A Base Molecular e Bioquimica das

Doencas Genéticas

O exame da base molecular e bioquimica das doencas genéti-
cas comecou no capitulo anterior, com as hemoglobinopati-
as, e neste capitulo se estenderd a outras proteinas e suas do-
engas correspondentes. No Cap. 11, apresentamos uma visdo
geral dos mecanismos pelos quais as muta¢des que causam
doencas ocasionam patologias (ver Fig. 11.1) e revisamos as
etapas nas quais as mutacdes podem perturbar a sintese ou o
funcionamento de uma proteina (ver Quadro 11.1). Este pa-
norama nos d4 uma infra-estrutura para compreender a pato-
genia de todas as doencgas genéticas. Embora as hemoglobi-
nopatias tenham ensinado muito aos geneticistas sobre os
mecanismos subjacentes as doengas genéticas, existem mui-
tos outros processos moleculares e bioquimicos que precisam
ser considerados. As muta¢des em outras classes de protei-
nas em geral perturbam-o. funcionamento celular e organico
por processos que diferem dos ilustrados pelas hemoglobino-
patias.

Neste capitulo, ampliaremos a descri¢do dos mecanismos
gerais pelos quais as mutagdes prejudicam a sintese, o pro-
cessamento ou as associagdes moleculares das proteinas, e os
conseqiientes efeitos no funcionamento das proteinas. As re-
lacGes entre um defeito molecular e a localizagio e a nature-
za de sua patologia clinica também serfio examinadas. Para
ilustrar os mecanismos das doengas, na maioria dos casos
usamos doencas bem conhecidas, tais como a fenilcetondria
(PKU), a fibrose cistica (CF), a hipercolesterolemia fami-
liar, a distrofia muscular Duchenne (DMD) e a doenca de
Alzheimer (AD). Em alguns casos, distirbios menos comuns,
tais como a porfiria intermitente aguda e a doenca da cé-
lula I, sdo incluidos, pois demonstram melhor um principio
especifico.

A importincia de ensinar genética médica a partir de prin-
cipios gerais € ilustrada pelo fato de que mais de 1.000 genes
associados a disttirbios monogénicos ja foram identificados.
Seria impossivel lembrar a patologia molecular e a fisiopato-
logia de cada condi¢do ou mesmo de cada categoria bioqui-
mica de doenga. Além disso, existem pelo menos 3.000 ou-
tras doengas monogénicas nas quais o defeito bioquimico ain-
da estd por ser identificado, e dos 30.000 a 50.000 genes no
genoma, muitos dos quais serdo identificados nas préximas
décadas, vdrios estdo implicados em condi¢des geneticamen-
te determinadas.

DOENCAS DEVIDAS A MUTAQ@ES’EM
CLASSES DIFERENTES DE PROTEINAS

As protefnas desempenham um grande nimero de fungdes di
ferentes, algumas das quais sdo apresentadas no Quadro 12,
com suas doengas genéticas associadas. Como sugere a
as mutagdes em todas as classes funcionais de proteinas
dem levar a um distirbio genético. O reconhecimento de qu
uma doenca resulta de anomalia em uma proteina de uma de
terminada classe em geral € ttil na compreenséo de sua pato:
genia e heranga, bem como na determinacio da terapia. Ne
ta secdo, descreveremos doencas genéticas importantes
afetam proteinas representativas de muitos dos grupos
dos. Nem todas as doengas citadas no Quadro 12.1 serdo te:
vistas aqui. O leitor interessado poderd encontrar muitas in-
formacgdes sobre as doengas genéticas que sdo compreends
das no nivel bioquimico nas referéncias citadas ao final do
capitulo. O tratamento das doengas genéticas, incluindo o de
muitas das condi¢es descritas neste capitulo, sera apresen-
tado no Cap. 13.

Protefnas de Manutencao,
Proteinas Especiais e Doencas Genéticas

As proteinas podem ser separadas em duas classes gerais com
base em seu padrdo de expressdo: proteinas de manutengio,
que estdo presentes em absolutamente todas as células e tém
papéis fundamentais na manuteng@o da estrutura e da fungio

celular, e proteinas especiais histoespecificas, que sdo produ: e
zidas em apenas um tipo celular ou em um ndmero limitado de *A

tipos celulares. Elas tém fungdes tnicas, que contribuem pan Ul
aindividualidade das células nas quais sdo expressas. Esta clas- \
se de distingdo ndo € necessariamente absoluta. Uma proteina ‘
com um papel de manutencio na maioria das células pode es- J
tar presente em um nivel mais alto em alguns tecidos nos quai con
tem uma fun¢do mais especializada. A maioria dos tecidos em ttil
eucariontes superiores, tais como humanos, expressa de 10.000 rali;
a 15.000 genes. Até 90% das espécies de RNA mensaggir. exp
(mRNA) encontradas em um tecido também estdo presentesen I
muitos outros tecidos e codificam proteinas compartilhadas de ger:

manuten¢do. Os 10% restantes codificam as proteinas especi-
ais do tecido.




