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_Causas metahdlicas de rabdomidlise associadas a mutagoées no gene LPIN1
Metabolic causes of rhabdomyolysis associated with LPIN1T mutations
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_Resumo

A rabdomidlise resulta da lise do musculo-esquelético, devido a leséo no
tecido muscular com consequente libertagao de componentes intracelu-
lares do musculo para a corrente sanguinea, originando mioglobinuria e,
nos casos mais graves, faléncia renal aguda. As causas mais frequentes
de rabdomidlise s&o o consumo de &lcool, drogas, exercicio fisico inten-
S0, compressdo muscular traumatica e infegoes. As miopatias metabdli-
cas sao causas de rabdomidlise e decorrem da incapacidade em produzir
a quantidade de ATP adequada as necessidades das células muscula-
res, por deficiéncia de enzimas do metabolismo dos glicidos, lipidos ou
nucledsidos. Normalmente surgem na infancia, sob a forma de fraque-
za muscular e mioglobinUria recorrentes ap6s exposicao a estimulos que
em condigdes normais ndo causam necrose muscular, como é o caso do
exercicio fisico ligeiro, infegdes virais ou jejum prolongado. Estas doengas
sao normalmente causadas por defeitos na B-oxidacdo mitocondrial dos
4cidos gordos, no entanto alteragdées no metabolismo da Lipina consti-
tuem a segunda causa mais comum de rabdomidlise com inicio precoce.
Esta deficiéncia é autossémica recessiva e estd associada a mutagdes
no gene LPINT. Neste sentido foi implementado este estudo genético na
nossa Unidade, o que permitiu a identificacdo do primeiro doente portu-
gués com uma nova mutacéo no gene LPINT. Este estudo contribuiu para
esclarecer a causa da doenga nesta familia, expandir o espectro muta-
cional deste gene, assim como oferecer um aconselhamento genético e
diagndstico pré-natal as familias afetadas. Os nossos dados corroboram
assim a importancia do estudo molecular do gene LPINT para confirmar
doentes (criangas e adultos) com rabdomiolise recorrente. A carateriza-
¢do molecular destes doentes é importante uma vez que existe a possibi-
lidade de um tratamento adequado.

_Abstract

Rhabdomyolysis results from damage in skeletal muscle fibres and re-
lease of intracellular components of the muscle to the bloodstream,
which leads to myoglobinuria, and in Severe cases, acute renal failure.
The most frequent causes of rhabdomyolysis are alcohol and other
drugs consumption, excessive physical activity, trauma and infections.
As metabolic myopathies are causes of rhabdomyolysis and result
from the inability to produce an adequate amount of ATP for muscle
needs, due to enzymatic deficiencies in carbohydrates, lipids or nucle-
osides metabolism. Usually occur in childhood and are expressed by
pain, muscle weakness and myoglobinuria after physical exercise,
viral infections or fasting, which under normal conditions do not cause
muscle necrosis. These diseases are frequently caused by defects in
mitochondrial fatty acids B-oxidation, however defects in lipin metabo-
lism represent the second most common cause of rhabdomyolysis with

early onset. This disease is autosomal recessive and is associated with
LPINT mutations. This genetic study was implemented in our Unit and
allowed the identification of the first Portuguese patient with a novel
mutation in LPINT gene, which contributes to clarify the cause of the
disease in this family, to expand the mutational spectrum of this gene
and will be important for an accurate genetic counseling. Our data cor-
roborate the importance of the molecular study of the LPINT gene to
confirm recurrent rhabdomyolysis in children and adults. The molecu-
lar characterization of these patients is important as there is a possibil-
ity of an adequate treatment.

_Introdugéo e objetivo

A rabdomidlise (RM) é uma sindrome clinico-laboratorial que
resulta da lise das células musculares esqueléticas causando
mioglobindria e evoluindo em alguns casos para insuficién-
ciarenal (1), A RM esté associada a véarias causas, nomeada-
mente: compressdo muscular traumatica, exercicio fisico
intenso, consumo de alcool, aumento da temperatura corpo-
ral, hipoperfusdo muscular, causas toxicas e farmacoldgicas,
alteracoes eletroliticas e enddcrinas, infecdes e causas he-
reditarias (2). As causas de RM podem assim dividir-se em
traumaticas (adquiridas) e nao-traumaéticas (hereditarias)
(tabela 1), ocorrendo estas Ultimas cinco vezes mais que as
traumaticas (). Independentemente da causa esta patologia
segue uma via comum, quer por lesé@o direta das fibras do
musculo-esquelético (causa adquirida), quer por deficiéncia
na producao de energia (causas hereditarias), levando ambas
a necrose das fibras musculares (3). Assim, os principais sin-
tomas de RM s&o: mialgia, fraqueza muscular, mioglobindria
e faléncia renal.

