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em genes seriam letais. Sindromes de genes contiguos, semelhantes as descritas para
o0 X, sdo muito menos comuns com autossomos em funcao do equilibrio fornecido
pelo cromossomo normal (Figura 13.21B). A sindrome de Langer-Giedon (sindrome
tricorrinofalangeana, tipo IT; OMIM 150230) é um exemplo raro.

» Sindromes de aneuploidia segmentar sao um tipo especial de sindrome de genes
contiguos, a qual regularmente ocorre com um fendtipo bem conhecido. Os exemplos
incluem as sindromes Williams-Beuren (OMIM 194050), Prader-Willi (OMIM 176270),
Angelman (OMIM 105830), Smith-Magenis (OMIM 182290) e DiGeorge/velocardio-
facial (OMIM 188400/192430) (ver Tabela 13.2). Todas essas sindromes possuem de-
legoes produzidas por NAHR entre repeticoes com baixo niimero de copias que flan-
queiam a regiao em questdo. A NAHR também ird produzir duplicagoes dessas regioes,
embora essas possam néo ser patogénicas. O exemplo das sindromes de Prader-Willi e
Angelman (ver Figura 11.20, p. 367) envolve uma regiao de imprinting, o que complica
o fendtipo, mas 0 mesmo mecanismo produz as outras sindromes mencionadas. As-
sim como em outras sindromes de genes contiguos, o fenétipo depende de efeitos de
dose de mais de um gene e ndo é visto nas pessoas com mutagdo de ponto em apenas
um dos genes. A sindrome de Williams-Beuren é um exemplo tipico. Os pacientes sdo
heterozigotos para a delecdo de 1, 5 Mb no cromossomo 7q11.23 que remove cerca de
20 genes. Foram descritos casos apresentando delegdes menores, mas néo foi encon-
trado nenhum caso tipico com apenas um gene deletado ou mutado.

Algumas outras sindromes recorrentes sao produzidas por delegdes terminais aleato-
rias em cromossomos nos quais um gene sensivel a dose se localiza préximo aos teléme-
ros. Sdo exemplos as sindromes de Wolf-Hirschhorn (OMIM 194190) e Cri-du-chat (OMIM
123450). Na sindrome de Miller-Dieker (Lisencefalia; OMIM 247200), delegoes terminais
aleatdrias no brago curto do cromossomo 17p podem remover um ou mais genes sensiveis
a dose, produzindo uma sindrome de dele¢do de genes contiguos.

13.4 PATOLOGIA MOLECULAR: ENTENDENDO O EFEITO
DAS VARIANTES

Para o aconselhamento genético e para andlise de pedigree, os alelos sao simplesmente de-
signados como A e @, com a letra maitiscula indicando o alelo cujo efeito é dominante. Este
¢ o nivel apropriado de descrigdo para tais propésitos. No entanto, para patologia molecu-
lar, precisa-se olhar mais atentamente. Quando se descreve o gendtipo de um portador de
fibrose cistica como Aa, representa-se como a qualquer sequéncia do gene CFTR que seja
mutada de modo que néo produza um canal de cloro funcional. Mais de 1.500 alelos distin-
tos foram descritos com esse perfil. De modo similar, A significa qualquer sequéncia que
funcione suficientemente bem de modo a ndo causar uma doenga - ela ndo precisa funcio-
nar perfeitamente, apenas bem o suficiente para evitar problemas visiveis. A real sequéncia
de DNA dos alelos A em pessoas nao relacionadas nao necessariamente serd 100% idéntica.

A grande distingao na patologia molecular ocorre entre as
mudancas de perda e de ganho de funcao

Para a patologia molecular, o que importa nao é a sequéncia de um mutante, mas seu
efeito. Conhecer a sequéncia de um alelo mutante é importante para testes genéticos, mas
para a patologia molecular precisa-se saber o que o alelo faz ou deixa de fazer. Um gene
mutado pode apresentar todos os tipos de efeitos sutis sobre o organismo, mas uma ques-
tdo inicial valiosa é se ele produz perda ou ganho de funcéo:

« Nas mutacdes de perda de funcio o produto apresenta fungéo reduzida ou ausente.
« Nas mutacdes de ganho de funcio o produto realiza algo positivamente anormal.

Inevitavelmente, algumas mutagdes nao podem ser facilmente classificadas em nenhu-
ma das categorias. Um canal de fon permanentemente aberto perdeu a fungio de fecha-
mento ou ganhou a fungdo de abertura inapropriada? O produto de um gene mutante que
interfere na fungdo do alelo normal em um heterozigoto nao sé perdeu sua func¢ao normal,
como também ganhou uma nova fun¢do danosa. Uma mutagao pode alterar o balango entre
diversas fun¢des ou produtos de um gene. No entanto, a distingao entre perda ou ganho de
funcéo é a primeira ferramenta essencial quando se pensa em patologia molecular.

0 modo de heranca fornece uma pista da patologia molecular subjacente. Se existe
um ganho de fungio, a presenca de um gene normal ndo deve prevenir o comportamen-
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to anormal do alelo mutante. A fungao anormal seria vista em uma pessoa heterozigota e
seria esperado, portanto, que o fenétipo fosse dominante. Por exemplo, tanto a doenga de
Huntington como a distrofia miotdnica sdo dominantes. Para fendtipos de perda de fungio,
o quadro ¢ menos evidente. Para a maioria dos produtos génicos a quantidade exata ndo ¢é
crucial, de modo que se pode manter a fungdo com apenas metade da quantidade normal.

Portanto, a maioria das mutagdes de perda de funcdo produz fenétipos recessivos.
Por exemplo, a maior parte dos erros inatos do metabolismo é recessiva. No entanto, con-
digoes de perda de fungao podem ser dominantes se houver uma haploinsuficiéncia ou
um efeito dominante negativo, conforme descrito a seguir.