QUADRO 12-1

s Exemplos de Classes de Proteinas Associadas :

Exemplos de Proteinas Afetadas por Mutacoes (Doehga)*i
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Doencas Monogenicas

k Heranca

Estrutura das células
e dos 6rgaos

Expressao génica
~ desenvolvimental

“\ ontrole do
desenvolvimento e

 da diferenciacdo

etabolismo e

- comunicagdo

-~ intercelular

Transporte e estocagem

Homeostasia extracelular

Literalmente centenas, em todas as dreas do metabolismo, incluindo
Aminodcidos fenilalanina hidroxilase (PKU) AR
Carboidratos galactose- 1-fosfato uridil transferase (galactosemia) AR
Acidos organicos metilmalonil-CoA mutase (aciddria metilmaldnica) AR
Acidos graxos acil CoA desidrogenase de cadeia média (deficiéncia de MCAD) AR
Lipideos complexos hexosaminidase A (doenga de Tay-Sachs) AR
Purinas adenosina desaminase (imunodeficiéncia combinada grave) AR
Porfirinas porfobilinogénio desaminase (porfiria intermitente aguda) AD
Entre orgdos hemoglobina (as talassemias, variantes de hemoglobina) AR
Membrana organelar uma proteina de transporte de cistina lisossdmica (cistinose) AR
Transporte intracelular uma protefna de transporte de cobre (sindrome de Menkes) XR
Membrana epitelial Cftr, um canal de C1~ no epitélio dos tecidos afetados na fibrose

cistica (p. ex., pulmdo, pancreas) AR
Extracelular tipos I e TI de colageno (osteogénese imperfeita) AR, AD
Membrana celular protefna do esqueleto da membrana das hemdcias, espectrina

e citoesqueleto (esferocitose hereditdria) AD

distrofina (distrofia muscular Duchenne e Becker) XR
Biogénese organelar PEX1, uma ATPase necessdria 2 biogénese da membrana

peroxissOmica (sindrome de Zellweger) AR
Protegdo imune proteinas do sistema complemento (p. ex., deficiéncia do

complemento C3 — infecgdes bacterianas recorrentes) AD, AR
Hemostasia fator VIII (hemofilia A) XR
Inibigdo de protease a,-antitripsina (deficiéncia — doenga pulmonar e hepética) AR
Fatores de transcrigdo PAX6, um fator de homeodominio de transcrigao (aniridia) AD

WT1, um fator de transcrigdo zinc finger (tumor de Wilms) AD
Moléculas sinalizadoras sonic hedgehog (holoprosencefalia) AD
Receptores de sinalizagdo FGR3 receptor (acondroplasia) AD
Proteinas ribossomicas proteina ribossomal S19 (anemia de Diamond-Blackfan) AD
Supressores tumorais produto do gene Rb (retinoblastoma e osteossarcoma) AR
Oncogenes receptor Ret de tirosina cinase (neoplasia enddcrina multipla

ou MEN2) AD
Canais célula-célula proteina conexina 43 de jungdes gap (malformagdes cardfacas,

defeitos de lateralidade) AR

proteina conexina 26 de jungdes gap (perda auditiva

nao-sindroémica) AR
Receptores de metabdlitos receptor de lipoproteina de baixa densidade (hipercolesterolemia

familiar) AD
Receptores de luz rodopsina (uma forma de retinite pigmentosa AD) AD

opsinas de luz verde e vermelha (daltonismo ligado ao X) XR
Hormonios hormdnio do crescimento (nanismo) AR

insulina (forma rara de diabetes mellito tipo 2) AD
Receptores hormonais receptor de vasopressina V2 (diabetes insipido) XR

receptor de andrégeno (insensibilidade androgénica) XR

receptor de insulina (sindrome de Donohue) AR
Transdutores de sinal a proteina estimuladora de ligagdo do nucleotideo guanina da

adenilato ciclase (pseudo-hipoparatireoidismo) AD

A classificacdo da protefna foi adaptada e modificada de Stryer L. (1981) Biochemistry, 2.2 ed. WH Freeman, San Francisco.
AD = heranca autossdmica dominante; AR = heranca autossomica recessiva; XR = heranca recessiva ligada ao X.

para

clas-

teina

e es- Conhecer os tecidos nos quais uma proteina é expressa, bem  patologia em uma doenca genética, as vezes, pode ser impre-

uais ' como os tecidos nos quais € expressa em niveis altos, em geral visivel. Por exemplo, a mutagdo em uma proteina histoespeci-

s em {itil na compreenséo da patogenia de uma doenga. Vdrias gene- fica pode produzir suas anomalias clinicas primdrias em célu-

.000 nalizagdes podem ser feitas sobre a correlag@o entre o local de las e 6rgdos que ndo aqueles em que a proteina € expressa. Iro-

eiro expressio de uma proteina e o local da patologia. nicamente, o tecido que ndo tem a protefna mutante pode até
em Primeiro, uma mutag¢io em uma proteina histoespecificaem  néo ser afetado pela patologia. Em conseqiiéncia, ndo podemos

s de geral produz uma doenga restrita a este tecido, embora possam necessariamente deduzir que a patologia em um 6rgéo resulta

Deci- existir efeitos secund4rios em outros tecidos. Entretanto, acor-  de uma mutagio em um gene expresso principalmente ou ape-

relaciio entre o local no qual a proteina € expressa e o local da nas neste 6rgio.
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Segundo, embora as proteinas de manuteng@o sejam por de-
finicdo expressas na maioria dos tecidos ou em todos eles, as
doencas genéticas que afetam estas proteinas raramente causam
patologia em cada tecido. (As mutagdes nos genes que Sao es-
senciais a todos os tecidos, tais como a actina, na maioria dos
casos provavelmente sdo incompativeis com o nascimento.) Os
efeitos clinicos das mutagdes em uma proteina de manutengao
com freqii€ncia sdo limitados a um ou a poucos tecidos, em ge-
ral tecidos nos quais a proteina é abundante e serve a uma fun-
¢do especial.

