTERNA:




(

Glicemia

Insulina

Data

30

60

90

120

Area

30 | 60

90

120

Are

RX TORAX

(

/

/

RX DE OSSOS LONGOS:
):

/

/

149

ECOCARDIOGRAMA:

(

/

/

):




U.S. ABDOMINAL

( [ I )

« 7 1 )

« 7 7 )
PELVICO

« / /' ): Abdominal ( ) Transvaginal ( )

Volume dos Ovarios: D: E:

Descricao:

Policistose: Sim () Néo( )

(N: 3-9 cm®)
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« / [ ): Abdominal ( ) Transvaginal ( )

Policistose: Sim () Néao( )



Volume dos Ovaérios: D:

Descricéo:

(N: 3-9 cm®)

151

CT DE ABDOME

RM( /| [ )

DENSITOMETRIA ( /
)

/

BMD  (G/cm?®)

Z escore (%)

BMD (G/cm?)

T escore
(%)

COLUNA (L2-L4)

COLO FEMURAL (NECK)

OLO FEMURAL (A WARD)

BIOIMPEDANCIA



« / /) % gordura

BIOPSIA DE PELE
( | | )N

e Locais:

e Diagnostico:

152

BIOPSIA HEPATICA

( 1 1 )N

e Diagnostico:

LOCAIS DE ATENDIMENTO (ALEM DO SED-HUWC):

OBSERVACOES:

AVALIACOES:

ODONTOLOGIA: ( )SIM ( )NAO

NUTRICAO: ( )SIM ( )NAO
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EDUCACAO FISICA: ( )SIM ( )NAO

CARDIOLOGIA: ( )SIM ( )NAO

OTORRINOLARINGOLOGIA: ( )SIM ( )NAO

NEFROLOGIA: ( )SIM ( )NAO

OFTALMOLOGIA: ( )SIM ( )NAO

GASTROENTEROLOGIA: ( )SIM ( )NAO

EXAME/DATA

CIRC. CERVICAL

CIRC. ABD

CIRC. QUADRIL

CIRC. ESCAPUL.

PESO

ESTATURA

IMC

VELOC. CRESC

IDADE OSSEA

TANNER

HEPATIMETRIA




OUTROS:

OUTROS:

OBSERVACOES:

EXAME/DATA
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Acido Urico

Albumina

Androstenediona

Bilirrubina Direta

Bilirrubina Total

Calcio sérico

Colesterol total

Cortisol (F) Basal

F P6s 1mg dexa*

CPK

Creatinina

170HP Basal

170HPp6sACTH
*

DHEA-S

Estradiol

Ferritina

Fosf. Alcalina

Fésforo

FSH

Gama-GT

Glico-
hemoglobina

HDL- colesterol

LDH
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LDL- colesterol

LH

Magnésio

Microalbuminuria
24h

PCR ultrasensivel

Potéssio

Progesterona

Prolactina

Proteinas totais

T4 livre

TAP

Testosterona

TGO

TGP

Triglicerideos

TSH

Uréia

Glicose

Insulina

IGF-1
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa: DISFUNCAO ENDOTELIAL PRECOCE EM PACIENTES COM
LIPODISTROFIA GENERALIZADA CONGENITA (SINDROME DE BERARDINELLI-SEIP):
ESTUDO COMPARATIVO ENTRE DILATACAO FLUXO-MEDIADA DA ARTERIA
BRAQUIAL (DILA) E TONOMETRIA ARTERIAL PERIFERICA (ENDOPAT)

Pesquisador(a) responsavel: Dra. Virginia OliveiraFernandes.

A lipodistrofia generalizada congénita ou Sidrome de Berardinelli-Seip ¢ uma condicéo
extremamente rara que pode causar auséncia de gordura periférica, elevacdo da glicose e da gordura
(colesterol, triglicérides) no sangue e acumulo de gordura no figado. Visando estudar estas alteracdes, a
pesquisadora acima mencionada, Dra. Virginia Oliveira Fernandes, esta desenvolvendo uma pesquisa com
pacientes portadores de Sindrome de Berardinelli-Seip para avaliar as complicacdes que podem ser
causada por essa doenca. Esta pesquisa, além de permitir a obtencdo de informacdes relacionadas as
complicac@es da lipodistrofia, também podera auxiliar na prevencdo e melhor controle da doenca, além
de contribuir nas decisdes relacionadas a futuros tratamentos.