Heterogeneidade alélica é uma caracteristica comum em
fenotipos de perda de funcao

Existem varias maneiras de reduzir ou eliminar a fun¢io de um produto génico. Quan-
do um fenétipo clinico resulta da perda de fungao de um gene, seria esperada qualquer
mudanga que inativasse o produto génico, produzindo o mesmo resultado clinico. O ga-
nho de funcéo, por outro lado, é um fendmeno bastante especifico. Provavelmente apenas
uma mudanca muito especifica em um gene pode causar o ganho de fung¢io. Portanto, a
queda da heterogeneidade alélica é outro forte indicativo da patologia molecular subja-
cente, ainda que esteja longe de ser infalivel. Por exemplo, entre as doengas causadas por
repetigoes instaveis de trinucleotideos (ver Tabela 13.1), a sindrome do X fragil (OMIM
300624) e a ataxia de Friedreich (OMIM 229300) sdo ocasionalmente causadas por ou-
tros tipos de mutagoes nos seus respectivos genes, apontando para a perda de fungao,
enquanto a doenga de Huntington e a distrofia mioténica nunca sédo vistas com outro tipo
de mutacao, sugerindo o ganho de funcao.

Quando um fenétipo clinico resulta da perda de funcdo de um gene, deveria-se ser
capazes de encontrar muta¢des de ponto que possuam o mesmo efeito como delegdo
ou ruptura do gene. Por exemplo, o gene mutado na ataxia-telangiectasia (ATM), no cro-
mossomo 1123, codifica uma proteina com 3.056 aminoécidos de comprimento, a qual
é envolvida na detecgdo de DNA danificado. Quando o dano é detectado, a ATM fosforila
proteinas a jusante, o que aciona o processo de reparo. Pacientes com ataxia-telangiecta-
sia sdo deficientes na reparacéo de dano ao DNA. Pacientes diferentes apresentam uma
ampla variedade de mutagoes do gene ATM. Na maioria dos casos, sio pequenas inser-
¢oes/delegdes com troca de fase de leitura, mas também ocorrem mutagdes sem sentido,
mutagoes de sitio de splicing, algumas mutacoes nio sinénimas e ocasionais delegdes de
grande porte (Figura 13.22). Claramente, a causa da ataxia-telangiectasia é a perda da
funcao de ambas as copias do gene ATM.

Mutacoes de perda de funcao produzem fenétipos dominantes
quando ha haploinsuficiéncia

Conforme mencionado, para a maioria dos produtos génicos a quantidade precisa néo é
crucial. A maioria das mutagdes de perda de funcio produzem fendtipos recessivos, o que
significa que uma pessoa que possui apenas uma cdpia funcional do gene sera fenotipica-
mente normal. Em alguns casos, no entanto, 50% dos niveis normais no sao suficientes
para a fun¢do normal. Pessoas heterozigotas para uma mutag¢io de perda de funcéo apre-
sentam um fendtipo herdado como um trago dominante. Isso é chamado haploinsufi-
ciéncia. A sindrome de Waardenburg do tipo I (OMIM 193500: perda de audigio e anoma-
lias de pigmentagao) fornece um exemplo. Conforme a Figura 13.23 apresenta, mutagoes
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Figura 13.22 0O espectro de mutacoes
no gene ATM em pacientes com
ataxia-telangiectasia. A grande variedade
de mutacgoes, cuja maioria produziria um
produto génico truncado, mostra que esta
doenga recessiva € causada pela perda
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Genet. 92, 170-177. Com a permissao de
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Figura 13.23 Mutagoes de perda de
fungao no gene PAX3 em pacientes com
a sindrome de Waardenburg do tipo

1. Um amplo espectro de mutagdes que
causam e que nao causam truncamento

¢ identificado, de modo similar aos

dados apresentados para o gene ATM na
Figura 13.21. Trocas ndo sindnimas séo
concentradas nas duas areas sombreadas
que codificam importantes dominios
funcionais de ligacao ao DNA (laranja,
dominio pareado; verde, homodominio)

da proteina PAX3. Embora a doenga seja
dominante, os dados na figura indicam

que a causa deve ser a perda de fungao do
gene PAX3. Isto é, portanto, um exemplo de
haploinsuficiéncia.
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causais no gene PAX3 incluem substituigoes de aminodcidos, trocas de fase, mutacdes de
splicing e, em alguns pacientes, dele¢do completa do gene. Como todos esses eventos pro-
duzem o mesmo resultado clinico, sua causa deve ser uma perda de fun¢ao do gene PAX3.
No entanto, a sindrome de Waardenburg ¢ dominante, ou seja, ¢ um exemplo de haploin-
suficiéncia. A Tabela 13.3 enumera alguns outros exemplos.

Seria razoavel perguntar por que deveria haver haploinsuficiéncia para qualquer pro-
duto génico. Por que a selegio natural ndo gerenciou isso de uma maneira melhor? Se um
gene é expresso de modo que duas copias fazem apenas a quantidade necessdria do produ-
to, a sele¢do por variantes com niveis mais elevados de expressdo deveria levar a evolugao
de um organismo mais robusto, sem nenhum custo evidente a ser pago por isso. A resposta
é que na maioria dos casos isso de fato aconteceu - o que explica por que relativamente
poucos genes sdo sensiveis a efeitos de dose. Existern alguns casos nos quais a célula com
apenas uma copia funcional do gene nao pode suprir a demanda de um produto génico
que é necessdrio em grandes quantidades. Um exemplo pode ser a elastina. Em pessoas
heterozigotas para uma delegio ou mutagdes de perda de fungao do gene da elastina, teci-
dos que necessitam apenas moderadas quantidades de elastina (p. ex., pele e pulmges) ndo
sdo afetados, mas a aorta, onde muito mais elastina é requerida, geralmente apresenta uma
anormalidade, a estenose adrtica supravascular (OMIM 185500). Contudo, certas fungoes
génicas sdo inerentemente sensiveis a efeitos de dose. Estas incluem:

 produtos génicos que sdo parte de um sistema de sinalizagao quantitativo cuja fungao
depende da ocupacdo de um receptor ou de um sitio de ligagdo ao DNA, por exemplo;

« produtos génicos que competem entre si para determinar uma mudanga no desen-
volvimento ou no metabolismo;

« produtos génicos que cooperam em interagoes com estequiometria fixa (tal como as
a- e B-globinas ou muitas proteinas estruturais).