A Correlagéo entre Gendtipo e
Fendtipo na Doenca Genética

A variacdo no fenétipo clinico observado em uma doenga her-
dada pode ser devida a um dentre trés tipos de variagdo genéti-
ca: heterogeneidade alélica, heterogeneidade de locus ou o efei-
to de genes modificadores.

Heterogeneidade Alélica. Como foi discutido no Cap. 5,
aheterogeneidade genética deve-se de modo mais comum a pre-
senca de alelos multiplos em um locus, uma situagdo chamada
de heterogeneidade alélica (Quadro 12.2). Em muitos casos, ha
uma clara correlagio genétipo-fenétipo entre um alelo especi-
fico e um fendtipo especifico. A explicacdo mais comum para o
efeito da heterogeneidade alélica no fendtipo clinico é que os
alelos que conferem mais fungdo residual em geral estdo associ-
ados a um fenétipo mais brando (p. ex., ver mais adiante a dis-
cussao dos alelos da fenilalanina hidroxilase). Em outros casos,
os alelos que conferem alguma fung@o residual a uma proteina
estdo associados a um fendtipo parcial de todo o espectro clini-
co associado a um alelo nulo. Esta situag@o ocorre em algumas
variantes do gene CFTR associadas a auséncia congénita de vas
deferens, mas a nenhuma outra manifestacdo da CF (ver mais
adiante).

Uma segunda explicacdo da variacio baseada em alelos no
fendtipo € que a variagdo fenotipica pode refletir uma subfun-
¢do especifica da proteina mais prejudicada-pela mutagdo.
Nesta situag@o, alguns alelos podem estar associados a fend-
tipos clinicamente distintos. Estes poritos‘§do-bem ilustrados
por alguns dos alelos de 8-globina causadores de doenga des-
critos no Cap. 11 (ver Quadro 11.1). Assim, os alelos de 3-
globina que alteram a afinidade com o oxigénio da hemoglo-

QUADRO 12-2

Vérios Tipos de Heterogeneidade Associados a Doencas Genéticas

bina produzem policitemia ou cianose. Estes fendtipos espe-
cificos em geral sdo tdo diferentes dos fenétipos associadosa
alelos de grave perda de funcio (p. ex., talassemia no caso das
cadeias de globina) que ndo é ébvio, do ponto de vista clini-
co, que estas doencas resultem de mutacdes que afetama
mesma proteina.

. A . 218 Mut
Finalmente, deve-se notar que as conseqiiéncias bioquimicas PKU
e clinicas de uma mutag@o especifica em uma proteina em geral PKU
sdo imprevisiveis e podem ser tnicas deste alelo. Por exemplo, |
nao se poderia prever que o alelo mais comumente associadoa 1
deficiéncia de o -antitripsina («;-AT) (o alelo Z) iria causar do- Hip%
enca hepatica porque a mutagdo leva a proteina a formar agrega- na
dos intracelulares nos hepatdcitos (ver mais adiante).

Mu

. . . Rec
Heterogeneidade de Locus. A heterogeneidade genética del
também surge da associagdo de mais de um locus com uma con- |
dicdo clinica especifica, uma situacdo chamada heterogeneida- [
de de locus (Quadro 12.2). Este fendmeno € ilustrado pela des- |
Sint(

coberta de que as mutacdes em qualquer um dos cinco genes pode
levar a hiperfenilalaninemia (Quadro 12.3). Uma vez que a he-
terogeneidade de locus tenha sido documentada, a cuidadosa
comparagdo do fendtipo associado a cada gene comumente re-
vela que o fenétipo ndo € tdo homogéneo como se pensavaa
principio.

Genes Modificadores. As vezes, mesmo a mais sélida cor-
relacdo gendtipo-fendtipo ndo € confirmada em um determina-
do paciente. Por exemplo, os pacientes com CF homozigotos pata
a mutag@o mais comum de CF tém doeng¢a pulmonar altamente
varidvel, como serd discutido mais adiante. Tal variagio fenoti
pica pode, a principio, ser atribuida a fatores ambientais ou a agio
de outros genes, chamados de genes modificadores. Hoje em
dia, alguns genes modificadores para distirbios humanos mono-
génicos ja foram identificados. Um exemplo € citado no finaldo
Cap. 11: amelhora dos homozigotos para B-talassemia que tam-
bém herdam um alelo de a-talassemia. Os genes modificador
apenas raramente serdo alelos causadores de doenca em outros
loci. Com mais freqiiéncia, eles serdo polimorfismos ou varian:
tes benignas raras que de algum modo modulam a gravidadeda
doenca decorrente de mutagGes patogénicas em outro locus. 0
efeito modificador de alelos do gene de apolipoproteina E
(APOE) sobre a idade de inicio da AD, revisto mais adiante, ¢
um exemplo de destaque.