Na auséncia de tratamento esta doenga pode causar
morte por disfuncdo renal, cardiaca e hematolégica (5). O
tratamento consiste essencialmente em administrar por
meio intravenoso, ap6s 0s primeiros sintomas, uma solu¢do

4



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

o_Nacional de Saude
Doutor Rical Jorg

Jorge

Tabela 1:

2016 R [
nimero \\“.A\_IJE v?: - 3 4

© @

Causas de rabdomidlise (RM), adaptado de (4).

Drogas/Toxinas

Abuso de alcool

Infegao/Sepsis

Esforco fisico extremo

Lesao por esmagamento

Traumaticas

Isquémia

Perturbagdo metabodlica

Adquiridas

Doengas neurolégicas primarias

Idiopética

Hipertermia maligna

Distrofias musculares

Canalopatias musculares

Sindrome de infusé@o de propafol

Alteragdes no metabolismo dos &cidos gordos
(deficiéncia de: VLCAD, CPTI, CPTII)

Alteragdes no metabolismo do glicogénio -

Nao-Traumaticas
Hereditarias

Glicogenoses (tipo V, VII, IX, X, XI, XII, XIII, XIV)
Doencas mitocondriais

Doengas na bomba de célcio (gene RYRT)

Distrofias musculares e miopatias

Doengas do metabolismo da lipina (gene LPINT)

altamente concentrada de glucose (©), seguida de hidratagéo
intravenosa com a administragéo de soro fisiologico (1,5L/h) (2)
e por fim, alcalinizacéo da urina para minimizar a precipitagéao
de mioglobina nos rins (7). Assim, o diagnéstico e a terapéutica
precoce da RM sé&o fundamentais para evitar a progressao da
doenca (@),

Doencas do metabolismo da Lipina

As miopatias metabdlicas sao consideradas causas raras de
RM que se encontram normalmente associadas a defeitos na
B-oxidacao mitocondrial dos acidos gordos, no entanto, altera-
¢des no metabolismo da lipina, constituem a segunda causa
mais comum de RM com inicio precoce (3:4.8). Esta deficiéncia
¢ autossomica recessiva e esta associada a mutagoes no gene
LPINT. Este gene foi identificado pela primeira vez em 2008 por
Zeharia et al. (9), associado a RM grave e recorrente, desenca-
deada por febre, exercicio, anestésicos e jejum prolongado.
As mutagdes no gene LPINT originam deficiéncias do metabo-
lismo energético e sdo responsaveis por mais de 50% dos epi-

sodios de RM em doentes pediatricos com idade inferior aos 6
anos e com niveis de CK elevados (>10.000 U/L) (6), no entan-
to as mutagdes em heterozigotia estdo associadas a doentes
adultos (19) que podem apresentar como sintomas, caimbras e
mialgia provocadas pelo exercicio (8).

O gene LPINT possui 5363 pb, distribuidos por 20 exdes, dos
quais 19 sao transcritos. Este gene localiza-se no cromossoma
2p25.1 e codifica a proteina lipin-1.

Segundo a revisdo da literatura (19 e a base de dados pro-
fissional The Human Gene Mutation Database (HGMD) estédo
descritas 36 mutagoes, 22 missense/nonsense, 4 mutacdes de
splicing, 6 pequenas delecdes, 2 insercdes, 1 delecdo/insercéo
e 1 grande delecdo. Esta Ultima funciona como hotspot mu-
tacional e esta localizada entre os exdes 17 e 19: ¢.2295-
866_2410-30del1763 (1),

Na figura 1 estdo representadas todas as mutacdes descritas
até ao momento neste gene.
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Figura 1

p.Ala22TGlyfax2

Mutagdes descritas no gene LPIN1, adaptado de (10) e HGMD® professional.

