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Resumo

A sindrome de Hutchinson-Gilford (HGPS) ou progéria é uma doenca rara e fatal
que afeta 1 crianca entre cada 4 milhGes de nascimentos. Classificada como uma
laminopatia progeroide segmental, induz alteracdes clinicas em mudltiplos 6rgaos e
tecidos, como estatura e peso corporal reduzidos, perda de cabelo precoce, lipodistrofia,
escleroderma, ostedlise e declinio cardiovascular que conduz a enfarte do miocérdio, a
principal causa de morte nesta sindrome. No seu conjunto replicam fen6tipos associados
com o envelhecimento normal, sem afetar o seu desenvolvimentos cognitivo. Uma
mutacdo autossomica dominante de novo GGC608GGT no gene LMNA causa a producao
de uma prelamina A mutada, designada progerina. Por permanecer farnesilada, ancora-se
ao invélucro nuclear. Além disso, devido a sua elevada expressdo, acumula-se e altera a
morfologia celular, a transicdo entre eucromatina e heterocromatinca fica comprometida
e os telomeros disfuncionais, entre outras alteracdes, contribuem para a senescéncia
celular e manifestacdo dos sintomas da doenca. Ap6s o diagndéstico confirmado pela
expressdo da maioria das carateristicas clinicas e de um teste genético a mutacdo C—T
especifica da HGPS, as criancas e a respetiva familia, acompanhadas pelo médico,
poderdo adotar medidas de suporte que permitem atenuar as consequéncias da doenca. E
comum a toma de Aspirina® de 2-3 mg/Kg de peso da crianca, uma vez que a cura ainda
ndo existe. Entretanto, a procura de uma terapia baseada na inibi¢cdo do mecanismo pelo
qual o grupo farnesilo é produzido e/ou se liga a progerina conduziu a realizacdo de
ensaios clinicos. Atualmente, estd a ser testada uma combinacdo de lonafarnib,
pravastatina e acido zoledrénico, com conclusdo prevista para 2017, mas ja com relatos
de melhoria em alguns aspetos do fen6tipo HGPS. Novas abordagens terapéuticas serao
necessarias para contemplar os restantes aspetos e descobrir-se a cura para estas criancas,

que apesar de tudo sdo muito alegres e corajosas.
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Abstract

Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) is a rare and fatal disease that affects 1
chid in every 4 milion births. Classified has a segmental progeroide laminopathy, induces
clinical features in multiple organs and tissues, like short stature and weight, early loss of
hair, lipodystrophy, scleroderma, osteolysis and cardiovascular compromise leading to
heart attack, the main cause of death in this syndrome. As a whole they replicate
phenotypes associated with normal aging, without affecting their cognitive development.
A dominant autosomal de novo mutation GGC608GGT in the LMNA gene causes the
production of a mutated prelamin A, called progerin. By remaining farnesylated, it
anchors itself to the nuclear envelope, accumulating and its high expression alters the
cellular morphology, the transition between different states of chromatin is compromised,
and the dysfunctional telomeres , amongst other alterations, contribute to cellular
senescence and the manifestation of the symptoms of the disease. Once the diagnosis is
confirmed by the expression of most clinical features and by a genetic test to the HGPS-
specific mutation C—T, both children and family, with the help of a physician, can adopt
supportive measures in order to attenuate the consequences of the disease. It is common
the take of 2-3mg/Kg of Aspirin®, because there is still no cure. Meanwhile, the search
for a therapy based on the inhibition of the mechanism by which the farnesyl group is
produced and/or attached to progerin led to the testing of novel drug combinations in
clinical trials. Nowadays, a combination of lonafarnib, pravastatin and zoledronic acid is
being tested, whose trial is predicted to end in 2017, although preliminary data suggests
that it can ameliorate the HGPS-associated phenotype. Nevertheless, novel therapeutic
approaches are needed to include the remaining aspects of HGPS in order to discover a

therapy able to cure these children, who are cheerful and brave despite their disease.

Keywords: sindrome de Hutchinson-Gilford ou progéria | carateristicas clinicas |

progerina | fenotipo celular | ensaios clinicos | lonafarnib
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Lista de Abreviaturas

AVC — Acidente vascular cerebral

bp — Pares de bases nucleotidicas (do inglés: base pairs)

CaaX — Cisteina + dois aminoacidos de cadeia alifatica + qualquer aminoéacido
cDNA — DNA complementar (do inglés: complementary DNA)

Citosina (base nucleotidica piridina do DNA)

DNA- Acido Desoxirribonucleico (do inglés: Deoxyribonucleic Acid)

ECG - Eletrocardiograma

EM — Enfarte do miocéardio

IN — Invélucro Nuclear

FTase- Farnesiltransferase

FTI - Inibidor da farnesiltransferase (do inglés: Farnesyltransferase inhibitor)
GGTase-I — Geranilgeranil transferase |

Gly — Glicina

H3K9me3 — trimetilacdo da lisina 9 da histona H3

HGPS — Sindrome de Hutchinson-Gilford ou Progéria (do inglés: Hutchinson-Gilford
Progeria Syndrome)

ICMT — Iso-carboximetil transferase

IN — Invdlucro nuclear

INE — Instituto Nacional de Estatistica

LGMD1 - (do inglés: Limb-Girdle muscular dystrophy type 1B)

MN — Membrana Nuclear
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MNE — Membrana Nuclear Externa
MNI — Membrana Nuclear Interna

mTORC1 — Alvo da rapamicina complexo 1 nos mamiferos (do inglés: mammalian

target of rapamycin complex 1)

NCT — Numero no ClinicalTrials.gov

NIH - National Institute of Health

OMIM® — Online Mendelian In Man (nome de projeto)

PCR — Reacdo de polimerase em cadeia (do inglés: Polymerase Chain Reaction)
PRF — Progeria Research Foundation

RD — Dermopatia restritiva (do inglés: Restrictive Dermopathy)

RE — Reticulo Endoplasmaético

T — Timina (base nucleotidica pirimidica do DNA)

WHO - Organizacdo Mundial de Saude (do inglés: World’s Health Organization)
WS — Sindrome de Werner (do inglés: Werner Syndrome)

ZMPSTE24 — metaloproteina de zinco homologa a STE24 de S. cerevisiae (do inglés:
Zinc Metalloproteinase STE24)
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CAPITULO 1. Sindrome de Hutchinson-Gilford ou progéria

Contextualizacdo do tema

O envelhecimento faz parte da historia natural de todos os seres vivos. Uma
degeneracdo gradual das capacidades psicoldgicas é acompanhada por um declinio das
funcOes gerais e resisténcia do corpo a tudo o que o rodeia. No entanto, existem doencas
que aceleram o processo normal do envelhecimento fisiolégico normal: as sindromes
progeroides (Ghosh & Zhou, 2014). Uma dessas sindromes € a progéria, classificada
como segmental, rara e fatal. As criancas afetadas comecam, desde 0s primeiros meses
de vida, a apresentar algumas carateristicas em comum com o envelhecimento fisioldgico
normal, mas a um ritmo bastante mais rapido. Ela ¢ denominada simultaneamente
“progéria” ou “sindrome de Hutchinson-Gilford” (HGPS), sendo esta ltima designacao
em honra dos primeiros que descreveram a doenga: Jonathan Hutchinson e Hastings
Gilford. Hutchinson era um médico de clinica geral que, em 1886, deparando-se com uma
“crianca envelhecida” elaborou um artigo bastante descritivo das carateristicas da crianca
(Hutchinson, 1886). Mais tarde, em 1897, Gilford dando continuidade aos trabalhos de
Hutchinson sobre uma segunda crianga, acompanhou e relatou as alteragdes graduais
desse paciente durante varios anos até a morte deste com 17 anos. O nome de progéria
deve-se também a Gilford, que relatando algumas carateristicas de envelhecimento nos
seus pacientes demasiado novos para as terem, conjugou as palavras gregas “pro” que
significa “antes” e “geras” que significa “velho” e propods que a doenga se devia designar
por “progéria”, envelhecimento precoce ou “velho antes de tempo” (Chandravanshi, et

al., 2011; Hennekam, 2006).

Durante dezenas de anos nao existiu qualquer avanco cientifico. O conhecimento
sobre a doenca limitava-se a descricdo exaustiva das carateristicas fisicas da doenca, com
o enfarte do miocardio. Em 1999, com o objetivo de descobrir a causa, tratamento e cura
para a progéria e assim ajudar as criangas por ela afetadas, um grupo de investigadores
fundou a Progeria Research Foundation (PRF 2014). Esta organizagéo veio impulsionar
as pesquisas sobre a doenga, e desde entdo estd envolvida e na linha frente das descobertas

sobre a progéria. Mais concretamente, a PRF criou um banco de células HGPS,
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colaborando com equipas de investigacdo e lancando uma busca mundial para encontrar
todas as criangcas com HGPS de modo a estudar a doenca e as criancas por ela afetadas.
Para que elas proprias ndo se sintam sozinhas com uma doenga estranha que outros
meninos ndo tém, organizam também encontros anuais e uma comunidade mundial que

congregam as familias com o lema “Juntos encontraremos a cura”.

Em 2003, duas equipas conseguiram descobrir a mutacdo silenciosa de carater
autossomico dominante que desencadeia a progéria por duas equipas de investigadores,
uma francesa e uma outra americana (Eriksson et al., 2003; De Sandre-Giovannoli et al.,
2003), estabelecendo-se assim pela primeira vez a relacdo genotipo-fendtipo HGPS. Esta
descoberta permitiu a realizacdo de um diagndstico da doenca ndo s6 baseado nas
carateristicas clinicas, mas também pela confirmacdo de alteracBes génicas e assim
excluir outras laminopatias progerdides, cujas carateristicas se sobrepunham com as da
HGPS (Gordon et al., 2011). Desta maneira, pdde confirmar-se a existéncia de mais que
um tipo de progéria: progeéria cléssica ou tipica, progéria ndo classica ou atipica, em que
as carateristicas clinicas envolvem os mesmos sistemas de érgédos e tecidos, mas com
evolucdo e severidade diferentes. Existe ainda a HGPS congénita, em que as alterac6es
ja sdo observaveis no momento do nascimento e com sobreposicéo de sintomas com outra
doenca do envelhecimento precoce, a dermopatia restritiva (RD) (Hennekam, 2006).

Esta descoberta abriu caminho para novas investigacdes baseadas no fenotipo
celular, permitindo que se estabelecessem estratégias genéticas para travar a doenca.
Estas estratégias e a busca das criangas pela PRF resultou na reunido de um grupo de
criancas elegiveis que integraram o primeiro ensaio clinico de sempre sobre a doenga
(Fig.1.1; Gordon et al., 2012).

Figura 1.1 Criangas com progéria envolvidas no primeiro ensaio clinico da monoterapia com lonafarnib. Fonte: (PRF, 2014c)
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Este trabalho de monografia € uma revisdo bibliografica da sindrome de
Hutchinson-Gilford ou progéria classica, pelo que sempre que me referir a doenca por
qualquer uma destas designacdes ou pela sigla HGPS estarei a referir-me a verséo cléssica
ou tipica da sindrome. Caso contrario, qualificarei a designacao de “atipica ou nao

(13

classica” ou “ congénita”. Serdo referidas carateristicas que permitem identificar a
doenca, a base genética que a confirma, as alteracdes nucleares que a doenga comporta,
diagndstico e as abordagens terapéuticas que todos os itens anteriores permitem suportar

de modo a que sejam testadas em ensaios clinicos.
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CAPITULO 2. Conhecer a progéria
Epidemiologia

A epidemiologia é o estudo da distribuicdo e dos determinantes de uma doenca
(WHO, 2014). O conhecimento dos varios fatores e histéria evolutiva de uma doenca
permite definir melhor técnicas e meios para a controlar a doenga e consequéncias que

advenham da mesma.