Tipo de Heterogeneidade ‘ Definicéo Exemplo
Heterogeneidade genética
Heterogeneidade alélica A ocorréncia de mais de um alelo em e Alelos de B-talassemia
um locus e Mutagoes de fenilalanina hidroxilase
Heterogeneidade de locus A associagdo de mais de um locus a um e Defeitos de biopterina causando

fenétipo clinico especifico

Heterogeneidade clinica ou fenotipica

A associacdo de mais de um fenétipo a C
mutagdes em um sé locus

hiperfenilalaninemia
e Sindrome de Sanfilippo
Mutagoes de fenilalanina hidroxilase
causando PKU, PKU variante ou
hiperfenilalaninemia ndo-PKU i
 Mutagdes de a-iduronidase causando
sindrome de Hurler ou sindrome de
Scheie

PKU = Fenilcetontria.
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Heterogeneidade de Locus das Hiperfenilalaninemias

Defeito Incidéncia/10° Enzima Localizacio
Bioquimico Nascimentos Afetada Génica Heranga Tratamento
Mutagées na apoenzima fenilalanina hidroxilase
PKU cldssica 5-350 PAH 12q24.1 AR Dieta com pouca fenilalanina
PKU variante PKU menos PAH 12g24.1 AR Dieta pobre em fenilalanina
que classica (menos restritiva que a necessdria
para tratar a PKU)
Hiperfenilalaninemia 15-75 PAH 12q24.1 AR Nenhum, ou dieta pobre em
ndo-PKU fenilalanina menos restritiva
Mutagdes nos genes codificantes de enzimas do metabolismo de tetraidrobiopterina
Reciclagem bloqueada 1-2 PCD 10q22 AR Dieta pobre em fenilalanina +
de BH, L-dopa, 5-HT, carbidopa
3 DHPR 4p15.31 AR Dieta pobre em fenilalanina +
L-dopa, 5-HT, carbidopa + acido
' folinico
Sintese bloqueada de BH, Rara GTP-CH 14q22 AR Dieta pobre em fenilalanina +
L-dopa, 5-HT, carbidopa + 4cido
folinico + doses farmacolGgicas
de BH,
6-PTS 11922.3-23.3 AR Como acima

DEFEITOS ENZIMATICOS

As enzimas sd@o catalisadores biolégicos que medeiam, com
grande efici€ncia, a conversdo de um substrato em um produ-
to. Fora alguns acidos ribonucleicos (RNAs) cataliticos en-
yolvidos no processamento do RNA, as enzimas sdo protei-
nas. A diversidade de substratos nos quais as enzimas atuam
¢ levemente sugerida no Quadro 12.1. A lista inclui apenas
algumas enzimopatias importantes, que no momento chegam
acentenas. Discutiremos primeiro um dos grupos mais conhe-
dos de erros hereditdrios do metabolismo, as hiperfenilala-
ninemias, que surgem da atividade deficiente da fenilalanina
hidroxilase. Vdrios defeitos enzimaticos adicionais de signi-
ficado serdo, entdo, brevemente examinados. No resumo, as
caracteristicas gerais da fisiopatologia das enzimopatias sdo
apresentadas.

Aminoacidopatias
AS HIPERFENILALANINEMIAS

As anomalias que levam a um aumento no nivel sanguineo de
fenilalanina, mais notadamente a PKU, ilustram quase todos os
principios de genética bioquimica importantes para os defeitos
enzimdticos. As causas bioquimicas da hiperfenilalaninemia sdo
ilustradas na Fig. 12.1, e as principais caracteristicas da doenga
associadas a mutagdes nos cinco loci de hiperfenilalaninemia sdo
apresentadas no Quadro 12.2. Todas as anomalias genéticas do
‘metabolismo da fenilalanina sdo decorrentes de mutagdes de
perda de fun¢do no gene que codifica a fenilalanina hidroxilase
(PAH) (Fig.12.1) ou nos genes necessarios para a sintese ou a
reutilizag@o de seu co-fator, a tetraidrobiopterina (BH,). Assim,
nestas dltimas condigdes, a perda de fung@o de PAH é uma ano-
malia secunddria (como descrito no Quadro 11.1) de uma mu-
‘tagdo em um gene codificante de um componente da via de bi-
opterina.

= S-hidroxitriptofano; 6-PTS = 6-piruvoiltetraidropterina sintase; BH, = tetraidrobiopterina; DHPR = diidropteridina redutase; GTP-CH = guanosina tri-
fosfato cicloidrolase; PAH = fenilalanina hidroxilase; PCD = pterina 4-a-carbinolamina desidratase; PKU = fenilcetondria.