Em cada caso, o produto génico é titulado contra algo mais na célula. O que importa
ndo é o nivel absoluto do produto génico, mas o correto nivel relativo dos produtos que in-
teragem. Os efeitos sdo sensiveis a mudancas em todos os parceiros envolvidos; portanto,
estas condigdes dominantes frequentemente apresentam expressao altamente variavel.
Genes cujos produtos atuam essencialmente sozinhos, tal como muitas enzimas soltiveis
do metabolismo, raramente apresentam efeitos de dose.

TABELA 13.3 Exemplos de fendtipos provavelmente causados por haploinsuficiéncia

Condigao N° OMIM Gene"
Sindrome de Alagille do tipo 1 118450 JAG1
Sindrome da exostose multipla do tipo 1 133700 EXT1
Neuropatia tomaculosa 162500 PMP22
Estenose atrtica supravascular 185500 ELN
Sindrome tricorrinofalangiana tipo 1 190350 TRPS1

® Individuos com um alelo de perda de fungdo séo afetados, pois o produto de uma Unica cdpia funcional nae é suficiente
para o funcionamento ou desenvolvimento normais.
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0 efeito dominante negativo ocorre quando um produto génico
mutado interfere na funcao do produto normal

Efeitos dominantes negativos fornecem outra razao pela qual algumas mutacdes de perda
de fun¢do produzem fenétipos dominantes. Efeitos dominantes negativos sdo vistos ape-
nas em heterozigotos, nos quais causam efeitos mais graves que simples alelos nulos do
mesmo gene. Uma pessoa heterozigota para todas as mutac¢des nulas de um gene ainda
terd 50% do nivel normal de func¢ao, pois ainda possui um alelo normal. Contudo, se o
produto do alelo mutado, além de ser ndo funcional, também interferir com a funcdo do
alelo normal, existird uma atividade residual inferior a 50%. O mecanismo NMD (nonsen-
se-mediated decay; ver p. 418) provavelmente evoluiu como uma protegdo contra possi-
veis efeitos dominantes negativos de proteinas truncadas anormais: pode ser melhor nao
possuir o produto de um gene mutado do que possuir um produto anormal. Proteinas que
constituem estruturas multiméricas sdo particularmente vulneraveis a efeitos dominantes
negativos. O coldgeno fornece um exemplo cléssico.

Colagenos fibrilares, as principais proteinas estruturais do tecido conectivo, sao for-
mados por uma tripla-hélice de cadeias polipeptidicas, podendo ser homotrimeros ou
heterotrimeros, as quais sdo montadas em arranjos cruzados fortemente empacotados,
formando fibras rigidas. Nas cadeias polipeptidicas recém-sintetizadas (pré-pré-coldge-
no), pré-peptideos N- e C-terminais flanqueiam uma sequéncia regular repetitiva (Gly-
-X-Y),, em que X e Y sdo aminodcidos varidveis, sendo que pelo menos um deles frequen-
temente é uma prolina. Trés cadeias de pré-pro-coldgeno associam-se para formar uma
tripla-hélice sob controle do pré-peptideo C-terminal. Apés a formagao da tripla-hélice,
os pro-peptideos N- e C-terminais sdo removidos. Mutagdes que substituem a glicina por
qualquer outro aminoécido normalmente apresentam forte efeito dominante negativo
por desfazerem o empacotamento da tripla-hélice. As mutagoes ndo sindnimas (missense)
no coldgeno tipo I sdo responsdveis pelas formas mais graves de osteogénese imperfeita
(brittle bone disease ou osteogenesis imperfecta tipo I1A; OMIM 166210), em fungao destes
efeitos dominantes negativos. Nos heterozigotos, os polipeptideos mutados de coldgeno
associam-se a cadeias normais, mas acabam impedindo a formacao da tripla-hélice. Isso
pode reduzir para menos de 50% a disponibilidade de coldgeno funcional. Seria de se es-
perar que mutagdes nulas no mesmo gene causassem efeitos mais graves, mas na verdade
causam uma doencga mais branda. A simples auséncia de um coldgeno é menos danosa
que a presenca de cadeias anormais (Figura 13.24).
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Figura 13.24 Efeito dominante
negativo de mutagoes no gene do
colageno. Fibras de colageno sao
construidas por arranjos cruzados de
unidades da tripla-hélice de protocolégeno.
O protocolageno do tipo | compreende duas
cadeias codificadas pelo gene COL1A1,

e uma codificada pelo gene COL1A2, Na
tripla-hélice, cada cadeia polipeptidica
consiste em unidades repetidas (Gly-X-Y),.
Na osteogenesis imperfecta do tipo lIA (Ol;
OMIM 166210), mutacoes que substituem
a glicina por qualquer outro aminoacido
normalmente apresentam forte efeito
dominante negativo, uma vez que elas
atrapalham o empacotamento. A hélice

€ montada iniciando pela extremidade
C-terminal, e substituicoes de glicinas
proximas a esta extremidade apresentam
um efeito mais grave do que substituicoes
de glicinas proximas a extremidade
N-terminal. Mutagoes nulas em qualquer
dos genes resultam na redugao da
formagéao de hélices, embora elas sejam
normais (simples haploinsuficiéncia) e o
fendtipo clinico seja menos grave.
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Proteinas nao estruturais que dimerizam ou oligomerizam também apresentam
efeito dominante negativo. Os fatores de transcri¢ao da familia bHLH-Zip, por exemplo,
ligam-se ao DNA na forma de dimeros. Mutantes que nio formam dimeros em geral
causam fendtipos recessivos, mas mutantes capazes de converter moléculas funcionais
em moléculas que ndo formam dimeros apresentam fendtipo dominante. Os canais de
fon na membrana celular fornecem outro exemplo de estruturas multiméricas que sao
sensfveis a efeito dominante negativo. A conexina 26 fornece um exemplo. Seis mo-
léculas da proteina conexina 26 associam-se para formar um connexon, a metade de
uma jun¢do gap que permite que pequenos ions se movam entre as células. A Figura
13.15 apresentou um exemplo de uma mutagao nula no gene que codifica a conexina
26. Pessoas homozigotas para essa mutagdo nao podem produzir conexina 26; elas ndo
possuem jungdes gap em sua orelha interna, os {fons de potdssio ndo conseguem re-
circular como deveriam, e os pacientes sdo surdos. Heterozigotos sdo fenotipicamente
normais (isto é um problema se vocé deseja identificar casais com risco de terem filhos
surdos). No entanto, certas mutacdes ndo sinébnimas produzem moléculas estrutural-
mente anormais de conexina 26. Estas interferem na fungéo dos connexons, mesmo que
algumas das seis moléculas de conexina sejam normais; os heterozigotos tém perda au-
ditiva, e o fendtipo é dominante.