Para a realizacdo desta pesquisa serd necessario retirar 15 mL de seu sangue. A depender dos

resultados da 12 coleta, uma outra coleta posterior podera ser solicitada a vocé, mas a autorizacao

para uma Unica coleta agora ndo o obriga a aceitar coletas posteriores. Os resultados dos exames
laboratoriais obtidos por esta pesquisa estardo prontamente disponibilizados para o seu médico
assistente e também estardo a sua disposicdo. Vocé também vai realizar exames de imagem como
ultrassonografia abdominal, doppler de cardtidas, ecocardiograma e a avaliacdo do comportamento
dos seus vasos sanguineos por dois exames nao invasivos chamados dilatacdo fluxo-mediada

da artéria braquial

(DMF) e tonometria arterial periférica (PAT). No primeiro serd avaliada a principal artéria do seu

braco através da ultrassonografia antes e depois de ocluir o0 braco com o manguito utilizado para

aferir a presséo arterial. O segundo tem um procedimento semelhante em relagéo a oclusédo do
braco, mas a avaliacdo sera feita através de um sensor com infravermelho que sera colocado no
seu dedo. Ambos os exames sdo indolores.

Vocé ndo tem obrigacdo alguma de contribuir para este ou outro estudo e, se decidir ndo
participar, seu direito a assisténcia médica e tratamento, atraves de seu medico ou desta institui¢cdo, ndo
sera afetado.

Se vocé concordar em participar desta pesquisa, acontecera o seguinte:
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d Vocé sera entrevistado e devera preencher um formulario no qual serdo registrados dados sobre
seu acompanhamento médico no ambulatério de endocrinologia Pediatrica do HUWC. Todas essas
informacdes serdo anotadas de forma confidencial. Mesmo participando do estudo vocé poderé se
recusar a fornecer qualquer informacdo solicitada. O resultado desta pesquisa, se divulgado, ira
garantir o total anonimato dos participantes e o carater confidencial das informagdes;

b) Sera retirado 15 ml de sangue de seu braco e sera coletada uma amostra da primeira urina do dia.
Como em qualquer coleta de sangue, costuma haver desconforto local (picada da agulha) e risco
de infeccdo (raro) e de formacdo de hematomas leves (extravasamento de sangue apos a coleta de
sangue) Todas as medidas habituais serdo tomadas para que isso ndo acontega;

¢ Posteriormente, vocé realizara em dias distintos os exames de ultrassonografia abdominal,
ecocardiograma, doppler de carétidas, DMF e PAT.

Caso as informacdes obtidas por esta pesquisa possam beneficia-la, elas serdo prontamente
repassadas ao seu medico assistente e também estara a sua disposicao. Vocé ndo tem obrigacdo alguma
de contribuir neste estudo e, se decidir ndo participar, seu direito a assisténcia medica e tratamento, através
de seu médico ou desta instituicdo, ndo sera afetado. Da mesma forma, caso aceite participar, podera
deixar a pesquisa em qualquer momento, sem prejuizo no seu tratamento.

Qualquer duvida, favor entrar em contato com o Comité de Etica do Hospital Universitario
Walter Cantidio pelo telefone (85) 3366.8589 ou comigo pelo celular (85) 9994.1930.

Eu, Virginia Oliveira Fernandese, médica endocrinologista registrada no Conselho Regional
de Medicina do Ceard sob o nimero 8064, responsabilizo-me pelo cumprimento das condi¢cdes aqui
expostas.

Assinatura do pesquisador:

Virginia Oliveira Fernandes Local e data

Apbs leitura e avaliacdo de todas as informac@es contidas neste formulario de consentimento,
afirmo ter compreendido o propoésito da pesquisa e concordo voluntariamente em participar.

Nome do paciente:

Documento de identidade:




Assinatura;

LOCAL: DATA:

Nome da testemunha:

Documento de identidade:

Assinatura;

LOCAL: DATA:

Espaco reservado para pacientes ndo alfabetizados:

Nome do paciente:

Documento de identidade:

Local e data:
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APENDICE C- ESCORE TOTAL DE SINTOMAS NEUROPATICOS (TOTAL SYMPTOMS

SCORE -TSS)

QUEIMACAO: Escore
DOR: Escore

DORMENCIA: Escore

PARESTESIA: Escore
TABELA DE PONTUACAO
INTENSIDADE NENHUM | LEVE MODERADA | SEVERA
(sem (sintomas (sintomas (frequentemente
sintomas) nao eventualmente | os sintomas
interferem interferem ou | interferem com
ou limitam limitam as atividades
as atividades | atividades diarias,
FREQUENCIA diarias, ndo | diarias, tais tornand.o_o
demandando | como sono, sono, atividades
tratamento) | necessitando | sociais ou
tratamento) profissionais
inadequadas e
exigindo
tratamento)
NUNCA (semsintomas) |0 0 0 0
OCASIONALMENTE 0 1 2 3
(sintomas ocorrem em
até 1/3 do tempo ou
ocorrem por alguns
segundos ou em partes
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do dia ou da noite)