Fenilcetonitiria. A PKU cldssica foi corretamente chamada
de epitome dos erros hereditdrios do metabolismo. E um disttr-
bio autossémico recessivo do metabolismo da fenilalanina, re-
sultante de mutacdes no gene codificante de PAH, a enzima que
converte fenilalanina em tirosina (ver Fig. 12.1 e Quadro 12.3).
A descoberta da PKU por Fglling, em 1934, marcou a primeira
demonstracdo de um defeito genético como causa de retardo
mental. Devido a sua incapacidade de degradar a fenilalanina,
os pacientes com PKU acumulam este aminoécido nos liquidos
corporeos. A hiperfenilalaninemia prejudica o desenvolvimento
do sistema nervoso central no inicio da lactincia e interfere no
funcionamento do cérebro maduro. Uma pequena fra¢do da fe-
nilalanina total é metabolizada por vias alternativas, produzindo
quantidades aumentadas de 4cido fenilpirivico (um cetoacido e
o composto responsdvel pelo nome da doenga) e outros metabo-
litos secundarios, que sdo excretados na urina. Ironicamente,
embora o defeito enzimadtico jd seja conhecido hd décadas, o exato
mecanismo neuropatolégico pelo qual o aumento de fenilalani-
na danifica o cérebro ainda é desconhecido. O dano neurolégico
devido ao bloqueio metabdlico na PKU cléssica pode ser ampla-
mente evitado por modifica¢des na dieta que impedem o actimulo
de fenilalanina. O tratamento da PKU é um paradigma do trata-
mento de muitas doengas metabdlicas cujo resultado pode ser
melhorado evitando-se o actimulo de um substrato enzimatico e
seus derivados. Este conceito serd mais bem descrito no Cap. 13.

Triagem Neonatal. A triagem populacional dos neonatos
para a PKU ¢ feita de forma ampla. Ela € o protétipo das doen-
cas genéticas para as quais a triagem de massa neonatal justifi-
ca-se (ver Cap. 20). O distdrbio é relativamente comum em al-
gumas populagdes (até cerca de 1/2, 900 nativivos). O tratamen-
to, se iniciado bem cedo, ¢é efetivo. Sem o tratamento, um grave
retardo € inevitdvel. O teste de triagem € feito alguns dias ap6s o
nascimento. Uma gota de sangue € obtida do calcanhar, seca em
um papel-filtro e mandada para um laboratdrio central para do-
sagem dos niveis sanguineos de fenilalanina. No passado, as
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Proteina
(dieta, enddégena)

;N\

Fenilalanina ———— > Tirosina
Fenilalanina hidroxilase

BH, 400HBH,

D% qBH24/PCD

GTP
DHNP
6-PT

BH,
fen ? tir —»—>» —» Co, + H,0

hidroxilase

BH
tir _—tiri) L-dopa—>> dopamina —» NE —>» E

hidroxilase

BH,4
trp —’5 OH trp = serotonina

hldroxnase

Fig. 12.1 As vias bioquimicas afetadas nas h1perfem alaninemias. BH, = tetraidrobiopterina; qBH, = quinindide diidrobiopterina, o
produto oxidado das reagdes de hidroxilagdo, que é reduzido a BH, pela diidropteridina redutase (DHPR); fen = fenilalanina: tir =
tirosina; trp = triptofano; L-dopa = L-diidroxifenilalanina; NE = norepinefrina; E = epinefrina; 5-OH trpo = 5-hidroxitriptofano: GIP

= guanosina trifosfato; DHNP = diidroneopterina trifosfato; 6-PT =

sidratase.

amostras eram coletadas antes que a crianca deixasse o hospital.
A tendéncia de uma hospitaliza¢io muito curta para as mies e
os neonatos modificou esta pratica. O teste € feito preferencial-
mente entre 3 e 4 dias de idade, porque o nivel de fenilalanina na
PKU aumenta em relacdo ao tempo apds o nascimento na pri-
meira semana de vida. Os testes positivos devem ser rapidamente
confirmados, pois a demora além de 4 semanas pés-natais no
inicio do tratamento tem efeitos profundos no resultado intelec-
tual dos pacientes com PKU.

Variante de Fenilcetoniria e Hiperfenilalaninemia
Nao-fenilcetonitiria. Embora a PKU resulte de uma auséncia
absoluta de atividade de PAH (menos de 1% dos controles),
os fenétipos menos graves, chamados de hiperfenilalaninemia
na0-PKU e PKU variante (ver Quadro 12.3), ocorrem quando
a enzima PAH mutante tem alguma atividade residual. A hi-
perfenilalaninemia néo-PKU ¢ definida pela concentracio
plasmatica de fenilalanina abaixo de 1 mM quando o paciente
estd recebendo uma dieta normal. Este grau de hiperfenilala-
ninemia estd apenas cerca de 10 vezes acima do normal, mais
baixo que as concentra¢des encontradas na PKU clédssica (> 1
mM). O aumento moderado na fenilalanina na hiperfenilala-
ninemia ndo-PKU é menos prejudicial ao cérebro ou pode até
mesmo ser benigno se o aumento for pequeno (< 0,4 mM), e
as pessoas afetadas chamam a atencio clinica apenas porque
sdo identificadas por triagem neonatal. Seu fenétipo normal foi
a melhor indicagdo do nivel “seguro” de fenilalanina plasma-
tica que ndo deve ser ultrapassado no tratamento de pacientes
com a PKU cléssica. A variante de PKU é uma categoria que
inclui pacientes com tolerincia intermedidria de fenilalanina
entre a PKU cléssica e a hiperfenilalaninemia nao-PKU. Tais
pacientes precisam de alguma restri¢do de fenilalanina em sua
dieta, mas menor do que a necessaria aos pacientes com PKU
cldssica. A associagdo destes trés fendtipos clinicos com mu-
tagGes no gene PAH é um exemplo claro da heterogeneidade
clinica (ver Quadro 12.2).