Mutacoes de ganho de funcao afetam a forma pela qual um gene
ou seu produto reagem a sinais regulatorios

E improvével que uma mutagao fornega uma fungéo radicalmente nova para um produto
génico. O tinico mecanismo que garantidamente gera novas funcdes é quando um rear-
ranjo cromossdmico cria um novo gene quimérico reunindo éxons de dois genes distintos.
Emabaralhamentos de éxons deste tipo tém sido importantes para a evolugdo, mas nao
em doengas hereditdrias. As translocacdes ou inversdes cromossdmicas que produzem
estes genes quiméricos podem propagar-se através de divisées mitéticas sucessivas, quan-
do cada cromossomo se comporta de maneira independente. No entanto, cromossomos
homélogos pareiam e recombinam durante a meiose. Conforme visto no Capitulo 2, em
portadores de rearranjos cromossdrmnicos, o pareamento envolve conformacoes cromos-
sbmicas complicadas, as quais podem resultar em segregacéo incorreta; em alguns casos,
a replicagéo ird produzir duplicagdes e delegdes. Como resultado, genes quiméricos sao
frequentemente vistos em tumores, os quais dependem unicamente da mitose - muitos
exemplos sdo descritos no Capitulo 17 - mas ndo em condicdes hereditdrias, nas quais
eles teriam que passar por meiose. Os exemplos evolutivamente bem-sucedidos devem
ser raras excecoes.

Em vez de produzir uma fun¢ao radicalmente nova, a maioria das mutacdes de ganho
de fungdo afeta 0 modo como um gene ou seu produto reagem a sinais regulatérios. O
gene poderd ser expresso no momento errado, no tecido errado, em um nivel incorreto
ou em resposta ao sinal incorreto. O produto poderd apresentar uma interagéo anormal
e patogénica com outros componentes celulares. A Tabela 13.4 lista alguns exemplos de
modos nos quais um produto génico pode apresentar um ganho de fun¢do. Um caso raro
de mutacdo de ponto herdada conferindo uma nova funcdo para uma proteina é o alelo
Pittsburg no locus PI (OMIM 107400; Figura 13.25). Uma troca de amino4cido no sitio ati-

TABELA 13.4 Mecanismos das mutacoes de ganho de fungao

Defeito Gene N° OMIM Doenca Comentarios

Superexpressao NROB1 300018 reversdo de sexo de macho  duplicagbes génicas causam a superexpressao e
para fémea a reversao sexual

Adquire um novo substrato P/ (alelo de Pittsburgh) 107400 distdrbio de sangramento um alelo raro de ganho de funcéo do gene da
letal a,-antitripsina (Figura 13.25)

Canal de ijon aberto de SCN4A 168300 paramiotonia congénita de  mutagdes especificas neste gene de canal de

maneira imprépria von Eulenburg sodio atrasa o fechamento

Agregagao proteica HD 143100 doenca de Huntington proteinas com expansao de poliglutamina

formam agregados toxicos
Receptor permanentemente GNAS1 174800 doenga de McCune-Albright mutagoes somaticas apenas; formas
ativado constitucionais seriam provavelmente letais

Gene quimérico BCR-ABL 151410 leucemia mieloide crénica apenas mutagoes somaticas
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vo converte um inibidor de elastase em um novo inibidor de trombina constitutivamente
ativo, resultando em uma coagulopatia letal.

Desordens causadas pelo ganho de funcéo de receptores de horménio
associados a proteina G

Os receptores de hormonio associados & proteina G fornecem bons exemplos de muta-
¢Oes ativadoras. Muitos horménios exercem seus efeitos sobre as células-alvo por meio
da ligagdio a dominios extracelulares de receptores transmembrana. A associacio de um
ligante ao receptor motiva a cauda citoplasmadtica do receptor a catalisar a conversio de
uma proteina G inativa (ligada a GDP) em sua forma ativa (ligada a GTP), o que leva o sinal
adiante por meio da estimulag¢ao de canais de fons ou enzimas como a adenilil ciclase.
Alguns receptores mutados séo constitutivamente ativos: eles disparam (sinalizam para
efetores subjacentes) mesmo na auséncia do ligante:

* A puberdade precoce masculina familiar (OMIM 176410: inicio da puberdade aos 4
anos em meninos afetados) é encontrada com um receptor de horménio luteinizante
ativo constitutivamente.

» Ahiperplasia autossémica dominante da tireoide pode ser causada por uma mutagéo
ativadora no receptor do horménio estimulador da tireoide (ver OMIM 275200).

+ O distirbio 6sseo conhecido como condrodisplasia metafisaria tipo Jansen (OMIM

156400) pode ser causado por um receptor hormonal da paratireoide, constitutiva-
mente ativo.

A homogeneidade alélica nao é sempre dada pelo ganho
de funcao

Foi apresentado anteriormente que a heterogeneidade alélica é normalmente uma marca
caracteristica dos fendtipos de perda de fungéo. No entanto, ndo é seguro assumir que
qualquer condigdo que apresente homogeneidade alélica seja causada por ganho de fun-
¢do. Existem outras explicacgdes possiveis:

« Em alguns casos, o fenétipo é diretamente associado ao préprio produto génico, em
vez de ser uma consequéncia mais remota da mudanca genética. A doenga pode en-
tdo ser definida em termos de uma variante particular do produto, como na anemia
falciforme.