©192+2T>C p.Gly704Ala ¢, 2400+ 1G=4
c.508 509delGA p.AspB0avalfsXe
p.GluZ15% .
p.GlLATTX p-Arg723His €.251341G>A
¢.6B0_ BASdel CCTCATIns GG TAATC p-ArgaO1X
Argalx P.ASD170K Glu7saaG!
P-ATH £.946_052delGACACTT pAlu/EAEl
c.924delT
| L
C-LIP
573-830 AA
.304_400dell 5 ‘ p.GluT66_Ser83adel
p.GIn308ArgfsX 36
p.Tyrl9% 1259delC €. 2142-28>G
p.valgdMet p-5Ser3Lsx
p.AspIl6LeufsX 26 P-leufdsPro o 1o 950 plafsx1?
p.Cys30leufsX3 p.ATEIBEX €.1441+2T>C
0. Met128GInfsX45 ¢.2253_2254delCC
poAsndl7Lysfsx22
p.Prod420Leufsx3a
_Objetivo _Resultados e discussao

Este trabalho tem como objetivo apresentar os resultados
do estudo molecular do gene LPINT em doentes portugue-
ses com sintomatologia de RM, suspeitos de alteragdes no
metabolismo da lipina.

_Doentes e métodos

Foram estudados 20 doentes provenientes de hospitais
de todo o palis, sendo na maioria criancas. Os principais
sintomas clinicos apresentados foram fraqueza muscu-
lar, mialgias € RM recorrente. Estes doentes foram previa-
mente excluidos para doencas da B-oxidacao mitocondrial
dos acidos gordos, pelo que se procedeu ao estudo mole-
cular do gene LPINT. Este estudo foi efetuado por sequen-
ciacao direta de fragmentos amplificados por PCR, a par-
tir de DNA genomico extraido de sangue. Todos 0s ex0es
do gene LPINT, e respetivas regides intronicas flanquea-
doras, foram sequenciados por procedimentos ja descri-
tos. Foi também pesquisada, através da técnica de Long-
range PCR, uma grande delecdo descrita neste gene (11).

Apos a investigagao molecular dos 20 doentes selecionados,
identificou-se uma nova mutacao de splicing (c.2142-2A>Q)
nao descrita na literatura, até este estudo (12), que segun-
do previses bioinformaticas (13) quebra o local aceitador de
splicing. Esta mutacéo foi identificada numa doente em hete-
rozigotia, associada a sintomas de RM com mialgia, fraqueza
muscular, fadiga e apneia do sono. No entanto, a filha desta
doente aos 2 anos comegou a desenvolver uma clinica grave
de RM com crises recorrentes e niveis de CK elevados. Esta
crianga faleceu aos 4 anos devido a uma crise de RM cau-
sada por uma gastroenterite, ficando a sua causa de morte
por esclarecer. Como existia DNA disponivel, foi pesquisada
a mutagao encontrada na mée, tendo esta sido identificada
em homozigotia. Sendo, por este motivo, provavelmente pa-
togénica e causadora de doenca (12),

Outras variantes foram também identificadas em heterozigo-
tia neste estudo, tais como: p.S286del, p.vV494M e p.P610S.
Estas variantes podem ser consideradas provavelmente pa-
togénicas, segundo alguns recursos bioinformaticos utiliza-
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dos (13-16) A variante p.S286del apenas altera o splicing da
proteina, enquanto que as variantes p.P610S e p.V494M, para
além da alterag@o de aminodcido, causam alteragdes na con-
formacgao da estrutura da proteina e alteram o splicing protei-
co. No entanto, outros estudos serdo necessarios para clari-
ficar a patogenicidade destas variantes.

_Concluséo

As mutacdes no gene LPINT tém sido associadas a segunda
causa mais comum de RM de inicio precoce, uma causa nao
reconhecida ha dez anos atras. Embora se trate de uma doen-
ca autossdmica recessiva as mutacoes patogénicas em hete-
rozigotia neste gene podem ser a causa de formas mais leves
de RM em doentes adultos, devido a importancia desta prote-
ina (lipin-1) em diversas vias metabdlicas.

Este estudo, para além de ser o primeiro estudo molecular
do gene LPINT associado a RM realizado em doentes por-
tugueses, também contribuiu para esclarecer o diagndstico
molecular definitivo numa familia com apresentagdes clini-
cas distintas e associadas a uma nova mutagao de splicing
(c.2142-2A>G). O estudo deste gene contribuiu também para
expandir 0 seu espetro mutacional, assim como oferecer um
aconselhamento genético e um diagndstico pré-natal as fa-
milias de risco. Os nossos dados corroboram assim a impor-
tancia do estudo molecular do gene LPINT para investigar
doentes (criancas e adultos) com RM recorrente, uma vez
que existe a possibilidade de um tratamento adequado.

Artigo adaptado de: Nunes D, Nogueira C, Lopes A, Chaves P, Rodrigues E,
Cardoso T, Ledo Teles E, Vilarinho L. LPINT deficiency: a novel mutation as-
sociated with different phenotypes in the same family. Mol Genet Metab Rep.
2016 Oct 2;9:29-30. www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5050266/
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