De acordo com os dados mais recentes da Progeria Research Foundation (PRF,
2014b; PRF, 2014c), a 30 de Junho de 2014, estavam identificadas 118 criangas a viverem
com a sindrome de Hutchinson-Gilford ou progéria, englobando 41 paises e falando mais
de 27 linguas. Deste total, 94 criancas expressavam a versdo classica da progéria, em que
a mutacdo tipica da HGPS, produtora da proteina mutante causadora da sindrome foi
identificada e as restantes 24 criangas expressavam uma outra laminopatia progeroéide.
Em Portugal, a sindrome faz parte da vida de 1 crianca: a pequena Claudia Amaral, que

nasceu em 1998.

Children Living Around the World with Progeria
As of April 1.2014

Figura 2. 2 Distribuicdo mundial das criangas com Progéria, a 1 de Abril de 2014. 113 criancas no total: 91 com a
sindrome de Hutchinson-Gilford tipica + 22 com laminopatias progeroides. Fonte: (PRF, 2014b).
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A nivel global, relata-se uma incidéncia de 1 crianca por cada 8 milhdes de
nascimentos, embora se considere que muitos dos casos ndo sdo diagnosticados ou nao
correspondem a HGPS cléassica. Assim, assume-se que a sindrome afeta 1 crianga por
cada 4 milhGes de nascimentos (Coppede, 2012; Hennekam, 2006; Pereira et al., 2008).
N&o é especifica de um sexo, apesar de existirem evidéncias que 0 sexo masculino é
ligeiramente mais afetado que o feminino numa proporcdo de 1.5:1 (Alves et al., 2014).
Ndo € restrita a uma etnia, localizacgdo demografica ou a qualquer estatuto
socioeconémico (Hennekam, 2006). Quanto a hereditariedade da sindrome, alguns
estudos (PRF, 2014c; Gordon et al., 2011) sugerem a possibilidade de mosaicismo, uma
vez que pais que ja tenham um filho com progéria tém uma probabilidade de 1 em 500
nascimentos para o segundo filho, caso o mosaicismo ocorra. No entanto, a probabilidade
da ocorréncia de mosaicismo € em si rara. Para a maioria dos autores e investigadores a
hipdtese de ser uma doenca hereditaria ndo é relevante ja que a geracdo portadora da
mutacdo espontanea tipica da HGPS ndo podera transmiti-la a uma geracdo seguinte,
devido a predisposicdo genética para a doenca cardiovascular prematura. Esta
carateristica conduz a morte precoce destas criangas, por volta dos 13,5 anos de idade, na
sua maioria devido a enfarte do miocérdio ou acidente vascular cerebral (AVC). Estes
eventos conduzem a uma taxa de mortalidade para a HGPS de 100% (Merideth et al.,
2008; Pereira et al., 2008).

A prevaléncia de uma patologia corresponde ao niUmero de casos — novos e antigos
— da doenca, numa populacdo, num determinado momento ou durante um periodo de

tempo definido. (WHO, 2014b). Deste modo, a prevaléncia da progéria pode ser calculada

Criancas com progéria

através da relacédo . A prevaléncia para cada pais foi estimada por

Populagao Total
PRF (2014c) como sendo de 1 em 18 milhdes de pessoas, valor este extrapolado tendo
em consideracdo o panorama nos Estados Unidos da América, a 1 de Julho de 2013:

17 criangas identificadas com HGPS
316 159 818 pessoas nos EUA

. Desse modo, tendo em conta a suposi¢do anterior e

considerando o Gltimo censos realizado em 2011 que contabilizou 10 562 178 pessoas em
Portugal, e assumindo um crescimento linear da populacdo semelhante ao que se verificou
entre os censos 2001 e 2011 (INE, 2014) que foi cerca de 17 606 pessoas, estimo que em
2013 existiria pelo menos 1 crianga com HGPS. Tal sugere que a Clatdia deva ser apenas

a unica crianga em Portugal com a sindrome.
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Carateristicas clinicas

As criancas com HGPS classica tém, em geral, uma aparéncia comparavel e
exibem sintomas muitos semelhantes entre si. Estes parecem no seu todo mimicar
carateristicas do envelhecimento fisiol6gico normal, mas de modo mais acelerado, severo
e precoce, evoluindo no contexto de uma desordem multissistémica do seu
desenvolvimento normal. A HGPS classifica-se, assim, de sindrome progerdide, que é,
no entanto, segmentada, ou seja, nem todos as carateristicas ttm um envelhecimento
acelerado (Hennekam, 2006; Coppedg, 2012; Qi & Xie, 2013). Nao é frequente observar
em criangas com progéria outros sintomas degenerativos como fragilidade imunitéria,

deterioracdo neuroldgica, cataratas e diabetes tipo II.

Aguando do seu nascimento aparentam ser recém-nascidos saudaveis, apesar de
estar relatado que tém um tamanho um pouco inferior para a idade de gestacdo, respetiva.
No entanto, num curto periodo de tempo, sensivelmente por volta doa 12 — 18 meses de
idade, comecam-se a revelar e instalar alteragfes clinicas distintas que conduzem ao
diagnostico da progéria, em média, aos 2,9 anos de vida. Os tecidos mais afetados sdo 0s
de origem mesenquimal. Um profundo atraso no desenvolvimento, com um decréscimo
nas curvas de crescimento, e tragcos faciais disformes carateristicos com um recuo
mandibular, nariz estreito e pontiagudo, uma veia destacada desde o couro cabeludo ao
septo nasal e olhos proeminentes constituem as alteragdes iniciais. Durante o primeiro e
terceiro ano a alopecia parcial progride para uma alopecia total, havendo perda da gordura
subcutanea. A pele torna-se semelhante a esclerodermia com zonas pequenas de pele mais
dura. Relata-se também uma contracao progressiva das articulagdes, perda de densidade
Ossea que conduz a alteracdes 6sseas com deslocamento do quadril. O desenvolvimento
de unhas anormais, atraso na erup¢do dos primeiros dentes e veias salientes na cabeca
tornam-se mais evidentes. A aterosclerose prematura e generalizada é o mais relevante
dos sintomas, ja que € o que permite o desenvolvimento de doencas cardiovasculares que
conduz a mais frequente causa de morte destas criangas. Mais tarde ainda se verifica perda
de audicdo a baixas frequéncias, sobreposicéo de dentes e perda parcial da erupcéo dos
dentes definitivos. A maturacdo sexual secundaria ndo ocorre e durante toda a sua vida as

criancas tém uma voz distintamente aguda, sem que no entanto o seu desenvolvimento
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motor e cognitivo sejam afetados (Hennekam, 2006; Merideth et al., 2008; Coppede,
2012; Gordon et al., 2011; Schreider & Kennedy, 2013; PRF, 2014d). S&o, portanto,
criangas que cognitivamente estdo a crescer ao seu ritmo, que ndo é acompanhado pelo
corpo, mas que apesar de tudo e da incerteza constante do dia de amanhd, s&o criancas
incrivelmente inteligentes, muito alegres, corajosas, cheias de vida e de esperanca,

verdadeiros testemunhos de que cada dia € para ser vivido ao maximo.

As criangas com progéria podem nascer com peso e comprimento dentro da faixa
normal para a sua idade gestacional, apesar de na maioria dos estudos de fendtipo e da
sua evolucdo estar frequentemente relatado um valor médio de peso um pouco abaixo do
normal, sem que seja significativo para suspeitar a ocorréncia da doenca. Porém, o seu
crescimento pds-natal é severamente perturbado, e ainda dentro do primeiro ano de vida
as criangas comecam a afastar-se dos valores das curvas de peso e de comprimento global
usadas pelos pediatras, por ndo ganharem peso e nem crescerem conforme o esperado.
Este constitui o primeiro sinal de alerta de que algo ndo estda bem com a crianca
(Hennekam, 2006). O peso parece ser mais afetado que a altura, no sentido em que, para
as criancas com HGPS, a curva de peso, quase que assume uma distribuicdo horizontal
ao longo do tempo. Segundo Merideth et al. (2008), num grupo de 15 criancgas, entre 0s
2 e 0s 10 anos de idade, 10 criangas que ndo recebiam tratamento com hormona de
crescimento ganharam apenas 0,65Kg/ano, em contraste com os 1,01Kg/ano ganhos pelas
outras 5 que receberam tratamento hormonal, 4 das quais durante este estudo. Ainda
assim, ficaram longe dos 1,8Kg/ano ganhos em média, no mesmo periodo, pelas criancas
saudaveis. Quanto a altura, para 0 mesmo estudo e comparando para o valor de 5,84
cm/ano das criangas normais, as 5 criancas recebendo a hormona de crescimento
obtiveram mais 0,30cm/ano que os 3,58cm anuais das 10 criangas sem tratamento

hormonal, mas ambos abaixo do ganho normal esperado, cerca de 3 percentis.

De notar que nenhum dos parametros é consequéncia de subnutricdo mas sim um
dos sintomas da HGPS, ja que as criancas apesar de comerem em pouca quantidade

ingerem os nutrientes suficientes para o seu desenvolvimento normal (PRF, 2014d).
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Foi reportado por Pereira et al. (2008) e Young & Yang (2013), que a partir dos 2
anos de idade os efeitos da sindrome permitem as criancas crescer, em média, até aos 110
cm e ter um ganho anual de 0,440Kg, atingindo aproximadamente um maximo de peso
de 14,5Kg (~12 a 15Kg).

A lipodistrofia é uma carateristica adquirida durante a HGPS, traduzindo-se de
uma forma generalizada na perda de tecido adiposo subcutaneo e a acumulacdo de
depdsitos de gordura em sitios onde ndo € comum nem saudavel instalar-se, como por
exemplo, no figado (Caron et al., 2007). Esta alteragdo metabdlica inicia-se por volta dos
3 meses, passa despercebida até aos 3 ou 4 anos de idade, diminuindo progressivamente
com a idade. Em primeiro lugar afeta os membros inferiores, seguindo-se o térax, o
neurocranio e posteriormente a face. O desaparecimento do tecido adiposo intra-orbital
faz com que os olhos parecam proeminentes, sem que exista verdadeira exoftalmia
(Hennekam, 2006; Merideth et al., 2008). Uma vez que a apenas gordura intra-abdominal
se mantém, as criangas normalmente tém o abddémen saliente e por isso exibem um tronco
piriforme (de Paula Rodrigues et al., 2002; Campos et al., 2006). Foi reportada a
observacao de cianose peribucal, por Rork et al. (2014). No entanto, considera-se que
esta seja consequéncia da quase inexisténcia de tecido adiposo na zona da boca e nédo

tanto de origem cardiaca, por ma oxigenacao do sangue.

As alteracGes dermatoldgicas também contribuem para o fenétipo tipico da HGPS,
desde a média de idade de 1,9 meses, podendo estar presentes ja no nascimento, e incluem
pele esclerodérmica e com relevos, vasculariza¢do cutanea proeminente pelo corpo e

couro cabeludo, hiper e hipopigmentacéo, assim como, alopécia.

A pele das criancas com o passar do tempo torna-se mais firme e apresenta
alteracOes esclerodérmicas, evidenciada por zonas de pele mais rigida, fibrética e inchada,
com saliéncias, que se distribuem maioritariamente pela zona abdominal, zona superior
aos glateos, genitdlia e membros inferiores (Fig. 2.2). Contudo, estas alteracGes séo
transientes, desaparecendo por volta dos 6 meses de idade até aos 2 anos, sem que seja

necessaria intervencdo, deixando por vezes marcas despigmentadas nos locais da
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alteracdo de pele (Fig. 2.3). A pele altera-se, entdo, outra vez, ficando fina, seca e atrofica.
Surgem pequenas manchas/lesdes de hiperpigmentacdo distribuidas por todo o corpo,
aparecendo primeiro na zona do peito e no pescogo. Aparecem também mais tarde no
couro cabeludo e membros inferiores, que pela sua localizacdo podem ter resultado néo
s0 mas também da transicao entre os diferentes estados da pele (Hennekam, 2006; Rork
etal., 2014). As unhas passam de finas a rigidas, com forma irregular e crescimento lento,

enquanto que a pele sobre as falanges distais é avermelhada e inchada (Fig. 2.4).