6-piruvoiltetraidropterina; PCD = pterina 4-a-carbinolamina de-

As Hiperfenilalaninemias:
Heterogeneidade Alélica e de Locus

Os Defeitos Moleculares na Fenilalanina Hidroxilase.
O gene para PAH foi isolado em 1986 e, subseqiientemente,
demonstrou-se um marcante grau de heterogeneidade alélica (ver
Quadro 12.3) na populacio deficiente de PAH. Mais de 400 ale-
los diferentes jd foram reconhecidos. A grande maioria é de
mutagdes raras, que prejudicam a atividade enzimética de PAH

e levam a hiperfenilalaninemia, embora também j4 tenham sido

identificados polimorfismos benignos ou variantes benignas
menos comuns. Seis mutagdes diferentes sdo responsdveis por
cerca de dois ter¢os dos cromossomos mutantes conhecidos nas

populacdes de descendéncia européia (Fig. 12.2). Notadamente,

seis outras mutagdes sdo responséveis por cerca de mais de 80%
das mutagdes PAH nas populagdes asidticas (Fig. 12.2). As mu-
tacdes restantes causadoras de doencas sdo individualmente ra-
ras. Para registrar e tornar esta informacdo publicamente dispo-
nivel, um banco de dados de PAH foi desenvolvido por um con-
sércio internacional.

Em todas as populag¢des, ha uma substancial heterogenelda
de genética na populacdo mutante PAH. Devido ao alto grau de
heterogeneidade al€lica no locus, a maioria dos pacientes PKU;
na maioria das populacdes, € de compostos genéticos (t&m dois
alelos diferentes causadores da doenca), um achado totalmente
de acordo com as observagdes enzimaticas e clinicas de hete
geneidade fenotipica em defeitos de PAH. Embora a principio
parecesse que conhecer o gendtipo PAH daria uma previséo con-
fidvel dos detalhes sobre o fenétipo, esta expectativa nio se con-
cretizou. Por exemplo, duas das mutagGes européias comuns estio
associadas aos fenétipos que variam da PKU cléssica a PKU
variante a hiperfenilalaninemia ndo-PKU (Quadro 12.4). Assim,
hoje esta claro que outras varidveis bioldgicas néo-identificadas,
incluindo genes modificadores, geram inconsisténcia fenotfpica
na PKU, mesmo na presenca de identidade genotipica no lo
de PAH. Conseqiientemente, reconheceu-se que mesmo as ¢
racteristicas monogénicas como a PKU n@o séo simples.
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Outros 185 Alelos Orientais
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Y356X
8%

R111X
9%
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IVS4nt-1g->a 18%

9%

E6nt-96a->g
14%

Fig. 12.2 A natureza e a identidade das mutag¢des PAH nas po-
pulagdes de descendéncia européia e asiatica (a dGltima da Chi-
na, Coréia e Japao). (Extraido de Nowacki P. M., Byck S., Prevost
L. e Scriver C. R. [1998] PAH mutation analysis consortium da-
‘tabase: 1997. Prototype for relational locus-specific mutation
databases. Nucl Acids Res 26:220-225, com permissao da Oxford
University Press). E usado o cédigo de uma letra do aminoécido
(ver Quadro 3.1) e a nomenclatura de muta¢ao como descrita no
Cap. 6.

QUADRO 12-4

scendenma Européia
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No noroeste da Europa, trés dos principais alelos mutantes sdo
amplamente restritos a haplétipos especificos (Quadro 12.4),
embora mais de 80 hapldtipos de polimorfismos de comprimen-
to de fragmentos de restricdo (RFLP) ao redor do gene PAH ja
tenham sido identificados. Como foi discutido no Cap. 8, um
haplétipo em particular em geral estd associado a uma mutagio
em particular, em uma populagdo especifica. A associagdo de
uma mutagdo especifica com um haplétipo cromossdmico em
particular em diferentes subgrupos de uma populacao sugere que
a mutagdo originou-se de um cromossomo com este haplétipo.
No caso da PKU, os dados sugerem origens tnicas para varios
alelos no noroeste da Europa. A mutacdo PAH mais comum
(Arg408Trp) parece ter surgido independentemente em varios
cromossomos diferentes, porque ela é encontrada em vérios ha-
plétipos diferentes. Ela envolve um sitio CpG hipermutavel. Por
este motivo, ndo podemos supor que um haplétipo em particular
estd associado a uma mutagdo especifica na PKU, exceto em
populagdes bem-definidas.