» Alguns mecanismos moleculares especificos podem ocasionar uma certa mudanga
na sequéncia de um gene com uma probabilidade maior do que qualquer outra mu-
danga - por exemplo, a expansao (CGG), na sindrome do X fragil.

» Pode haver um efeito fundador. Por exemplo, algumas mutagdes patogénicas sido
comuns entre judeus asquenazi. Os judeus asquenazi da atualidade descendem de
um niimero bastante reduzido de fundadores. Se um dos fundadores carregava um
alelo recessivo, é possivel que este alelo seja encontrado em alta frequéncia na atual
populagdo asquenazi.

« Aselecdo em favor do heterozigoto acentua o efeito fundador e geralmente resulta em
uma, ou algumas poucas, mutagoes especificas que sdo comuns em uma populagio.

Mutacoes de ganho e de perda de funcao em um mesmo gene
irao causar fendtipos distintos

Inicia-se esta se¢ao sobre patologia molecular enfatizando a distin¢do entre mutagdes de
perda e de ganho de fungao. Contudo, é possivel ver ambos os tipos de mutagio no mesmo
gene. Quando isso acontece, os fendtipos resultantes sao frequentemente muito distintos.

Conforme descrito, mutagoes de perda de fungéo no gene PAX3 causam o defeito de
desenvolvimento conhecido como sindrome de Waardenburg do tipo I (ver Figura 13.23).
Um fenotipo totalmente diferente é visto quando uma translocagio cromossémica cria
um novo gene quimérico, fusionando o gene PAX3 com outro gene de fator de transcrigdo,
0 FKHR, em células somadticas. O ganho de fungéo deste fator de transcrigdo hibrido causa
o desenvolvimento de um tumor, o rabdomiossarcoma (OMIM 268220). Outro exemplo
marcante diz respeito ao gene RET. Este gene codifica um receptor transmembrana do
tipo tirosina quinase. A associagao do ligante (GDNE do inglés glial cell line-derived neu-
rotrophic factor) ao dominio extracelular induz a dimerizagdo dos receptores. Isso ativa
mddulos de tirosina quinase no dominio citoplasmdtico, os quais transmitem o sinal para
a célula (ver Figura 4.15, p. 110).

Figura 13.25 Uma mutacao que
causa ganho de fungao na molécula
de a,-antitripsina. A o, -antitripsina é
um inativador de proteases especificas.
A protease cliva a ligagao peptidica entre
0s residuos 358 e 359 na molécula de

a,-antitripsina. Como resultado, os dois
residuos (apresentados como esferas em
verde) estao afastados cerca de 65 A,
conforme indicado pelas setas. A mudanga
conformacional inativa a protease. No alelo
selvagem, os residuos 358 e 359 sdo uma
metionina e uma serina, respectivamente.
Isto cria um substrato para a elastase;
portanto, a a,-antitripsina tipo selvagem
atua como um agente antielastase. Na
variante Pittsburgh, uma mutagao nao
sindnima (p.M358R) substitui a metionina
por uma arginina. A estrutura e o efeito

de clivagem da ligagao peptidica entre os
residuos 358 e 359 nao séo alterados, mas
a especificidade agora é pela trombina e
nao mais pela elastase. Portanto, a variante
Pittsburgh nao possui efeito antielastase,
tendo se convertido em um poderoso
agente antitrombina. O resultado é uma
coagulopatia letal. Azul e amarelo indicam
as partes a C-terminal e a N-terminal do sitio
de clivagem da molécula de «,-antitripsina;
residuos de carboidrato sao representados
em cinza. [Imagem S3D00427 do University
of Geneva ExPASy molecular biology Web
server, http://www.expasy.ch/]
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Uma variedade de mutagoes de perda de fungdo no gene RET corresponde a uma
das causas da doenca de Hirschsprung (OMIM 142623; auséncia de ginglios entéricos
no intestino). Estas mutagdes incluem trocas de fase, mutagdes sem sentido e subs-
tituicdes de aminoécidos que interferem na maturacio pds-traducional da proteina
RET. Algumas mutag¢oes nao sinonimas muito especificas no gene RET sao vistas em
um conjunto totalmente diferente de doengas, como no carcinoma medular de tireoi-
de familiar (OMIM 155240) e a patologia relacionada (mais extensa) conhecida como
neoplasia endécrina multipla tipo II (OMIM 162300 e 171400). Essas sdo mutagdes de
ganho de fungao, produzindo moléculas de receptores que reagem extensivamente ao
ligante ou que sdo constitutivamente ativas e dimerizam mesmo na auséncia do ligante.
Curiosamente, algumas pessoas com mutagoes nao sindnimas que afetam as cisteinas
618 ou 620, importantes para a dimerizagao do receptor, sofrem tanto de céncer da ti-
reoide como da doenga de Hirschsprung - ganho e perda de fungao simultaneos. Isso
nos lembra de que perda e ganho de funcdo nem sempre siao simples quantidades es-
calares: as mutagoes podem ter efeitos distintos nos diferentes tipos celulares nos quais
0 gene € expresso.

A Tabela 13.5 lista varios casos nos quais mutagdes de perda e ganho de fungéo afe-
tando um tinico gene resultam em doengas distintas. Normalmente, o mutante de ganho
de fungdo produz uma proteina qualitativamente anormal, mas simples efeitos de dose
podem ocasionalmente ser patogénicos em ambas as diregoes: doses aumentadas e re-
duzidas da expressio do gene sdo patogénicas, mas causam doengas distintas. O gene da
proteina da mielina periférica (PMP22) é um exemplo. Crossover desigual entre sequén-
cias repetidas no cromossomo 17p11 criam duplicagdes ou delegdes de uma regiao de 1,5
Mb que contém o gene PMP22 (Figura 13.26). Portadores heterozigotos da delegdo ou da
duplicagdo possuem uma ou trés copias do gene, respectivamente. Pessoas com apenas
uma cdpia do gene sofrem de neuropatia hereditdria com suscetibilidade a paralisia por
pressio (HNPP) ou neuropatia tomaculosa (OMIM 162500), enquanto pessoas com trés
cdpias apresentam uma neuropatia clinicamente diferente, a doenca de Charcot-Marie-
-Tooth 1A (CMT1A; OMIM 118220). Essas duas doengas também podem ser causadas por
mutagdes de ponto no gene PMP22, Apesar dos eventos moleculares, a causa da patologia
é a mudanca da atividade desse gene.