Figura 2. 2 Alteragdes esclerodérmicas em criangas com HGPS. A esquerda — evidencia a alteracfo
simétrica dos mamilo de natureza escleroderméide, numa crianca HGPS com 6 meses de idade. A
diretita, alteracdo evidente pelo edema nos membros inferiores com varios relevos, afetando também a
genitalia, numa crianga com 10 meses. Fonte: Rork et al. (2014)

Figura 2. 4 Dedo de uma crianca com
HGPS. E evidente a unha dimérfica e a pele
firme, descamativa e ponta de dedo
inchada. Fonte: (PRF, 2014d).

Figura 2. 3 Diferentes graus de pigmentacéo
em criangas com HGPS. As manchas de
despigmentacao resultam da alteragdo de
pele esclerodérmica para fina e atrofica
(PRF, 2014d)

Um dos primeiros sintomas da sindrome de Hutchinson-Gilford é a veia
proeminente que atravessa a ponte nasal. Tal como Hutchinson (1886), a descreveu pela
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primeira vez “A large trunk came down the forehead on each side of the eye-brow and
communicated by a transverse branch at the root of the nose”. Em bidpsias, foi possivel
observar que as paredes dos vasos sd0 mais endurecidas e o limen mais estreito
(Hennekam, 2006), que o que se considera normal para a idade das crian¢as. Com o passar
do tempo e simultaneamente com 0s outros sintomas carateristicos da sindrome a
instalarem-se, 0s vasos tornam-se mais evidentes e proeminentes em todo o corpo. A
perda de tecido adiposo subcutaneo e a pele cada vez mais fina, permite que os vasos
sanguineos se tornem mais visiveis e a perda de cabelo deixa transparecer esta situagao
no couro cabeludo. Quanto ao cabelo, as criangas quando nascem, salvo raras excecoes,
tém cabelo normal em textura e cor. Passados poucos meses, o cabelo comega a cair, a
ficar mais fino, até que as criangas acabam por ficar com algum cabelo residual ou sem

cabelo nenhum. O mesmo acontece com sobrancelhas e pelo (Fig. 2.5) (PRF, 2014d).

Figura 2. 5 Progressao das alteracBes da progéria. Alopécia progressiva desde cabelo de textura e cor normais (A),
perda de cabelo pela periferia do couro cabeludo (B, C e D), seguida da existéncia residual de cabelo no alto da
cabega (E e F), atingindo por fim a alopécia completa (G e H), olhos e vasos do couro cabeludo proeminentes, nariz

e pontiagudo, desproporc¢ao cranio facial com retrognatia e micrognatia mandibulares. Idades (A) 1 semana. (B) e (C)
7 e 8 semanas. (E e F) 2 anos. (G e H) 3 anos. Fonte: (Rork et al., 2014).
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A progéria proporciona uma série de alteracdes esqueléticas, com defeitos na

formacgdo Ossea nas extremidades e na denti¢do, displasia mandibular e do créanio,

ostedlise severa, osteoartrites e endurecimentos dos ligamentos das articulacbes em todo

0 corpo mas com severidade variavel.

Comparando com as criangas que ndo tém a sindrome, 0S 0SS0S Sd0 mais

pequenos, que contribui para terem estatura baixa e densidade mineral éssea € menor,

mas ndo numa diferenca tdo acentuada quanto outras alteragfes consequentes da

sindrome. Apesar dos 0ssos serem mais frageis e se quebrarem mais facilmente, as

fraturas espontaneas nao sdo mais recorrentes que o normal (Merideth et al. 2008; PRF,

2014d). Analisando as diversas partes do corpo podem destacar-se as modificagOes

evidenciadas na Tabela 2.1.

Tabela 2. 2 Resumo das alteragdes 6sseas provocadas pela progéria, de acordo com o local anatémico afetado

ModificagcOes 0sseas provocadas pela progéria

Local

Manifestacdes

Falanges

Acro-osteolise das falanges distais (reabsorcdo do 0sso) (Fig. 2.6).

Pode observada nos recém-nascidos, ou surgir nos meses de vida ou
mais tarde por volta dos 5 anos, afetando todas as criancas da sindrome.
Podendo néo afetar todos os dedos, segundo Hennekam (2006), este tipo
de ostedlise € menos visivel nos dedos dos pés e entre 0s dedos das maos,
sendo o anelar o menos afetado. Esta alteragcdo 6ssea juntamente com a
pele inchada e avermelhada nas falanges distais, contribui para que

visivelmente as criancas tenham as pontas dos dedos arredondadas.

Torax

A reabsorcdo clavicular que se inicia na extremidade acromial e progride
lentamente, torna as claviculas curtas e distréficas, que juntamente com
adelgacamento e afunilamento das costelas, torna os ombros estreitos e

contribui para que a forma de péra do térax se evidencie.
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Ossos longos

Relata-se a observacdo de coxa valga, que cria a posi¢éo descrita como
de “cavalgar” e que a marcha seja base ampla. Associada ao
encurtamento do fémur e do seu colo alargado e a displasia acetabular
predispde a instabilidade da articulagdo do quadril e subluxacao,
osteartrite e dor quando a crianca esta de pé e tem de suportar o seu peso
(Fig. 2.6).

Créanio

Na face, para aléem do nariz pontiagudo com a ponte nasal estreita,
evidencia-se a desproporcao cranio facial. Esta é causada pelos 0ssos da
face que ficam mais retraidos com a idade, muito devido a malformacéo
mandibular progressiva com retrognatia e micrognatia, e pelo facto de
0s 0ss0s do neurocranio, que dependem em parte do crescimento do
cérebro, terem tamanho normal. No neurocranio, apenas se relata um

atraso no encerramento das fontanelas (Fig.2.3).

Fontes: (de Paula Rodrigues et al., 2002; Hennekam, 2006)

Figura 2. 6 Acro-osteolise (a esquerda) e coxa valga (a direita). Fonte: (PRF, 2014c).

As hipoplasias mandibular e maxilar contribuem para que os dentes das criancas

com HGPS, por terem pouco espaco, fiqguem sobrepostos e apinhados contribuindo para

a elevada taxa de desgaste observada entre estes. O desenvolvimento e erupcao retardados

ou inexistentes, a descoloragéo e dismorfismo dos dentes (Alves et al., 2014; Domingo et

al., 2009), palato ogival, as doengas das gengivas, como a recessdo gengival e gengivite,
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o0 desgaste acentuado dos dentes de leite e ainda a alta incidéncia de caries (PRF, 2014d)

sdo outras das alteracdes odontoldgicas frequentes entre estas criancas.

Uma das carateristicas oculares que mais facilmente se identificam s@o olhos
proeminentes e a lagoftalmia durantes o sono (olhos ligeiramente abertos) causados pela
lipodistrofia orbital e pela pele firme e distendida (Campos et al., 2006), que também esta
na origem da retracdo da palpebra superior e ptose com fendmeno de Marcus-Gun jaw-
winking, isto é, retracdo da palpebra associada a mastigacdo e movimentos laterais da
mandibula (Torre et al., 2004), sendo esta Gltima menos comum. Estas alteracdes fazem
com que pestanejar e que as carateristicas de lubrificacdo associadas a este ato ndo sejam
bem sucedidas, sendo recorrente as criancas desenvolverem a sindrome do olho seco, que
tem como consequéncia estarem constantemente a lacrimejar, situacdo ainda mais
intensificada pela auséncia de cilios e sobrancelhas para proteger os olhos de poeiras e
outros elementos irritantes. Estrabismo e nistagmo (movimentagdes involuntarias do
olho) irregulares, ceratite (inflamacdo da cornea) e alteracbes de visdo como miopia e
hipermetropia embora relatados, sdo situacdes descritas mas raras. E recorrente ver as
criancas de o6culos de sol, uma vez que com esta compilacdo de alteracBes oculares,
desenvolvem fotofobia por sensibilidade excessiva a luz, aversdo a luz solar ou locais
bastante iluminados. Sdo também descritos em alguns casos situacGes de adesGes
iridocorneanas e cérneas turvas e opacas (Chandravanshi et al., 2011; Coppede, 2012;
PRF, 2014d).

De acordo com PRF (2014d) no ouvido tipico, o pavilhdo auricular e 1/3 do canal
auditivo sdo compostos por cartilagem que € flexivel e a gordura subcutanea. Nas criancas
com progéria o ouvido externo é caraterizado pela perda da flexibilidade da cartilagem e
da pele, tal que ao toque o pavilhdo auricular é mais rigido que os pavilhdes auriculares
das criangas que ndo tém progéria. Resulta num aumento da sensibilidade do canal
auditivo e menos tolerancia de dor ao toque. Por norma, a audicdo para frequéncias mais
altas € normal na HGPS ¢ normal. Relata-se apenas uma perda da audi¢do condutiva a
baixas frequéncias sem que seja obrigatoriamente bilateral ou simétrica (Gordon et al.,

2011) e perda neurosensorial bilateral moderada. Tal indica que quanto mais alta for a
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frequéncia melhor e mais normal serd a audicdo (PRF, 2014d), sem que estas perdas

comprometam funcionalmente a comunicacao.

Fendtipo do sistema cardiovascular HGPS

As criangas com HGPS estdo geneticamente predispostas a doengas cardiacas
prematuras e progressivas, que para além de serem a maior causa de morte no mundo
(WHO, 2014b) séo-no também para estas criangas. Por volta dos 11-13 anos de idade as
criancas sofrem de enfarte do miocardio (EM), paragens cardiacas ou AVC. A morte é
geralmente precedida de hipertensdo sistémica antes dos 5 anos de idade indicando uma
funcdo vascular diminuida, ataques isquémicos e pequenos AVC (Hanumanthappa et al.,
2011).

Nos primeiros 5 anos de vida ndo apresentam quaisquer problemas de origem
cardiovascular, mas por volta dos 6-8 anos comecam a expressar gradualmente um
cansaco mais rapido e falta de ar. A extensiva perda de células do musculo liso causa uma
remodelacdo da arquitetura dos vasos que os enfraquece, com a disrupc¢édo das fibras de
elastina que se depositam na matriz extracelular. De acordo com Gerhard-Herman et al.
(2012), associada a doenca vascular periférica oclusiva, o acelerado endurecimento
vascular funciona como um mecanismo precoce e generalizado da doenca cardiovascular.
Isto induz inflamacdo, calcificacdo e excessiva aterosclerose dos vasos, pela formacéao de
placas esclerdticas na artéria aorta e nas artérias coronarias, que conduz a hipertrofia da
camada intima destas. O ventriculo esquerdo esta quase sempre aumentado e as valvulas
calcificadas (Merideth et al., 2008; Pereira et al., 2008; Zhang et al., 2014). De acordo
com Qi & Xie (2013) em alguns pacientes podem sofrer de disfun¢des coronarias agudas

durante horas ou até mesmo semanas.

Os AVCs comecam a ser frequentes pelos 9 anos de idade, resultando em

convulsdes, dores de cabeca, tonturas e enfraquecimento dos membros inferiores.