Defeitos no Metabolismo de Tetraidrobiopterina

A principio acreditava-se que todas as criangas com hiperfenila-
laninemia hereditaria tinham uma defici€ncia priméria de PAH.
Hoje estd claro, entretanto, que em cerca de 1% a 3% destes
pacientes o gene PAH € normal, e sua hiperfenilalaninemia € o
resultado de um defeito genético na formacdo ou na reciclagem
do co-fator de PAH, tetraidrobiopterina (BH,) (ver Fig. 12.1 e
Quadro 12.3). A associagdo de um unico fenétipo, tal como a hi-
perfenilalaninemia, a mutagdes em genes diferentes € um exem-
plo de heterogeneidade de locus (ver Quadro 12.2). Como ilus-
trado pelas mutagdes nos genes que codificam a apoenzima PAH
e as vias de co-fator biopterina (ver Fig. 12.1), as proteinas codi-
ficadas pelos genes que manifestam heterogeneidade de locus em
geral atuam em etapas diferentes em uma tnica via bioquimica.
Os pacientes com deficiéncia de BH, foram inicialmente reco-
nhecidos porque, a despeito da bem-sucedida administracdo de
uma dieta pobre em fenilalanina, eles desenvolveram profundos
problemas neurolégicos no inicio da vida. Este resultado pobre
deve-se em parte a necessidade do co-fator BH, de outras duas
enzimas, a tirosina hidroxilase e o triptofano hidroxilase. Am-

e de Fenilalanina Hidroxﬂase. Mutagoes, Haplotlpns e Fenétipos Clmicas em Populagoes de

Fenétipo Associado

Representacio Haplétipo
Mutagao % de Atividade entre Mutagoes* Associado’ em Homezigotos*
Arg 408 Trp <1% 31% 1,2,5,44 PKU classica
IVS 12ntlg — a? <1% 11% 3 PKU cléssica
IVS10nt — 11g — a desconhecida 6% 6, 10, 34, 36 PKU cléssica
Ile 65 Tre ~25% 5% 9 PKU classica, PKU variante
HPA nao-PKU
Tir 414 Cis 30-50%! 5% <+ PKU variante
HPA nao-PKU
Arg 261 Gln 30%! 4% 1, 2, 4, outros PKU ou PKU variante

225.
Do banco de dados de PAH (www.mcgill.ca/pahdb).

~ AmJ Hum Genet 61: 1309-1317.
‘IVS 12ntlg — indica que o primeiro nucleotideo do 12.° intron é “a”

substituido por
INdo estd claro se estas atividades, obtidas por dosagens in vitro, refletem a fungdo in vivo.

*De Nowacki P. ez al. (1998) PAH mutation analysis consortium database: 1997. Prototype for relational locus-specific mutation databases. Nucl Acids Res 26:220-

De Kayaalp E. et al. (1997) Human phenylalanine hydroxylase mutations and hyperphenylalaninemia phenotypes: A metanalysis of genotype-phenotype correlations.
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bas as hidroxilases sdo cruciais para a sintese de neurotransmis-
sores monoamina, tais como dopa, norepinefrina, epinefrina e se-
rotonina (ver Fig. 12.1).

Os pacientes com deficiéncia em BH, t&ém defeitos em uma
das etapas na biossintese de BH, a partir de guanosina trifosfato
(GTP) ou na regeneracio de BH, (ver Fig. 12.1). E crucial reco-
nhecer estas condic¢des, pois seu tratamento difere muito da PKU
cldssica. Por este motivo, todas as criangas com hiperfenilalani-
nemia também devem ser testadas quanto a deficiéncia de BH,.
Além do controle dos niveis de fenilalanina do sangue, o objeti-
vo do tratamento destes pacientes € tentar normalizar os neuro-
transmissores no cérebro administrando os produtos da tirosina
hidroxilase e do triptofano hidroxilase, L-dopa e 5-hidroxitrip-
tofano, respectivamente (ver Fig. 12.1 e Quadro 12.3). Como a
PKU classica, estes distiirbios sdo herdados de modo autosso-
mico recessivo.

Fenilcetondria Materna. O tratamento em geral bem-su-
cedido de PKU permite que os homozigotos afetados levem uma
vida independente e tenham perspectivas quase normais de pa-
ternidade. No passado, muitos pacientes com PKU eram tirados
da dieta pobre em fenilalanina na metade da infancia sob a su-
posicdo (hoje comprovadamente incorreta) de que o funciona-
mento do sistema nervoso maduro ndo seria prejudicado com o
retorno da hiperfenilalaninemia. Subseqiientemente, descobriu-
se que quase toda a prole de uma mulher com PKU que néo re-
cebia tratamento era anormal. A maioria tinha retardo mental, e
muitos tinham microcefalia, prejuizo de crescimento e malfor-
magdes, particularmente cardiacas. Como previsto pelos princi-
pios da heranga mendeliana, a maioria destes filhos é heterozi-
gota. Assim, seu retardo ndo se deve a sua constituicio genética,
mas ao efeito altamente teratogénico dos niveis elevados de fe-
nilalanina na circulaciio materna. Em conseqiiéncia, € imperati-
vo que as mulheres com PKU que estejam planejando gestagoes
iniciem uma dieta pobre em fenilalanina antes de engravidar.