TABELA 13.5 Exemplos de genes nos quais mutacoes de perda e de ganho de funcao

causam doencas distintas

Perda (—) ou
Gene Localizagao ganho (+) Doencas Simbolo N° OMIM
PAX3 2q35 = Sindrome de Waardenburg ~ WS1 193500
do tipo 1
+ Rabdomiossarcoma RMS2 268220
alveolar
RET 10q11.2 + Neoplasia enddcrina MEN2A 171400
multipla tipo 1A
+ Neoplasia enddcrina MEN2B 162300
multipla tipo IIB
+ Carcinoma medular de FMTC 155240
tireoide familiar
= Doenca de Hirschsprung HSCR 142623
PMP22 17p11.2 = Neuropatia de Charcot-Ma- CMT14 118220
rie-Tooth tipo 1A
+ Neuropatia tomaculosa HNPP 162500
GNAS1 20q13.2 = Osteodistrofia hereditaria PHP1A 103580
de Albright
i Sindrome McCune-Albright  MAS 174800
AR Xq12 - Sindrome de feminilizacao ~ TFM 300068
testicular
+ Atrofia muscular SBMA 313200

espinobulbar
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13.5 A BUSCA POR CORRELACOES ENTRE
GENOTIPO E FENOTIPO

Dada a complexidade das interagdes genéticas, ndo é surpreendente que a patologia mo-
lecular seja uma ciéncia bastante imperfeita. O maior sucesso até agora se deu na com-
preensdo do cincer e das hemoglobinopatias: no caso do cincer, o fendtipo para ser
explicado - proliferagdo celular descontrolada - é relativamente simples, enquanto as he-
moglobinopatias sdo um resultado direto de anormalidades em uma proteina abundante
e de ficil acesso. Para a maioria das doengas genéticas, os aspectos clinicos sdo os resul-
tados finais de uma longa cadeia causal, e o santo graal da patologia molecular - a corre-
lagdo entre gendtipo e fendtipo serd sempre elusiva. Na realidade, mesmo simples doen-
¢as mendelianas ndo sdo nem um pouco simples. As revisdes neste tépico realizadas por
Scriver & Waters e por Weatherall sdo fortemente recomendadas (ver Leituras adicionais).

0 efeito fenotipico das mutacoes de perda de fungao depende do
nivel residual da fungao génica

Mudangas na sequéncia de DNA podem causar graus varidveis de perda de fun¢do. Mui-
tas substituicdes de aminodcidos apresentam efeito reduzido ou mesmo inexistente, en-
quanto algumas mutagdes eliminam completamente a fungdo. Uma mutagio pode estar
presente em uma ou nas duas cdpias de um gene. Pessoas com condicoes autossdmicas
recessivas geralmente sdo heterozigotos compostos - ou seja, eles tém mutagoes diferen-
tes em cada alelo. Se ambas as mutagdes causam uma perda de fungio, mas com graus
distintos, o alelo menos severo ird determinar o nivel residual da fungdo. A Figura 13.27
representa quatro possiveis relacdes entre o nivel residual da func¢éo génica e o fenétipo

(A) sem efeito doenga
N
(B) sem efeito doenga
doenga
© sem efeito modergdas=eeameenmemamun grave

(D) sem efeito efeito no sistema A efeito no sistema A+B

1 ]
50 0
nivel residual da fungao do gene (%)

Figura 13.26 Tanto o aumento como
a redugao de dose do gene PMP22 sao
patogénicos, mas causam patologias
distintas. O crossover desigual entre
repeticoes flanqueadoras (quadros
amarelos) gera duplicagdes ou delegdes
de 1,5 Mb da regiao contendo o gene
PMP22 (quadro azul). A duplicagao causa
a doenga de Charcot-Marie-Tooth; a
delegao causa a neuropatia tomaculosa.
As mesmas duas doengas podem resultar
de mutagbes de ponto que aumentam ou
reduzem a atividade do gene PMP22 ou que
o inativam.

Figura 13.27 Quatro possiveis relagoes
entre a perda da fungao génicae o
fenétipo clinico. As barras indicam o

nivel geral de fungdo produzido pelo efeito
combinado de dois alelos do gene. (A) Essa
condicao, com 50% da funcgao residual

do gene sem causar efeitos, sera um
recessivo simples. (B) Essa condigao sera
dominante em funcao da haploinsuficiéncia;
a perda de 50% da fungao do gene causa
a doenca. (C) Essa condigao é recessiva,
mas a gravidade depende do nivel da
funcéo residual, de modo que existe uma
correlagdo entre gendtipo e fendtipo. (D)
Se as consequéncias clinicas sdo muito
diferentes, dependendo do grau da fungao
residual, os resultados podem ser descritos
como sindromes distintas (Ae A + B), e
elas podem ter modos distintos de heranca,
como aqui. Exemplos especificos séo
discutidos no texto.