No seu conjunto, estas manifestacdes contribuem intrinseca e gradualmente para
o declinio cardiovascular carateristico e fatal da HGPS, que dada a baixa incidéncia da
doenca e pelo facto da sintomatologia no estado mas grave ser nos anos mais avangados

de vida das criangas, ndo permite um estudo aprofundado da patologia arterial.
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Sistemas que a progeéria ndo afeta o funcionamento

A progéria afeta apenas linhagens de celulas de origem mesenquimal e
mesodérmica, porque € nestas que ocorre a producdo da proteina mutante causadora da
doenca. Por esta razdo e/ou porque certos 6rgdos sao mais resistentes ao efeito prejudicial
desta proteina, determinados 6rgdos tém funcionamento normal em crianga com HGPS.
Segundo PRF (2014d), o cérebro nédo é afetado ja que o desenvolvimento cognitivo ndo
se encontra alterado. Apenas 0s vasos sanguineos no cérebro € que sdo atingidos, levando
a ocorréncia dos derrames cerebrais. Outros érgdos como o figado, rim e os do sistema
gastrointestinal. No sistema enddcrino, o desenvolvimento as carateristicas sexuais
secundarias falha completamente, revela uma concentracao baixa de leptina, fazendo com
que o organismo ndo tenha capacidade para armazenar gordura e ainda uma resisténcia a
insulina em 50% dos individuos. Salvo estas exce¢des o sistema enddcrino funciona
normalmente (Gordon et al., 2011). O sistema imunitario também ndo é afetado, a
cicatrizacao de cortes e de fraturas faz-se a um ritmo normal, sem que exista maior taxa

de infecBes recorrentes destes acontecimentos.
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CAPITULO 3. HGPS: a base genética por detras da sindrome de Hutchinson-

-Gilford ou progéria

Laminopatias

As laminopatias englobam um grupo de distdrbios humanos que estdo associados
a mutacdes nos genes LMNA, LMNB1 e LMNB2 que codificam quer as proteinas
constituintes da lamina nuclear, quer as proteinas associadas ao seu processamento pos-
traducional (e.g. ZMPSTEZ24) ou, ainda, as proteinas que interatuam com as laminas:
emerina, LAP2 (polipéptido associado as laminas 2), LBR (proteina p58, recetor da
lamina B; 3 B-hidroxisterol A-14-redutase), MAN1, nesprina-1 e proteinas do complexo
de poros nucleares. Assim, as mais de 340 mutacdes conhecidas nos genes de laminas
permitem que existam cerca de 15 fendtipos distintos com uma grande variedade das
manifestacdes carateristicas dos fenotipo. Pensa-se, inclusivamente, que as mutages nos
genes da ldmina nuclear possam estar também envolvidas em doengas comuns.

Afetando tanto especificamente determinados tipos de tecidos, como um conjunto
de mdltiplo de tecidos criando fendtipos sistémicos ou entdo uma sobreposicédo destes, é
possivel classificar as laminopatias em diferentes categorias de acordo com o tecido
afetado. Surgem assim, o tipo mais comum de laminopatias: as que afetam o musculo
causando distrofia muscular: AD-EMD - Distrofia muscular Emery-Dreifuss autossdmica
dominante (OMIM 181350) e recessiva (OMIM 604929), bem como LGMD1B (OMIM
159001). Surge em segundo lugar, em termos de ocorréncia, as lipodistrofias
caraterizadas pela distribui¢cdo anormal de tecido adiposo, muito associadas a distdrbios
metabolicos como a diabetes e insulinorresisténcia, nomeadamente a Lipodistrofia Parcial
Familiar de Dunnigan (LPFD OMIM 151660), a lipodistrofia parcial adquirida (LPA) ou
também conhecida como sindrome de Barraquer-Simoms (OMIM 608709) e a sindrome
de insulinorresisténcia tipo A. Quando as laminopatias afetam o individuo de forma
sistémica, os sintomas que lhes estdo associados sdo muito diversificados e ocorrem sobre
diferentes tipos de tecidos, comportando, frequentemente, caracteristicas de
envelhecimento precoce: HGPS (OMIM 176670), sindrome atipico de Werner (OMIM
277700), dermopatia restritiva (ER OMIM 275210), displasia mandibuloacral tipo A com
lipodistrofia (OMIM 248370) e sindrome progeroide atipico (Navarro et al., 2004;
Zaremba-Czogalla et al., 2011; Prokocimer et al., 2013; Camozzi et al.,2014)
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As laminopatias séo redundantes, isto €, diferentes mutacdes podem originar as
mesmas condicdes clinicas e uma mesma mutacdo pode resultar em fenotipos diferentes
e séo causadas, a nivel do gene LMNA, em 91% dos casos por mutagdes por substituicao.
Em 5% dos casos, encontram-se mutacdes por delecdo e raramente por duplicacdo,
insercdo ou insercdo-delecdo (in-del). Estas alteracfes a nivel proteico resultam de
mutagdes missense, (67%), nonsense (4%) e alteracdes do quadro de leitura (frameshifts),

sendo silenciosas 13% das mutacdes (Zaremba-Czogalla et al. 2011).

Laminas e lamina nuclear

O invélucro nuclear (IN), que delimita os conteddos nucleares, é constituido por
uma estrutura de membrana dupla. A membrana nuclear interna (MNI) e externa (MNE)
estdo ligadas perifericamente por complexos de poros nucleares (Npc). Estes poros
atravessam o IN e permitem que seja estabelecido um controlo seletivo do trafego de
macromoléculas entre o nucleo e o citoplasma. Estas carateristicas estruturais traduzem-
se na funcdo crucial de barreira desempenhado pelo IN. Enquanto o espaco internuclear
é contiguo ao lumen do reticulo endoplasmaético (RE) (Burke & Stewart 2006; Schreiber
& Kennedy, 2013), o espaco intranuclear contém o DNA gendmico, o nucleoplasma e
uma rede de nucleosqueleto rigida, associada a MNI, designada por ldmina nuclear, em
que as laminas surgem com o elemento estrutural de maior relevo. As laminas pertencem
a classe dos filamentos intermédios do tipo V (Booth-Gauthier et al., 2013; Funkhouser
et al., 2013; Mounkes & Stewart, 2014), sendo sintetizadas no citoplasma e importadas
para o nucleoplasma (Pereira et al., 2008). Nesta local da célula, para além do seu papel
de base estrutural que mantém a célula em equilibrio pela estabilizacdo da MNI (Cao &
Hegele, 2003), estdo envolvidas em fungdes nucleares tais como a replicacéo e reparacéo
do DNA e ainda acontecimentos de remodelacdo da cromatina na transicdo entre as
conformac@es de eucromatina e heterocromatina. Tal é possivel por se ligarem direta ou
indiretamente (via proteinas que interatuem com as laminas) a sequéncias especificas de
DNA ou a proteinas. Tambem lhes s&o atribuidas fungdes na regulacdo da transcricao e
em modificacOes epigenéticas (Arancio et al. 2013; Prokocimer et al. 2013).

De acordo com Mounkes & Stewart (2004), as laminas podem ser dividas em duas
categorias: laminas do tipo A e laminas do tipo B. Dois genes ndo relacionados, o LMNB1,
localizado no cromossoma 5 (5023.3-931.1 (Burke & Stewart, 2006)) e 0 LMNB2, no
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cromossoma 19 (19p13.3 (Burke & Stewart, 2006)), sdo responsaveis pela expressédo das
laminas de tipo B, nas isoformas lamina B1 e laminas B2 e B3, respetivamente. As
laminas do tipo A surgem através do processamento alternativo de um Unico transcrito
codificado pelo gene LMNA, situado no cromossoma 1 (1921.2-921.3 (Burke & Stewart,
2006), expressando-se maioritariamente as laminas A e laminas C, incluindo as variantes
C2 e AA10. As laminas tipo A partilham os primeiros 566 aminoacidos, diferindo apenas
no nimero de aminoacidos adicionais que se encontram na zona terminal da proteina.
Enquanto que a lamina A tem 98 amino&cidos adicionais, a isoforma C possui apenas 6.
De notar que estas duas Ultimas isoformas proteicas integram a ldmina nuclear em ratios
relativamente equivalentes (Camozzi et al., 2014).

Os dois tipos de lamina tém fungbes fundamentalmente diferentes, muito
provavelmente em virtude da diferenca dos seus pontos isoelétricos, que ditam que as
laminas tipo B permanecam associadas ao invélucro nuclear durante a mitose, enquanto
as laminas tipo A se tornam mais solUveis. As diferencas também residem em termos de
expressdo, uma vez que as laminas tipo B sdo expressas na maioria dos tipos de células e
as tipo A sdo expressas em diferente linhagens de células durante a diferenciacdo celular
(Burke & Stewart, 2006; Navid et al., 2012; Pereira et al., 2008). No entanto, ambos 0s
tipos ndo existem exclusivamente na lamina nuclear, mas também no nucleoplasma,
numa forma menos estruturada e com maior mobilidade, quando comparada com as
incorporadas na lamina (Schreiber & Kennedy, 2013).

Estruturalmente, ambas as classes de laminas sdo compostas por um dominio
central de uma hélice o superenrolada, flanqueada por um pequeno dominio globular N-
terminal e um dominio C-terminal maior e ndo helicoidal (Burke & Stewart, 2006). As
laminas A (mas nédo as C) e as do tipo B séo sintetizadas como percursores, designando-
se como prelaminas, uma vez que durante a sua sintese sofrem uma série de modificacoes
pos-traducionais na sua estrutura basica para atingirem o estadio de proteina maturada.
Deste modo, é permitida e facilitada a insercdo dos diferentes tipos de laminas na lamina
nuclear (Mounkes & Stewart, 2004). Segundo Pereira, et al. (2008), as prelaminas
contém, uma terminacdo CaaX, na extremidade C-terminal, em que “C” representa uma
cisteina, “a” um qualquer aminoacido de cadeia lateral alifatica — alanina (Ala), valina
(Val), leucina (Leu) ou isoleucina (lle) — e “X” simboliza qualquer aminoacido. Este
motivo ndo existe nas laminas C, pelo que estas ndo estejam sujeitas a modificacdes pos-

traducionais.
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Séo trés as modificacbes pds-traducionais sequenciais que ocorrem na caixa CaaX
em comum aos dois tipos de laminas: farnesilacdo, clivagem proteolitica e
metilesterificacdo (Tabela 3.1). Estas tornam as laminas A, B1 e B2 mais hidrofébicas e
estimulam, assim, a sua subsequente associacdo & MNI, pelo que a sua insercao na lamina

nuclear estaria deveras comprometida na auséncia do motivo CaaX funcional.

Tabela 3.1 Modificagdes pos-traducionais sofridas pelas prelaminas A, B1 e B2.

MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS

A cisteina do motivo CaaX é adicionado
FARNESILACAO um grupo farnesilo por acdo do enzima

citosélico farnesiltransferase.

O tripéptido terminal —aaX (amino&cidos
662-664) ¢é clivado por acdo de
endoproteases associadas ao RE, com a
metaloprotease de zinco
ZMPSTE24/FACE1 (metaloprotease de

zinco homdlogo ao STE24 em S.

CLIVAGEM PROTEOLITICA

cerevisiae) a atuar sobre a prelamina A e
0 FACE2/REC1 (enzima conversora de
Ras) com acéo sobre as prelaminas Bl e
B2.

As cisteinas preniladas das prelaminas,
- sdo, por fim, sujeitas a acdo da iso-
METILESTERIFICACAO o _

carboximetil transferase (ICMT), ficando

metiladas.

Contrariamente as laminas tipo B, nas quais ndo ocorre qualquer outra
modificacdo, permanecendo fisiologicamente metilfarnesiladas, para as laminas A, a
isoprenilacdo é um evento transiente, ja que necessita de ocorrer para que, atraves de uma
modificacdo pos-traducional adicional, atinja o estddio de maturagdo final. Esta
modificagcdo corresponde a uma segunda clivagem endoproteolitica dos 15 residuos C-

terminais da prelamina A (aminoacidos 647-661, com a cisteina metilfarnesilada
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incluida), mediada pela ZMPSTE24/FACEL, ocorrendo 30-60 minutos apds a sintese e,

imediatamente a seguir a sua insercdo na lamina nuclear.