FREQUENTEMENTE
(sintomas ocorrem de
1/3 a 2/3 do tempo ou
ocorrem por todo dia ou
toda a noite)

1.33

2.33

3.33

CONTINUAMENTE
(sintomas ocorrem em
mais de 2/3 do tempo ou
ocorrem por alguns
segundos ou em partes
do dia ou da noite)

1.66

2.66

3.66

ESCORE TOTAL:
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APENDICE D - ESCORE DE COMPROMETIMENTO NEUROPATICO

ESCORE DE COMPROMETIMENTO NEUROPATICO — ECN (Neuropathy Disability

Score —NDS)
Sensibilidade Pontuacao DIREITO ESQUERDO
VIBRATORIA (1) Presente
(2) Reduzido/Ausente
TERMICA (1) Presente
(2) Reduzido/Ausente
DOLOROSA (1) Presente
(2) Reduzido/Ausente
REFLEXO (1) Normal
AQUILEU (2) Presente com Esforgo
(3) Ausente
Soma: Soma:
Escore total:

e Neuropatia Clinica: TSS>=2 e NDS>=3 OU NDS >= 6 sem sintomas (TSS <2)
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ANEXO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo clinico - laboratorial, cardiovascular e de neuropatia em pacientes
com Sindromes Lipodistroficas Herdadas e  Adquiridas.

Pesquisador:  Virginia Oliveira Fernandes
Area Temética:
Verséo: 1

CAAE: 42622615.4.0000.5045
Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Ceara&/HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER

Patrocinador Principal: ~ Financiamento Proprio

DADOS DO
PARECER

NuUmero do Parecer:
0906.494

Data da Relatoria:
23/03/2015



Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de uma proposta de estudo transversal descritivo intitulado “Avaliacdo clinico
- laboratorial, cardiovascular e de neuropatia em pacientes com Sindrome de

Berardinelli-Seip”, da pesquisadora MS.Virginia Oliveira Fernandes.

Metodologia: Serdo levantados todos os dados clinicos em grupo Unico composto de 18
pacientes, exames laboratoriais e complementares para avaliacdo cardiovascular e
neuropética referentes, além dos dados demogréficos, histéria clinica, antecedentes
familiares, dados de exame fisico, exames de imagem descritos no prontuario, que possam
ser utilizados nas avaliagdes propostas. A Sindrome de Seip-Berardinelli € uma doenca
autossémica recessiva rara caracterizada por grave resisténcia a insulina e pela auséncia de

tecido adiposo subcutaneo, observada desde 0 nascimento ou inicio da infancia.

Objetivo da Pesquisa:
Obijetivo Primario:
- Realizar a avaliacdo clinico-laboratorial cardiovascular e de neuropatia dos pacientes
com Sindrome deBerardinelli Seip (SBS).
Obijetivo Secundario:

1.Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com SBS
acompanhados no

Continuacao do Parecer: 996.494

HUWC;

2. Avaliar a funcdo endotelial dessa populacgéo;

3. Avaliar a presenca de neuropatia periférica e autondmica nessa populacéo.
Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador assim descreve:

Riscos: Os riscos podem ser considerados minimos pois ndo ha intervencao ou
procedimento a ser realizado diretamente com o pacientes, sendo somente com
coleta de dados em prontuario.

Beneficios: Diagnostico de complicagdes cardiovasculares e de neuropatia pré-clinicas,
possibilitando otratamento precoce dessas condices.



*A pesquisadora refere riscos minimos, no entanto nao os descreve. Os mesmos devem ser
descritos.

Comentarios e Consideracdes sobre aPesquisa:

Pesquisa factivel. Relevante por pretender fazer o levantamento e avaliar
complicacgdes de sindrome crénica, possibilitando o tratamento precoce dessas
condicoes.

Consideracgdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Termos de apresentacdo obrigatdria presentes e adequados.
Recomendacoes:

A pesquisadora devera acrescentar , no projeto, 0s possiveis riscos do desenvolvimento
do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O protocolo esta adequado parainiciar.
Situacéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o
Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Continuacao do Parecer: 996.494

FORTALEZA, 24 de
Marco de 2015

Assinado por:

Maria de Fatima de
Souza (Coordenador)