436

Tom Strachan e Andrew Read

TABELA 13.6 Consequéncias da redugao na funcao da hipoxantina guanina fosforribosil

transferase (HPRT)

Atividade da HPRT (% do normal)  Fendtipo

> 60 sem doenca

8-60 gota; sem problemas neuroldgicos (sindrome de
Kelley-Seegmiller)

1,6-8 gota associada a sinais neurologicos variaveis (falta de jeito,
coreoatetose); inteligéncia normal

1,4-16 sindrome de Lesch-Nyhan, mas com inteligéncia normal

<14 sindrome de Lesch-Nyhan (OMIM 300322): espasticidade,

coreoatetose, automutilagao, retardo mental

A HPRT é codificada por um gene ligado ao X (OMIM 308000); o fendtipo nos homens reflete diretamente a atividade de
seu Unico gene HPRT.

clinico. Uma pessoa heterozigota para um alelo normal, apresentando um alelo completa-
mente ndo funcional, ter4 um nivel global de 50% de fungao residual. O resultado poderia
ser tanto uma condi¢do recessiva (Figura 13.27A) como dominante (Figura 13.27B), de-
pendendo se 50% da atividade forem suficientes para a fun¢do normal.

Mutagdes no gene da distrofina (ligado ao X) fornecem um bom exemplo da situagdo
apresentada na Figura 13.27C, na qual a severidade da doenga se correlaciona bem com
a amplitude da atividade residual. Perda completa da fungdo génica em machos afetados
causa a distrofia muscular de Duchenne grave (DMD; OMIM 310200), enquanto um grau
menor de perda causa uma condigéio mais branda, a distrofia muscular de Becker (BMD,
OMIM 300376). Apesar de seus nomes distintos, ambas as condigdes possuem a mesma
causa e a mesma patologia; elas diferem apenas quanto a gravidade. A razao para esta
diferenca foi apresentada na Figura 13.16 Mutagoes no gene da hipoxantina guanina fos-
forribosil transferase (HPRT), também ligado ao X, apresenta uma série similar, mas clini-
camente mais evidente (Tabela 13.6). Portanto, nestes casos, existe uma clara correlagio
gendtipo-fenétipo.

As vezes, quantidades distintas de fungio génica residual podem originar condigoes
clinicas diferentes, as quais podem inclusive apresentar modos diversos de heranga (Fi-
gura 13.27D), por exemplo:

» Mutagdes no gene do transportador de sulfato (DTDST), que provocam diferentes
graus de perda de fungao, causam displasias esqueléticas autossémicas recessivas,
as quais receberam nomes distintos de acordo com a severidade: displasia diastréfica
(OMIM 226600), displasia epifisaria multipla do tipo 4 (OMIM 226900), atelosteogé-
nese do tipo I1 (OMIM 256050) e acondrogénese tipo 1B (OMIM 600972). A matriz ex-
tracelular é rica em proteoglicanos sulfatados, como o heparan sulfato e o condroitina
sulfato. Defeitos no transporte de sulfato interferem no desenvolvimento esquelético.

« Mutacoes simples de perda de fungéo no canal de potdssio (K") KVLQTI ndo tém efei-
to em heterozigotos. Todavia, uma mutag¢ao dominante negativa no mesmo gene re-
duz a fungdo geral para cerca de 20% do normal, produzindo uma condi¢éo de heran-
¢a dominante conhecida como sindrome de Romano-Ward (OMIM 192500: arritmia
cardiaca). A perda total de fungdo em pessoas heterozigotas para mutagdes de perda
de fungdo causam uma condicao recessiva mais grave, conhecida como sindrome de
Jervell e Lange-Nielsen (OMIM 220400: problemas cardiacos e perda auditiva).

« Nos genes COLIAI ou COLIAZ2, que codificam coldgeno do tipo I, mutagdes no mes-
mo gene podem produzir outras duas condigoes dominantes, a mais branda por sim-
ples haploinsuficiéncia e as formas mais graves por efeitos dominantes negativos (ver
Figura 13.24).

Correlacoes entre genétipo e fenétipo sao especialmente fracas
para condicoes causadas por mutagoes mitocondriais

Mutagoes no DNA mitocondrial apresentam efeitos praticamente imprevisiveis, tanto
com relagdo a causar ou ndo uma doenga como com relagao a qual doenga ird causar. Uma
dada mudanga de sequéncia de mtDNA pode ser vista em pacientes com varias patologias
distintas, e pacientes com a mesma doenga mitocondrial podem apresentar mutagoes
distintas em seu mtDNA. Além disso, como as células contém milhares de moléculas de
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mtDNA, elas podem ser homopldsmicas (todas as moléculas de mtDNA sdo idénticas) ou
heteropldsmicas (uma populagao mista de mtDNA normal e mutante). Diferentemente do
mosaicismo, a heteroplasmia pode ser transmitida da mae para o filho por meio de um
évulo heteropldsmico. O évulo contém mais de 10 mil mitocdndrias, de modo que todos
os filhos de uma mulher infectada irdo herdar pelo menos algumas das mitocondrias mu-
tantes, mesmo se a mae for heteropldsmica. No entanto, doengas mitocondriais frequen-
temente apresentam baixa penetrincia (ver Figura 3.10, p. 68).

A neuropatia éptica de Leber (OMIM 535000: perda de visdo stibita e irreversivel) ilus-
tra alguns dos problemas. Dezoito diferentes mutagdes de ponto no mtDNA foram associa-
das com essa condigdo; cinco delas apresentam efeitos suficientemente graves para, sozi-
nhas, causarem a doenca. Outras treze apresentam efeitos que contribuem para o quadro.
Cinquenta por cento das pessoas afetadas apresentam a substitui¢do g.11778GA. A maioria
destes pacientes ¢ homopldsmico, mas cerca de 14%, apresentando 0 mesmo grau de se-
veridade, sao heteroplasmicos. Mesmo nas familias homopldsmicas a condigio é bastante
varidvel; a penetrincia geral é de 33-60%, e 82% dos individuos afetados sdo homens.

Existem diversas razdes possiveis para essa fraca correlagao:

+ O DNA mitocondrial é muito mais varidvel que o DNA nuclear e algumas sindromes
podem depender da combinagdo da mutagédo reportada com outras variantes ainda
ndao identificadas.

« Algumas doengas mitocondriais parecem ser de uma natureza quantitativa: peque-
nas mudangas mutacionais acumulam-se, reduzindo a capacidade mitocondrial de
gerar energia e, em um dado limite, surgem os sintomas clinicos.