Mecanismo da HGPS

Seguindo a hipotese de hereditariedade autossémica recessiva, contréria aquela
que prevalecia na altura, em que a HGPS seria de carater autossomico dominante
esporadico, Eriksson et al. (2003) realizaram um rastreio a totalidade do genoma de 12
individuos, considerados como elementos representativos da situacdo cléssica da
sindrome, com o objetivo de encontrar evidéncias de homozigotia. Utilizando
microssatélites polimérficos como marcadores e cruzando todos os dados, delimitaram a
localizacdo do gene causador da sindroma a uma regido de 4.82 Mb no cromossoma 1.
De entre cerca de 80 genes, encontrava-se 0 gene LMNA, conhecido por ser o gene
codificador das laminas A e C, cujas mutagdes conhecidas eram a causa de seis
laminopatias descritas, tanto recessivas como dominantes. Amplificando por PCR o gene
LMNA (todos os 12 exfes e fronteiras intrdo-exdo) de 23 amostras observou-se uma
mutacdo especifica presente em 18 destas. Cuja esporadicidade foi confirmada pela sua
auséncia nos oito casos em que amostras de DNA de ambos os pais, tratando-se, portanto,
de uma mutacdo de novo. Recorrendo ao método de transcricdo reversa por PCR (RT-
PCR), os fragmentos de mRNA resultantes uma vez sequenciados falhavam em 150
nucledtidos, sempre a partir do mesmo ponto, quando comparados com os fragmentos de
individuos sem a sindrome. Pelo facto do quadro de leitura se manter sup0s-se que 0
transcrito anormal viria a codificar uma proteina com uma delecdo interna de 50
aminoéacidos, de tal modo, que a hipotese de ativacdo de um sitio de splicing critico na
zona final do ex&o, local da mutacéo, foi testada e comprovada

Por sua vez, uma equipa francesa, De Sandre-Giovannoli et al. (2003), baseando-
se em comparacdes clinicas entre pacientes afetados com HGPS e displasia
mandibuloacral (DMA), concluiram igualmente que as doencas referidas seriam causadas
por mutacdo no gene LMNA. Tal conduziu a identificacdo da mutacdo geradora da
ativagdo do sitio de splicing critico em 2 pacientes com HGPS classica. A analise
imunocitoquimica dos linfocitos de um paciente, usando anticorpos monoclonais contra
laminas A/C, lamina A e lamina B1, revelou que o tamanho e a morfologia nuclear da

maioria das células estavam claramente alterados, com interrupg¢des do involucro, sendo
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acompanhadas por protuberancias de cromatina. A lamina A foi apenas detetada em 10 a
20% dos linfécitos de pacientes com HGPS. Apenas a lamina C se encontrava presente
na maioria das células, enquanto que a lamina B1 foi encontrada no nucleoplasma. Este
ultimo resultado sugere, portanto, que a isoforma B1 se tenha dissociado do involucro

nuclear devido a perda de lamina A.

O gene LMNA abrange cerca de 25 Kbp, codificando uma proteina de 664
aminoacidos com peso molecular de 70 kDa (Navid et al., 2012). Conforme Zaremba-
Czogalla et al. (2011) Prokocimer et al. (2013) e Schreiber & Kennedy (2013) enquanto
que o intervalo dos exdes 1-10 codifica ambas as laminas A e C, os exdes 11 e 12 séo
especificos para a codificacdo da cauda carboxiterminal da lamina A, dai que a HGPS
afete especificamente esta isoforma. A mutacdo mais comum para a Progéria classica,
cerca 90% dos casos, € a substituicdo silenciosa de uma Unica base nucleotidica,
GGC—GGT, no coddo 608. A mutacdo C—T, no contexto de um dinucledtido CpG,
representa a base mais mutavel de todo o genoma nos vertebrados, porque a simples
desmetilacdo de uma citosina metilada origina uma timina e esta € posteriormente mal
copiada (Eriksson et al. 2003). Este acontecimento permite que um novo local de splicing
seja ativado na posicdo 1824 conduzindo a um "salto" na transcricdo do gene LMNA
diretamente para a posicdo 1969, representativa da primeira base do exao 12, tendo como
consequéncia a delecdo de 150 bp do cDNA. Gera-se assim um transcrito semelhante ao
da prelamina A, com 1824C-T+1819-1968del (De Sandre-Giovannoli et al., 2003), que
inclui uma juncdo aberrante entre as posicdes 1818 e 1969, exbes 11 e 12, respetivamente
(Fig. 3.1). A remocgdo dos 150 nucleotidos que se traduzem numa delecéo interna de 50
aminoacidos na prelamina A mutada impede a ocorréncia do Ultimo passo pos-traducional
exclusivo do processamento da prelamina A para lamina A. Tal deve-se ao facto do local
de reconhecimento da enzima ZMPSTE24 estar inserido na fracdo que foi deletada. A
proteina resultante deste processo da-se o nome de progerina, que por se encontrar
permanentemente farnesilada € incorporada de forma anormal na periferia do IN. Com o
envelhecimento das criancas e a repeticdo dos ciclos celulares, da-se uma crescente
acumulacdo de progerina. Tendo as suas propriedades estruturais e bioquimicas alteradas,

a progerina adquire toxicidade por ganho de fungdo dominante negativa, demonstrada
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com a persisténcia da morfologia nuclear aberrante tipica da sindrome pelas células
HGPS, mesmo na presenca de lamina A ndo mutada. Conclui-se, assim, que é a presenca
da progerina e ndo a auséncia da lamina A maturada que desencadeia toda a progeéria (Qi
& Xie 2013) com alteragdo de muitas das carateristicas e funcbes celulares lamino-
dependentes. E curioso que o sitio critico de splicing ativado na progéria também seja
usado, numa frequéncia de 160 vezes inferior, em individuos saudaveis a medida que véo
envelhecendo. Existe, portanto, uma concordancia clara em termos de sintomas,
alteracOes patoldgicas e expressao e distribuicdo da progerina entre as criancas afetadas
e os individuos geriatricos normais, sem que ainda aja, no entanto, um consenso entre a

relacdo causa/efeito entre a progerina e o envelhecimento fisiologico.
1800 - 483 bp

G608G G60BS
eacsean— T M= ccc-ac0)

nt 1818

Figura 3.1 A esquerda: Transcricdo anormal do gene LMNA. Representacio esquematica do local critico de splicing
ativado pela muta¢do C—T, no coddo 608 do exdoll, gerando uma dele¢do de 150 bp no transcrito codificador da
progerina , que correspondem & néo transcri¢do desde o nucle6tido 1818 até ao 1968. Por oposi¢do ao que ocorreria
na situacdo normal, de completa transcricdo do exdo 11, transpondo-se a posi¢do 1968 para a 1969, ja no exdo 12, do
gene LMNA. Fonte: Hennekam, et al 2006. A direita: Resultado de RT-PCR, demonstrando a delecio de 150 bp, com
a presenca do produto anormal de 489bp, por ativagdo do local de splice com a mutagdo de novo que surge apenas na
descendéncia. Fonte: (Eriksson et al. 2003).
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Interacdes alteradas pela progerina

A lamina A forma um complexo multiproteico na MNI, pelo que o seu
processamento incompleto e 0 aumento da progerina, irdo condicionar o funcionamento
celular normal. A lamina A interatua com genes silenciados ou menos expressos,
localizados na periferia e genomicamente aglomerados, mantendo-os nesse estado. Na
progéria, a auséncia da interacdo ndo € suficiente por si sé para a alterar a expressao desses
genes. Por sua vez, a progerina para alem de se ligar a cerca de 99,5% destes genes
designados por “lamina A-associados” ainda interatua com mais um conjunto de genes
silenciados. Pelo que as interacBes que se estabelecem entre gene-lamina A e gene-
progerina, alteram a localizacdo desses genes e criam condic¢des de tal modo que teréo,
consequentemente, efeitos diretos e distintos na organizagéo e interacdo da cromatina na
lamina nuclear (Kubben et al., 2012).

Os fibroblastos HGPS desenvolvem alteracfes morfoldgicas nucleares muito
tipicas, que os tornam mais sensiveis a tensfes mecanicas e de stress. A sua resposta
normal induzida para contrariar ou ultrapassar estas tensdes estd diminuida e retardada,
ndo permitindo que a reparagdo dos danos no DNA seja feita atempadamente, acabando
por responder da Unica maneira possivel, com a apoptose/necrose celular. Em
consequéncia, quando em cultura, uma duracao de vida reduzida comparando com células
normais. (Prokocimer et al., 2013; Qi & Xie 2013).
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Fendtipo celular

A forma e a arquiteturas nucleares das células HGPS apresentam alteragdes
significativas: involucro nuclear lobulado - a evidéncia citoldgica mais evidente da
sindrome -, ldmina nuclear enrijecida com menor flexibilidade, perda da heterocromatina
periférica e aglomeracdo dos canais de transporte e dos poros nucleares do IN, dada a
acumulacdo e toxicidade crescentes da progerina. Antes de desenvolverem quaisquer
modifica¢es morfoldgicas Obvias, os fibroblastos exibem anormalidades nos padrdes de
modificacdo das histonas e na expressdo de genes. A expressao de 361 genes demonstrou
estar sobre-regulada para fatores de transcricdo, proteinas da matriz extracelular e
proteinas implicadas na aterosclerose, enquanto que para proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA e remodelagdo da cromatina entre heterocromatina e eucromatina
estava sub-regulada (Pereira et al., 2008; Qi & Xie, 2013).

Segundo Eriksson et al. (2003), no seu estudo de 2003, recorrendo a
imunofluorescéncia com diferente anticorpos monoclonais contra lamina A/C em
fibroblastos primérios de 5 casos da HGPS classica, relata que em 48% das células HGPS

o0 involucro nuclear apresentava forma irregular.

As extremidades dos cromossomas sdo designadas por “telomeros”. Estes
correspondem a sequéncias de DNA repetidas e pouco reativas, impedindo que as
extremidades de diferentes cromossomas estabelecam interacGes entre si, conferindo,
portanto, estabilidade aos cromossomas.

A perda de expressdo da lamina A e o aumento da expressdo da progerina,
proporcionam a instabilidade dos telomeros que se tornam mais pequenos e com
localizagdo incorreta, assumindo o fenotipo telomérico disfuncional carateristico dos
fibroblastos da sindrome, ficando a integridade celular comprometida. Como
consequéncia deste fendtipo, séo ativados ciclos viciosos, descritos na figura 3.2, também
presentes na inducdo da senescéncia celular dos fibroblastos durante o envelhecimento
normal (Pereira et al., 2008; Prokocimer et al., 2013; Schreiber & Kennedy, 2013). Destas
consideracOes pode-se retirar que, uma vez que o desgaste e a disfuncdo dos telémeros,
bem como a disfuncdo mitocondrial, estdo associados a doengas cardiovasculares, é
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possivel que também eles estejam implicados na doenca cardiovascular aterosclerdtica
descrita na HGPS. Além disso, pela ativacdo do fator p53, os telémeros encurtados
poderdo suprimir a inducdo de tumores, contribuindo possivelmente desta maneira para a
raridade da expressdo do cancro na sindrome, apesar da instabilidade gendmica
(Prokocimer et al., 2013).

&Tamanho dos telomeros

\\ ~ 80 . Ativam o
W \

p53

TELOMEROS Senescéncia
DISFUNCIONAIS que reprime

o PGC1

Figura 3.2 Telémeros Disfuncionais. A expressao diminuida de lamina A e a expressdo de progerina aumentada geram um
encurtamento dos telémeros, tornando-os disfuncionais. Uma vez disfuncionais, sdo reconhecidos como DNA danificado,
ativando o supressor de tumores p53 e contribuindo para a senescéncia celular. Além disso, diminuem as fun¢@es mitocondriais,
por reprimirem PGC-1, um co-ativador da expressdo génica, que pertence uma classe de proteinas reguladoras da transcri¢éo que,
embora ndo se liguem ao DNA diretamente, também podem controlar a resposta génica por se ligarem a varios fatores de
transcricao. Levando ao aumento da expresséo de genes envolvidos na biogénese mitocondrial e aumento da funcéo respiratoria,
causam um aumento da capacidade enzimatica para beta-oxidagdo de acidos gordos, ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa. Na
sua auséncia, 0 aumento do aporte energético, quando necessario, em caso de esforcos fisicos por exemplo, ndo ocorre, além de
que conduz a disfungdo cardiaca. Fontes: (Cao et al., 2011; Prokocimer et al., 2013).
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Modificacdes nas histonas

As histonas sdo as proteinas, que formando um ndcleo de oito proteinas, rodeado
pela dupla hélice de DNA constituem uma unidade estrutural designada de nucleossoma,
representativa do primeiro nivel de organizacdo da cromatina, cujo tipo e localizacao
espacial das suas modificacbes covalentes sdo essenciais a organizacdo da cromatina
durante as diferentes fases do ciclo celular. Nas células HGPS, pelo facto da lamina A
estar envolvida na ancoragem e organizacao da cromatina, surge uma série de alteragdes
epigenéticas severas, tal como alteracbes nas modificacbes covalentes das histonas, que
afetam a transicdo entre eucromatina e heterocromatina e a sua localizacéo espacial. Um
exemplo, é a H3K9me3, um tipo de modificacdo das histonas que funciona como
marcador da heterocromatina da regido pericentral dos telémeros, que por se encontrar
sub-regulada nas células HGPS, contribui para que as regides pericentrais tendam a estar
menos associadas a lamina nuclear. Consequentemente, a transcri¢do destas regides é
aumentada e a associagdo com as HP1, proteinas que se associam as modificacGes das
histonas e que reconhecem a H3K9me3, diminuida (Arancio et al., 2014; Prokocimer ey
al., 2013). Desta maneira, as alteracdes epigenéticas descritas nas células HGPS
contribuem no seu conjunto alterar os padrGes de expressdo dos genes e todo o
metabolismo celular, conduzindo em ultima instancia para a expressao sistémica da

sindrome.

Regulagéo do ciclo nuclear

O ciclo celular é o fendmeno bioldgico que permite que a vida exista pela
proliferacdo e diferenciag&o celular, no qual uma célula indiferenciada sofre 2 eventos: a
duplicacdo do seu DNA - na interfase - e a segregagdo dos cromossomas durante a mitose
e a citocinese - fase mitética- gerando células filhas que partilham as mesmas

carateristicas genéticas.

De acordo com Qi & Xie (2013), a expressdo da progerina induz uma variedade

de alteracdes a nivel do ciclo celular. Na fase mitdtica geram-se atrasos na citocinese,
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cromossomas anormais e binucleacdo. Por sua vez, durante a interfase, a fase G1 é mais
extensa e a localizacdo dos cromossomas, com 0s mais pequenos virados para o centro e
0s maiores para a periferia nuclear, diferentes das situacdes apresentadas pelas células
controlo. Deste modo, & medida que a expressdo da progerina ganha proporcoes
significativas, os pontos chave de regulacao do ciclo celular ficam de tal maneira afetados,
que as células HGPS abandonam o ciclo celular para prosseguirem para um processo de
destruicdo celular. Existem resultados cientificos que evidenciam que o defeito na
proliferacdo celular, em células HGPS do masculo liso vascular, deve-se primeiramente
a uma morte celular independente da caspase (enzima essencial para a apoptose) durante

a mitose e ndo por senescéncia prematura (Zhang et al., 2014).
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CAPITULO 4: Lidar com a progéria

Diagnostico da sindrome de Hutchinson-Gilford ou progéria

O melhor diagnostico € conseguido quando se cruzam as informacdes do exame
clinico, ja referidas anteriormente no capitulo 2, e teste genético de diagndstico,
permitindo estabelecer-se um diagnostico diferencial de modo a que outras laminopatias
progeroides, como a WS, possam ser excluidas.

Confirmada a expressdo génica da doenca de acordo com a idade da crianca, pelo
facto das manifestaces se expressarem em idades diferente com intensidade diferente,
procede-se a analise mutacional da substitui¢do nucledtida G—T, no codao 608 do gene
LMNA, através do teste genético molecular (Sinha et al., 2014). Neste teste realiza-se ndo
sO a detecdo mutacdo heterozigoétiva tipica da HGPS, mas também se verifica, caso dé
negativo para esta, as 3 mutacOes heterozigoticas, no gene LMNA, que geram a progeéria
atipca ou ndo classica: ¢.1882G—A, ¢.1821G—A ou ¢.1968+1G—A (Gordon et al.,
2011). O teste genético é feito por meio do envio de uma amostra de sangue ou saliva
pelo correio para a PRF, a partir de qualquer parte do mundo, ficando os resultados
disponiveis entre 10 dias a 4 semanas (dependo da extensao dos testes genéticos) (PRF,
2014c).

Podera ser realizado um teste pré-natal de diagnostico, se tiverem casos na familia
identificados com a mutacdo causadora da doenca, para gravidezes consideradas de risco,
uma vez que as gravidezes de muitas destas criangas foram gravidezes de risco dada a

idade dos pais.
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Tratamento das manifestacdes da doenca

Atualmente, ainda néo existe nenhum tratamento eficiente para os doentes com a
progéria confirmada. Os médicos locais de cada crianca s&o a ponte entre a familia e a
PRF, sendo eles responsaveis pelo envio do material genético bem como pela comunicgéo
a familia do resultado e de delinearem em conjunto o percurso que véo realizar a partir
daquele momento (PRF, 2014d).

Quanto mais cedo for diagnosticado melhor se poderd incidir sobre as
necessidades da crianca, pois as medidas que se adoptam Sdo apenas para apoiar as
criancas na sintomatologia derivada da HGPS, de modo a que tenham a melhor qualidade
de vida possivel (Gordon et al., 2011; Hennekam, 2006). Minimizando as intervenc¢des
médicas invasivas 0 mais possivel, evitar a dor regular bem apoio psicoldgico para as
criancas e a sua familia. Para tal é feito uma avaliacdo pos-diagndstico extensiva para se
avaliares os parametros e saber como ajudar a crianga nas suas necessidades, porque
apesar de serem sintomas comuns cada criangas tem o seu desenvolvimento e progressao

da doenca especificos.

De um modo geral, na Tabela 4.1 estdo evidenciados cuidados comuns que cada

crianca em alguma fase da doenca acabara por seguir.

Tabela 4. 2 Tratamento das manifestagGes da progéria para minimizar os efeitos da doenga.

TRATAMENTO DAS MANIFESTACOES HGPS

Sintoma Tratamento

3 Terapia ocupacional e os pais devem deixar a
Reabsor¢do das falanges e contratura de | _ _ _ o
) ) crianca realizar as tarefas do dia a dia de higiene,
todas as articulagcbes das extremidades ) )
] de se vestir, comer entre outras sozinha,
superiores, que conduz a uma perda de ) ) ) )
y estimulando a sua independéncia. Ensinar a
cordenacdo motora e de manusear | o
) crianga a adoptar posi¢bes corretas quando
corretamente qualquer objeto. )
sentada ou a realizar qualquer tarefa.
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Desconforto a andar e sentados devido a

perda da massa gorda nos pés e nadegas

Palmilhas e calcado adequado e assentos

almofadados

Para manter o coracdo saudavel dado o
elevado risco cardiovascular associado a

doenca

Atividades fisicas moderada e adequada, tendo
em conta osteoartrite, deslocacdo frequente da
anca e restricdo de movimentos das articulagdes,
em ambiente controlado (dada a facildade
acrescida de fraturas). Natacdo é uma boa
atividade para as criangas com HGPS.
Realizando atividades ao ar livre, pela pele ser
fina e com vascularizacdo proeminente e de
modo a evitar hiperpigmentacdes, escalddes e
consequéncias que podem decorrer para estar
criancas e para a restante populagdo por uma
exposicdo solar, aconselha-se uso de protector

solar de elevado SPF.

Crescimento retardado em estatura e peso

Alimentos e suplementos multivitaminicos e
hipercaldricos, dados oralmente, em refei¢bes
pequenas e frequentes, de modo a potenciar o
aporte caldrico.

Sindrome de olho seco, lagoftalmia e
fotofobia

Aplicacéo de lagrimas artificiais e de conforto,
varias vezes ao dia e pomada lubrificante, e
aplicar a noite pomada oftalmica lubrificante
para humedecer o olho e proteger a abertura.
Assim evita-se a ceratite de exposi¢do. A
fotofobia evita-se com recurso a o6culos de sol

com lentes adequadas.

Problemas nos  dentes: desgracéo,

sobreposicdo dos dentes e caries

Extracdo dentaria dos dentes de leite quando os
dentes ditos defintivos ja estiverem parcial ou
completamente de fora, pois este irdo pela

pressdo gerada pelo outros dentes e pouco
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espaco ocupar o lugar do dente extraido, e
recurso a flior nas zonas necessitadas,mas de
forma controlada, pois 0 uso excessivo de fluor
pode gerar formas avancancadas de fluorose
dental. Visitas recorrentes ao dentista. Bons
habitos de higiene oral. Mas sempre tendo em
consideracdo a suscetabiliade a doenca
peribucal e a abertura limite da boca.

Fonte: (Livneh et al. 1995; Gordon et al. 2011).

Quanto a sarar feridas, tratar de infecdes e tipo de ensino sdo iguais as outras
criancas ndo tendo de ter nenhum cuidado em especial. Apenas terem 0 mesmo cuidado
de desinfetar as feridas e ter as vacinas em dia. Na escola, pelo efeito nulo da doenca
sobre o inteleto e maturidade, podem frequentar o ano correspondente a sua idade, tendo
apenas atencao de evitarem estar no meio da multiddo no recreio e os periodos de saida
das aulas, para ndo serem derrubados e gerar lesdes. Muitas vezes, acabam as aulas um
pouco mais cedo que o resto dos alunos para evitar esses momentos de sobrelotagéo, como
demonstrado no documentdrio A 96 year-old schoolgirl (disponivel em

https://www.youtube.com/watch?v=ZyvGM_anr6l).

Prevencao das complicacGes secundéarias da doenga

Ja foi mencionado anteriormente, que a maior causa de morte dos doentes com
progeéria deve-se a enfarte do miocardio e AVC, uma vez que a doenca cardiovascular é
gradualmente progressiva. Em consequéncia, segundo Gordon et al. (2011) e PRF
(2014d), é essencial a monitorizacdo cuidadosa e repetida dos parametros de pressdo
arterial, funcdo cardiaca, entre outros. Faz parte da vida de uma crianga com progeéria
realizar anualmente, e sempre que solicitado pelo médico, uma consulta com um
cardiologista. Deverdo também ser incluidos um exame fisico, medicédo do perfil lipidico
e da glicose em jejum, em que normalmente os lipidos sanguineos, entre eles o colesterol,
apresentam-se com valores normais para a idade destes pacientes. Além disso, a medi¢édo
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da pressédo arterial deve ser feita nos bragcos e nas pernas, sendo acompanhada por um
electrocardiograma (ECG), ecocardiograma, ultrassom doppler da carotida e velocidade
da onda de pulso. Os dois ultimos, mesmo quando disponiveis, ndo sdo habitualmente
realizados em pacientes pediatricos. Poderdo ainda ser realizados testes ao
comportamento auditivo para avaliar os limiares acusticos. Visitas ao oftalmologista e
dentista, mais do que uma vez por ano, também sdo altamente recomendaveis. Ainda esta
descrito o recurso a medicamentos doseados tendo em conta 0 peso da crianga, quando
esta comeca a desenvolver sinais ou sintomas de declinio vascular, como hipertenséo
arterial, AIT, derrames cerebrais, convulsdes, angina, dispneia por esfor¢o, alteracdes no
ECG, alteracGes no ecocardiograma ou ataques cardiacos. Administra-se as criancas 0S
mesmos medicamentos que se administram aos adultos quando tém estes mesmos
episodios, como por exemplo a nitroglicerina, um vasodilatador da familia dos
antianginosos. A Aspirina® é tomada diariamente pelas criancas HGPS com propoésito
preventivo. Inicialmente foi desenvolvida apenas como um analgésico e antipirético, mas
provou ter um papel muito importante na reducdo de problemas cardiacos por agdo
antiagregante plaquetaria (INFARMED 2013), quando numa terapia de pequenas
dosagens, sendo esses beneficios tanto maiores, quanto maior o risco cardiovascular.
Todas as criancas com HGPS, pelo elevado risco de doenca cardiovascular que o
sindrome comporta, sdo elegiveis em qualquer idade para uma terapia de baixa dosagem
de aspirina de 2 a 3 mg por Kg de peso corporal, independentemente da existéncia ou ndo
de anormalidades cardiovasculares ou perfis anormais de lipidos, permitindo assim
prevenir o aparecimento de trombos e 0s episddios que deles derivam através da inibicao
agregacdo plaquetar. A dose é ajustada sempre que necessario, tendo em consideracdo a
evolucdo clinica cardiovascular. Quando a crianga contrai gripe ou varicela, por a toma
concomitante aumentar o risco da crianca desenvolver sindrome de Reye. Este afeta o
cérebro e o figado, provocando, respetivamente, edema progressivo, e consequentemente
hipertensdo intraciana, e acumulacdo de gordura nas suas células, que pode evoluir para
faléncia e conduzir a morte. Caso haja esse desenvolvimento, cessa-se a toma de

Aspirina®.
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CAPITULO 5. O Caminho para a cura

A descoberta, em 2003, da identidade da progerina, a sua sintese e acumulagdo
como a causa da sindrome de Hutchinson-Gilford, abriu o caminho para que se procurasse
a cura para a doenga, em vez de se estar limitado a tratar e controlar os seus sintomas e

efeitos secundarios.