« Aheteroplasmia pode ser tecido-especifica, e o tecido examinado (normalmente san-
gue ou musculo) pode néo ser critico na patogénese.

« Precocemente no desenvolvimento da linhagem germinativa, as células passam por
um estdgio no qual elas contém apenas um nimero reduzido de mitoc6ndrias (o gar-
galo mitocondrial). Por um erro aleatdrio de amostragem neste estdgio, em uma mae
heteropldsmica a proporgdo de mitocdndrias normais e mutantes pode ser significan-
temente distinta apds esse gargalo. Assim sendo, o grau de heteroplasmia pode variar
amplamente entre a mée e o filho.

* Duplicagdes e delegbes no genoma mitocondrial frequentemente evoluem com o
passar dos anos em um tinico individuo afetado; de modo similar, a proporgio de
mitocéndrias mutadas em pessoas heteropldsmicas pode variar ao longo do tempo.

e Muitas fungdes mitocondriais sdo codificadas por genes nucleares, de modo que uma
variagdo nuclear pode ser uma causa importante ou um meodificador de um fenétipo
mitocondrial.

O MITOMAP database of mitochondrial mutations (http://www.mitomap.org) possui
uma boa discussao geral, além de extensas tabelas de dados mostrando a dimensao do
desafio de se prever fenétipos mitocondriais.

A variabilidade dentro das familias é uma evidéncia da atuacao de
genes modificadores e de eventos do acaso

Muitas condi¢des mendelianas séo clinicamente varidveis mesmo entre membros afeta-
dos de uma mesma familia, os quais carregam exatamente a mesma mutagao. A variabi-
lidade intrafamiliar deve ser causada por alguma combinagio dos efeitos de outros genes
nao ligados (genes modificadores) e efeitos ambientais (incluindo eventos do acaso). Hu-
manos sdo uma populagdo natural tipica, que apresentam maior diversidade genética e
uma variedade de ambientes muito mais ampla que os animais de laboratério, de modo
que ndo é surpreendente que correlagdes entre gendtipo e fenétipo sejam muito mais
fracas em humanos do que em camundongos de laboratério. Fendtipos dependentes de
haploinsuficiéncia sdo especialmente sensiveis aos efeitos dos modificadores. A sindrome
de Waardenburg é um exemplo tipico: A Figura 13.23 apresenta a prova de que esta con-
digdo dominante é causada por haploinsuficiéncia, e a Figura 13.17 apresenta a variagao
intrafamiliar tipica.

Correlagdes entre gendtipo e fenétipo passariam a ser significativamente mais preci-
sas se o0s gendtipos considerassem os modificadores tanto quanto as mutagdes primdrias.
No entanto, a identificagio e a caracterizacgdo de genes modificadores em humanos é ex-
tremamente desafiadora. Dados os limites inevitdveis da andlise genética em humanos,
uma abordagem mais produtiva podera vir com a identificacdo de todos os componentes
das rotas bioquimicas envolvidas em uma doenga.
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LEITURAS ADICIONAIS

CONCLUSAO

Neste capitulo foram descritas as muitas formas pelas quais os genomas de dois humanos
podem diferir. Isso pode ocorrer principalmente por meio de polimorfismos de nucleo-
tideo tinico, nimeros varidveis de mutacoes em tandem e variagoes em larga escala do
ntimero de cépias. Estudos sobre estas diferencas sio diretamente aplicaveis a compreen-
sdo de diversas caracteristicas das populagdes humanas. A estrutura das populagdes em
termos de endogamia e isolamento reprodutivo, as relagdes entre populagées distintas,
assim como as origens historicas e geograficas das populagoes - todos esses aspectos sdo
esclarecidos por estudos de variabilidade genética.

Quando se volta para estudos de satide e doenga, no entanto, nao é tao simples. Co-
nectar variagoes de sequéncia com satide e doenca requer abordar a questao por am-
bos os lados. Foi visto como € possivel tentar decidir se uma variante particular pode ou
ndo ser patogénica. Em alguns casos a resposta é clara, mas muitas vezes a simples veri-
ficacdo da sequéncia de DNA nao fornece uma resposta clara. Mesmo quando se pode
ter confianga de que uma mudanca de sequéncia serd patogénica, raramente se pode
predizer especificamente os sintomas clinicos que ela ird produzir. Para relacionar DNA
com doenca também precisa-se iniciar pelo lado “doenga” dessa relagao. O estudo de
doengas genéticas nos permite identificar as variantes patogénicas subjacentes. Esta
abordagem tem tido amplo sucesso com doengas mendelianas, conforme apresentado
nos proximos capitulos. Havendo familias adequadas, é relativamente fécil identificar a
localizagdo cromossmica de um gene que carrega um caractere mendeliano (Capitulo
14), o que geralmente permite que os pesquisadores continuem até a identificacdo do
gene relevante (Capitulo 16). Frequentemente permanece enigmatico porque uma dis-
fung¢ido em um gene particular deveria causar um determinado conjunto de sintomas,
mas pelo menos as variantes patogénicas podem normalmente ser identificadas com
precisao.

Muitas variantes genéticas ndo causam condi¢des mendelianas, mas podem, mesmo
assim, apresentar influéncia sobre a satide. Fatores de suscetibilidade genética sdo deter-
minantes importantes de muitas doengas comuns, embora nao sejam os unicos. Relacio-
nar variantes especificas com determinadas suscetibilidades a doengas tem sido um desa-
fio dificil, ainda muito distante de ser concluido. Os Capitulos 15 e 16 revisardo o progresso
nessa drea. Espera-se, por fim, alcangar uma posi¢ao que nos permita derivar informagoes
preditivas titeis em satide, a partir da andlise da sequéncia gendémica de um individuo - o
que ird levantar toda uma série de questdes sobre testes genéticos e triagem populacional.
Essas questdes serdo abordadas nos Capitulos 18 e 19.

Tipos de variacao entre genomas humanos Kidd JM, Cooper GM, Donahue WF et al. (2008) Mapping and
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DbSNP. www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP [As 12 milhoes
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