Estudos pré-clinicos

A progerina, € na sua esséncia uma prelamina A mutada continuamente
farnesilada, devido a auséncia do local de ligacdo da ZMPSTE24 na sua estrutura
proteica, responsavel pela remocao do grupo farnesilo. Com base na hipdtese, de que a
manutencdo do grupo farnesil € o maior mediador da toxicidade da progerina, através da
sua ancoragem no IN e interacGes dominante-negativas (Pereira et al., 2008) tornou-se
Obvio que esta e outras sindromes progerdides poderiam ser tratadas através da inibicéo
da prenilacédo da progerina. Tal podia ser conseguido quer pela diminui¢do da prelamina
A mutada-farnesilada, quer pela reducdo da sua farnesilacdo através do bloqueio da
farnesiltransferase (FTase) (Young & Yang, 2013). Deste modo, surge a ideia de recorrer
a inibidores de farnesiltransferase (FTIs) (Tabela 5.1). Numa primeira fase, foram usadas
linhagens de células HGPS e modelos de ratos HGPS LmnaH9'*, %“¢ expressam progerina
farnesilada, bem como modelos de ratos células ZMPSTE24-deficientes, ZMPSTE247",
para testar o efeito dos FTI no ndcleo destes fibroblastos. Com este tratamento observou-
se in vitro que ao inibir o farnesilacdo a prelamina A mutada, mas ndo farnesilada,
assumia uma localizacdo mais afastada do IN e mais centrada no interior do
nucleoplasma, sendo menor a frequéncia de anormalidades na forma nuclear (Pereira et
al., 2008; Young & Yang, 2013). Além disso, os fibroblastos HGPS exibiram uma
morfologia nuclear mais semelhante a normal, uma expressao génica mais controlada,
com aumento do tempo de vida celular e ainda uma redug&o na rigidez nuclear (Gordon
et al. 2014)
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Por conseguinte, estudou-se in vivo os efeitos do FTI nos dois modelos murinos
de progéria. Os ratos da linhagem ZMPSTE247 exibiram ganho de peso, forca de
preensdo melhorada, maior integridade 6ssea com reducdo do nimero de fraturas quando
comparados com os ratos wild-type. O tratamento com FTI também se revelou eficaz na
linhagem de ratos Lmna™¥* que, para além de exibirem as mesmas melhorias que a
linhagem anterior, resultou num aumento de tecido adiposo, do tempo de vida e na
percentagem de sobrevivéncia No entanto, este tratamento n&o foi suficiente para evitar
que ambos os tipos de ratos desenvolvessem a doenga com expressao dos fenotipos
caracteristicos e acabassem por morrer como consequéncia de cardiomiopatia (Zaremba-
Czogalla et al. 2011; Young & Yang 2013). Segundo um estudo realizado por Wang et
al. (2012) o tratamento com FTI em determinadas concentracdes ou dosagens conduz a
efeitos secundarios indesejados a nivel celular, como consequéncia da redistribuicdo das
laminas tipo A para o interior do nucleo. Tal redistribuicdo deve-se ao facto da progerina
ndo farnesilada associar-se mais fortemente as laminas A e C que a progerina farnesilada
ao mesmo tempo que as laminas A também expressam uma preferéncia de se associarem
biogquimicamente a proteina mutada ndo farnesilada, que assume uma posi¢ao nuclear
mais interna. O défice de laminas tipo A na ldmina nuclear permite que surjam miopatias
cardiacas e neuropatias periféricas, resultando na morte dos ratos da linhagem Lmna9*

ao fim das 8 semanas de vida.

Tornou-se evidente que o bloqueio da farnesilacdo da prelamina A mutada tem
efeitos benéficos, relatando-se um resgate de muitos dos fendtipos alterados pela
sindrome. No entanto, quando comparando os dados pré-clinicos in vivo e in vitro,
destacou-se um dado relevante: o bloqueio da farnesilacdo in vivo era inferior ao
esperado, tendo em consideracdo uma menor quantidade de prelamina A nédo farnesilada
vs. lamina A maturada. Tal sugere que a inibi¢do da FTase foi incompleta, uma vez que
persistiu uma atividade enzimatica residual capaz de farnesilar a prelamina A (Young &
Yang, 2013), constituindo um limite a monoterapia com FTI. A prelamina A e a
progerina, estruturalmente, terminam com uma caixa CaaX, em que o aminoacido X é
uma metionina, 0 que permite que outras enzimas responsaveis pela prenilacdo de
substratos com a mesma terminacdo possam realizar o procedimento. Efetivamente, na
auséncia da FTase, o substrato é geranilgeranilado por acdo da GGTase-I, explicando a
baixa eficiéncia e limitacdo do tratamento com FTI (Zaremba-Czogalla et al. 2011). Se a

prelamina A e a progerina sofrem uma prenilacdo alternativa durante o tratamento com
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FTI, tornou-se terapeuticamente necessario considerar abordagens terapéuticas que
permitissem bloquear duplamente a FTase e a GGTase. Tendo por base o mecanismo de
biossintese do colesterol (Fig. 5.1), com o pressuposto de que a HMG-CoA reductase é
inibida, consideraram-se duas moléculas capazes de impedir direta e indiretamente as

modifica¢des da lamina A aumentando a eficacia dos tratamentos (Schreiber & Kennedy,
2013).

Acetyl-CoA + acetoacetyl-CoA

Y

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

m HMG-CoA
L A Reductase
Mevalonic Acid

\

Isopentyl-PP
Geranyl-PP
TBisphosphonates 1 ’ Farnesyl-PP Synthase ,
Farnesyl-PP
+ . ¢ c Preprogerin
Squalene Geranylgeranyl-PP
+ + FTls Farnesyltransferase
Cholesterol Geranylgeranylated
proteins

Farnesyl-preprogerin

Y
Y

Farnesyl-progerin

Figura 5. 1 Inibicdo direta e indireta da prenilacéo da progerina. O bloqueio de enzimas que catalizam a sintese e
transferéncia dos isoprenoides pelos bifosfonatos e inibidore da farnesiltransferase (FTIs), poderad impedir a
farnesilagdo da progerina, evitando que esta se torne mais lipofilica e que se ancore permanentemente a MNI. Esta

estratégia previne que a progerina se acumule e adquira niveis tdxicos, que geram os fendtipos celulares das doencas.
Fontes: (Pereira et al. 2008; PRF, 2014d).
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Tabela 5. 2 Resumo dos medicamentos usados nas estratégias terapéuticas para a HGPS.

Classificacao

clinica

Inibidor da farnesiltransferase

Estatinas

Nome

Lonafarnib

Pravastatina

Descricéo

Inibidor ndo competitivo da FTase. Evita a
modificacdo pds-traducional que confere
carateristicas lipdfilas a proteinas hidrofilas de
modo a que estas interatuem com as
membranas fosfolipidicas, numa variedade de
células, envolvidas em diversos mecanismos
patogénicos. Inicialmente foi desenvolvido
como anticancerigeno, uma vez que as células
cancerigenas também necessitam de ser
farnesiladas; no entanto, em estados avangados
de desenvolvimento de tumores solidos, o
lonafarbib demonstrou ter uma atividade

limitada.

Inibidor da HMG-CoA reductase. Reduz os
niveis do colesterol LDL, e por conseguinte
contribui para diminuir a aterosclerose,
prevenindo o risco de ataques cardiacos e
AVC. Ao inibir interfere na biossintese do

grupo farnesilo.
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Inibidor da farnesil-pirofosfato  sintase,

bloqueando a sintese do substrato farnesil-PP,

impedido a agdo da GGTase e da FTase por

falta de substrato. E usado para prevenir a

osteoporose depois da menopausa, bem como (Pereira et al.
0 risco complicacbes Osseas, por exemplo 2008; Schreiber &
fraturas dsseas, uma vez que atua ligando-se ao  Kennedy 2013)

0ss0 e reduzindo a taxa de remodelagdo 6ssea.

Bifosfonatos
Acido zoledroénico

Para além de contribuir para a impedir a sintese
do grupo farnesil, auxilia para evitar 0s
problemas désseos das criancas com progeéria
que apresentam pouca densidade 6ssea.

A combinacdo de estatinas e bifosfonatos (Tabela 5.1) foram entdo usadas para
reduzir a producdo dos farnesildifosfatos usados nas prenilacdo das prelaminas. Estudos
com os bifosfonatos demonstraram que a acumulacdo de prelamina A mutada ndo
farnesilada nas células normais e células HGPS era menor que com FTI em monoterapia.
A administracio da combinac&o bifosfonatos-estatinas a ratos Zmpste24”-demonstrou um
resgate mais alargado dos fenotipos da progéria e a extensdo da longevidade (Pereira et
al. 2008; Zaremba-Czogalla et al. 2011; Wang et al. 2012; Schreiber & Kennedy 2013;
Young & Yang 2013; Bonello-Palot et al. 2014; Gordon et al. 2014).
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Ensaios clinicos

Idealmente, as estratégias de tratamento de sindromes progerdides necessitam de
combinar a recuperacdo da morfologia celular com uma resposta eficaz aos danos do

DNA, de modo a resgatar o fen6tipo normal dos individuos afetados.

Os resultados pré-clinicos com a monoterapia de lonafarnib foram controversos,
com a melhoria de alguns fen6tipos mas sem existir evidéncia de que a progerina nao
farnesilada, que se acumulava na zona central do nucleo, ndo seria toxica para 0s
humanos, sendo imperativo o uso cauteloso de FTIs no tratamento desta patologia a longo
termo. No entanto, os resultados estendidos aos humanos ndo poderiam ser assumidos,
por serem meros pressupostos. Assim, deu-se prosseguimento ao teste do lonafarnib com
um numero de coorte de humanos e duragdo do tratamento adequados (Gordon et
al.2014).

Segundo Gerhard-Herman et al. (2012), Gordon et al. (2012) e Gordon et al.
(2014), o ensaio clinico de fase 1l da monoterapia oral do FTI lonafarnib, que recebeu a
designacdo de NCT00425607, tratou-se de um estudo prospetivo. Desde Maio de 2007,
26 criangas de ambos os sexos, de 16 paises, Portugal incluido, com idade igual ou
superior a 1 ano estiveram envolvidas num estudo que primeiramente esteve limitado a
uma toma oral inicial de 115 mg/m? de lonafarnib de 12/12 horas, durante 4 meses. A
auséncia de toxicidade significativa permitiu que o estudo se prolongasse por mais 24
meses. De notar que, dadas as carateristicas da sindrome e pelo facto da severidade da
doenca ndo ser uma questdo de idade do envolvido, mas estar sim relacionada com o nivel
de expressdo da progerina e progressdo do fendtipo, cada crianga funcionou como o seu
préprio controlo, comparando os dados recolhidos no inicio do processo com 0s
equivalentes no final. Em Outubro de 2009, o ensaio clinico foi concluido tendo sido
retiradas as seguintes conclusdes. A dosagem inicial de 115 mg/m? foi aumentada para
150 mg/m?, tendo sido bem tolerada por 24 dos 26 pacientes, sem que nenhum paciente

tenha saido do ensaio clinico devido a toxicidade associada. Aos 2 pacientes que ndo
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toleram a dose maxima, foi reinserida a dosagem inicial e assim permaneceram até ao
final do estudo. Foram identificados como efeitos secundarios diarreia ligeira, cansaco,
nauseas, vomitos, anorexia e hemoglobina deprimida (Gordon et al. 2014), sendo que a
toxicidade do lonafarnib no estudo correspondeu com a espetavel e até diminui com o
decorrer do tempo. Em 9 de 25 pacientes, o ganho de peso com o tratamento foi
considerado um sucesso, com uma percentagem de 18-53% num intervalo de confianca
de 95%. Este ganho de peso foi comprovado com o afastamento da linearidade da taxa de
peso, que varia para cada criangca mas que sem o tratamento se mantinha estavel para essa
crianca. De uma maneira geral, das 25 criancas que completaram o estudo, excetuando
uma que faleceu ao quinto més como consequéncia de um enfarte do miocéardio, todas
demonstraram ter melhorado em algum dos aspetos consequentes da sindrome, tal como
melhoria da estrutura éssea ou estadio audioldgico e ainda da rigidez cardiovascular, que
no inicio do estudo a coorte HGPS exibia uma pulsacéo equivalente a de uma faixa etaria
dos 60-69 anos, enquanto que no final esta correspondia a uma pulsacédo tipica de
individuos de 40-49 anos. O ganho de peso, ainda que abaixo dos normais para idade dos
pacientes, resultou do ganho de massa muscular e de 0sso e néo devido a um maior aporte
calérico ou alteragdes, quer na absorcdo intestinal, quer no gasto energético. Dos
pacientes que entraram no tratamento com lonafarnib com as maiores taxas de ganho de
peso demonstraram uma tendéncia para que esta diminuisse durante o ensaio. Supondo-
se gue a intolerancia ao medicamento, o desgaste provocado pelo tratamento em si e pelas
constantes viagens para 0 Boston Children’s Hospital € a propria progressao da doenca
sejam possiveis fatores para essa tendéncia nesses pacientes. De um modo geral, com este
ensaio clinico tornou-se evidente que pelo menos de uma forma preliminar o lonafarnib
permite melhorar aspetos da HGPS (Ullrich et al., 2013), embora nédo tenha sido possivel
estabelecer consideragdes acerca da sua influéncia na sobrevivéncia dos envolvidos, dada

a sua curta duracéo.

Ana Rita Ramos Gongalves
n® 34793 49



@) UAIgFcr
g Sindrome de Hutchinson-Gilford ou progéria:
passado, presente e abordagens terapéuticas futuras

Em Qutubro de 2008, teve inicio um estudo intervencional de modo a avaliar a
tolerancia e eficacias das moléculas pravastatina e acido zoledronico, no tratamento da
progéria, quanto ao peso, altura e metabolismo 6sseo, durante de 48 meses, no laboratorio
de genética molecular do Hospital de Timone, Marselha. ldentificado como o ensaio
clinico NCT00731016, 15 criancas de ambos os géneros com 3 ou mais anos com
mutacdo do gene LMNA bem identificada, receberam diariamente 10 mg de pravastatina,
oralmente, inje¢des intravenosas lentas de acido zoledrénico dissolvido em 50 mL de

solucéo salina, com dosagens crescentes conforme a tolerancia das criangas.

Este ensaio clinico foi concluido a Julho de 2013, sem que os dados ainda tenham

sido reportados.

No Boston Children’s Hospital, em Mar¢co de 2009 com o0 pressuposto de um
estudo observacional, para a avaliar a possibilidade da administracdo de acido
zoledronico via intravenosa e pravastatina e lonafarnib oralmente, a paciente 5 com
Progéria, num minimo de 4 semanas, foi realizado o ensaio clinico NCT00879034 (NIH
2014b). Um ensaio piloto baseado na administracdo oral diaria de 12/12 horas 150 mg/m?
de lonafarnib, sendo a dosagem reduzida conforme a crianca apresentasse niveis de
toxicidade superior ao esperado, poderia ser diminuido para os niveis de 115, 90 ou
70mg/m?e de 5mg e 10mg de pravastatina, para criangas com peso inferior ou peso igual
ou superior a 10kg, respetivamente. O &cido zoledronico foi apenas administrado
intravenosamente na primeira semana de tratamento, durante 30 minutos, com uma
dosagem de 0,0125 mg/Kg de peso de cada crianga. Comprovando-se a tolerancia em
relacdo a combinacao farmacoldgica, o regime de tratamento poderia ser prolongado por
mais 6 meses. Foi concluido em Abril de 2009. Tendo em conta os valores obtidos que
demonstraram ser favoravel a terapia com estes intervenientes quimicos, deu-se inicio a

um processo para um novo ensaio clinico em Junho desse mesmo ano. Envolvendo 45
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criancas de 24 paises, 17 idiomas diferentes, que se deslocaram a Boston de 6 em 6 meses,
por um periodo de 24 meses. Segundo NIH (2014c) este ensaio tem como pressuposto
avaliar a eficacia da combinagdo tripla e ainda entender as implicacbes da sua
administracdo durante o tempo, farmacocinética dos compostos, as interagdes com
anormalidades carateristicas da doenca e tecer comparacgdes entre os resultados a obter
com o NCT00879034, o ensaio piloto da combinacdo (NIH 2014b). Por esta razéo, a
posologia de cada farmaco manteve-se como a do anterior com as ressalvas de o
lonafarnib e a pravastatina cumprirem a posologia por dois anos e a administracéo
intravenosa de &cido zoledronico ser efetuada na semana 1, dos meses 1, 6, 12, 18 e 24
do tratamento. Foram relatados efeitos secundarios por Gordon et al. (2014) de sintomas
semelhantes aos da gripe ap6s a administracdo intravenosa do acido zoledrénico e por
parte da pravastatina desconforto muscular e niveis ligeiramente elevados da creatina

fosfocinase.

Segundo o U.S. National Health Institute este ensaio autorizado pelo Boston
Children’s Hospital, com a colaboragdo da fundagdo Progeria Research Foundation,
encontra-se atualmente em fase de recrutamento com a previsao de se prolongar até Junho
de 2017, permitindo ter um panorama mais significativo dos efeitos a curto e longo prazo
da combinacédo dos trés inibidores (NIH, 2014c; Gordon et al. 2014). Pelo facto deste
ensaio ainda estar a decorrer a toxicidade detalhada dos seus intervenientes ainda ndo esta
bem detalhada.

Gordon et al. (2014) reportou uma escassez de estudos acerca da sobrevivéncia
da populacéo afetada pela doenca em que 0s estudos existentes se baseavam em revisoes
bibliogréafica. Por conseguinte, desenvolveram o método de curvas Kaplan-Meier de
sobrevivéncia e estimativas de sobrevivéncia para uma coorte de individuos HGPS néo
tratados, que compara com uma coorte de individuos HGPS que receberam tratamento
durante os ensaios clinicos permitiria ter uma nogdo real da influéncia dos tratamentos na
sobrevivéncia das criancas afetadas pela sindrome. Da coorte de individuos tratados
faziam parte todas as criancas envolvidas nos ensaios da monoterapia de lonafarnib e da
terapia combinada de lonafarnib, pravastatina e acido zoledrénico (Gordon et al. 2012;
NIH, 2014b; NIH, 2014c) realizados pelo Boston Children’s Hospital, cujo fenétipo da
progéria classica fosse geneticamente comprovado. Estabeleceram-se correspondéncias
entre idade e género das duas coortes, e apenas criangas nascidas a partir de 1991,
inclusive, foram consideradas para a coorte dos HGPS-ndo tratados, por ser o ano a partir
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do qual as criangas tratadas nasceram. Deste modo, fizeram parte do estudo de analise os
dados de 161 pacientes ndo tratados e de 43 pacientes tratados. Considerando as
correspondéncias entre as coortes dos 5 pacientes tratados que faleceram corresponderam
21 dos ndo tratados, com uma diferenca média de 5,3 anos, que equivale a uma extensao
da sobrevivéncia de 1,6 anos segundo as curvas de Kaplan-Meier. Tais resultados
sugerem que as terapias de inibicdo da farnesilacdo ndo sdo suficientes para curar as
criancas com sindrome de Hutchinson-Gilford, dada a persisténcia de muitas
carateristicas da doenga apds o tratamento que acabam por conduzir & morte. Contudo, o
recurso a estas terapias parece ter contribuido para aumentar a sobrevivéncia, em que um
dado importante é que todos os tratados receberam lonafarnib quer em monoterapia quer
combinada. Novos estudo devem ser desenvolvidos sempre cientes que a reducgédo dos
niveis e da expressdo de progerina, tal como foi descrito por este estudo, permite reduzir

os efeitos devastadores que conduzem a esta sindrome ainda fatal.
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CONCLUSAO

A mutacdo do gene LMNA resulta numa série de doencas de origem genética,
sugerindo assim o mdaltiplo papel das proteinas que codifica na homeostase e funcéo
celular (Arancio et al.,2013). Na sindrome de Hutchinson-Gilford, é curioso pensar que
0 gene onde ocorre a mutacdo d& origem a uma proteina funcional porque retém o
aminoacido original, a glicina. No entanto, apesar da mutacdo corresponder a uma
substitui¢do silenciosa, C—T (GGC—GGT), em termos de tradugdo, tem por
consequéncia uma vida precocemente acelerada. O estudo da HGPS abre, assim, caminho
ndo s6 para o entendimento da sua patogénese e descoberta de tratamentos que sejam
efetivos, mas também para o desvendar de aspetos em comum do envelhecimento normal
e da doenca a ele associada. Esta hipéOtese tornou-se mais real pela recorrente
identificacdo da expressao de progerina em individuos normais e aos seus niveis elevados
nas artérias coronérias a medida que envelhecimento normal ocorre. Uma outra area que
podera ser explorada, aquando da descoberta de uma cura para a progéria, sera a
oncologia, atraves da compreensdo do mecanismo pelo qual a incidéncia de cancro nas

células HGPS é rara.

Com base no estudo realizado por Gordon et al.(2014), as terapias atuais em
investigacao de inibicdo da producdo de progerina permitem melhorar muitos aspetos da
doenca e prolongar a vida das criangas. Mais se saberd em 2017 quando terminar o ensaio
clinico que esta a decorrer. A meu ver, como nem todos os aspetos da doenca melhoram
com a terapia combinada tripla, é necessario desenvolver novas metodologias de
tratamento que deverdo ser complementadas com a triade “lonafarnib + pravastatina +
acido zoledronico”, de modo a que se possa atingir todos os aspetos desta doenca. Uma
alternativa terapéutica com estes contornos € a rapamicina, um antibidtico
imunossupressor usado para suprimir a rejeicdo de 6rgdos transplantados. Uma vez que
ha evidéncias em que a rapamicina e seus derivados sdo Uteis para retardar ou até tratar
estados associados com o envelhecimento normal, este medicamento podera ser usado
igualmente na terapia da progéria. A inibicdo do mTORCl1—alvo da rapamicina
complexo 1 nos mamiferos, que se encontra sinalizado especificamente em tecidos
relacionados com patologias do musculo cardiaco e esquelético—pela rapamicina
permite o resgate fenotipico dos fibroblastos HGPS e diminuicdo da quantidade de
progerina através de clearance autofagica. Também estd reportado que a rapamicina

Ana Rita Ramos Gongalves
n® 34793 53



@) UAIgFcr
g Sindrome de Hutchinson-Gilford ou progéria:
passado, presente e abordagens terapéuticas futuras

contribui para uma melhoria em modelos murinos com fendtipos de doenca
cardiovascular desse fendtipo. Uma vez que a maior causa de morte na HGPS ¢é
consequéncia da doenca cardiovascular, o recurso a rapamicina poderia conferir
beneficios a esse nivel por poder promover a reducdo da progerina nos tecidos
cardiovasculares. No entanto, apresenta diversas limitacGes. Para analisar todos o0s
aspetos existem atualmente estudos em modelos de ratos HGPS com um analogo da
rapamicina, o everlimus, com objetivo de verificar se se consegue prevenir o fenétipo da
doenca cardiovascular (Blondel et al., 2014; Graziotto et al., 2012; Ramos et al., 2012).
Comprovada a seguranca deste farmaco em termos de efeitos toxicos e/ou dos seus

derivados, poder-se-a estar mais perto da cura desta doenca tdo devastadora.
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