Defeitos no Metabolismo de Purinas

SINDROME DE LESCH-NYHAN

Um bom exemplo de uma rela¢iio genétipo-fenétipo decorren-
te de heterogeneidade alélica é dado por mutag¢des no locus
HPRT que codifica a enzima ligada ao X hipoxantina guanina
fosforibosiltransferase (HPRT) (Fig. 12.3). Os pacientes sem
atividade residual de HPRT tém um fenétipo marcante, chama-
do de sindrome de Lesch-Nyhan e caracterizado por coreoate-
tose (um distirbio de movimento), espasticidade, retardo mental
varidvel, superprodug¢ao de acido trico, que causa gota e cal-
culos renais, e, mais marcante, automutilacdo. As anomalias
neuroldgicas podem resultar de mudancas nos niveis de purina
do cérebro produzidos pela doenga, compativel com a teoria de
que algumas purinas sdo supostos neurotransmissores. Final-
mente, os pacientes com defici€ncia de HPRT também ilustram
como a perda da inibicdo feedback normal na regulagdo de uma
via metabdlica pode ter conseqiiéncias fisiopatolégicas, um
principio importante das doengas genéticas bioquimicas (Fig.
12.3).

Algumas pessoas com mutagdes no gene HPRT manifestam
apenas um fenétipo parcial da sindrome de Lesch-Nyhan, a hi-
peruricemia com gota. Em contraste com os pacientes com a sin-
drome de Lesch-Nyhan, estas pessoas possuem alelos associa-
dos a niveis de atividade de HPRT que variam de aproximada-
mente 1% a 30% do normal. Nenhum dos marcantes achados

PRPP

/ 1<—>l<—> .
’,5-PR—1 -amina \\\
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AMP €—— <€—— [MP ——» ——>»GMP

i .

Adenosina ————— Inosina
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Hipoxantina

v

Acido urico

HPRT,

Guanina

Fig. 12.3 Avia de sintese de purinas. Na falta de HPRT, a habilida-
de em reutilizar hipoxantina e guanina para fazer IMP e GMP é per-
dida. Em conseqiiéncia, a inibi¢do feedback normal por IMP e GMP
(setas interrompidas) em uma etapa inicial da sintese de purinas é:
muito reduzida, e a sintese de novo de purinas, e finalmente de éci-
do drico, é aumentada (setas continuas centrais). PRPP = fosforibosil-
pirofosfato; 5-PR-1-amina = 5-fosforibosil-1-amina; AMP = adeno-
sina monofosfato; IMP = inosina monofosfato; GMP = guanosina
monofosfato; HPRT = hipoxantina guanina fosforibosiltransferase.

Fig.
dos
Con

neurolégicos estd presente. A deficiéncia parcial de HPRT deste E-°

tipo, entretanto, € responsdvel por menos de 2% de todos os pa-
cientes masculinos adultos com gota.

Doencgas de Armazenamento LisossOmico

Os lisossomos sdo organelas delimitadas por membranas conten-
do uma variedade de enzimas hidroliticas envolvidas na degra-
dag@o de vdrias macromoléculas biolégicas. Os defeitos genéti-
cos destas hidrolases levam ao actimulo de seus substratos den-
tro do lisossomo, o que resulta em disfuncgdo celular e, eventual-
mente, em morte celular. O acimulo gradual de substrato é res-
ponsdvel pela caracteristica clinica uniforme destas doengas: sua
inexordvel progressdo. Na maioria destas condi¢des, o armaze-
namento de substratos manifesta-se clinicamente como um au-
mento na massa de tecidos e 6rgdos afetados. Quando o cérebro
¢ afetado, entretanto, como em geral € o caso, o quadro é de neu-
rodegeneracgdo. Os fenétipos clinicos normalmente tornam o di-
agnostico de uma doenga de armazenamento direto e em geral
sugerem a classe de doenga de armazenamento ou mesmo o dis-
turbio especifico. Mais de 48 deficiéncias de hidrolases ou de
transporte de membrana lisossomicas ja foram descritas. Quase
todas sdo autossomicas recessivas. Finalmente, como serd de-

i N N (
monstrado por varios exemplos discutidos mais adiante, as do- Ta
encas de armazenamento lisossomico ddo exemplos marcantes é
tanto de heterogeneidade alélica quanto de locus. Gl

I

DOENCA DE TAY-SACHS

A doenga de Tay-Sachs faz parte de um grupo de doengas hete-
rogéneas de armazenamento lisossomico, as gangliosidoses Gy,
que resultam da inabilidade em degradar um esfingolipideo, o

e
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As gangliosidoses Gy,

Deficiéncia
de ativador

Doenga de Sandhoff e
variantes de inicio tardio

Doencga Doenga de Tay-Sachs e

variantes de inicio tardio

Gene afetado o(cr 15) B(cr 5) ativador (cr 5)

| | |

| Polipeptideo subunidade « subunidade B ativador

—

Subunidades de isozima Hex A: o8 Hex B: BB
ativador
Complexo
enzimatico
ativo g y
- ~
C - ™ -~
7 R4

-7 ]
N-acetilgalactosamina - galactose - glicose - ceramida

Sitio de clivagem NANA

Fig. 12.4 O sistema de trés genes necessario para a atividade da hexosaminidase A e as doencas que resultam de defeitos em cada um
s genes. A funcdo da protefna ativadora é se ligar ao substrato gangliosideo e levé-lo para a enzima. (Modificado de Sandhoff K.,
onzelmann E., Neufeld E. F., et al. [1989]. The G,,, gangliosidoses. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S, Valle D. [eds] The Metabolic
Bases of Inherited Disease, 6.2 ed., McGraw-Hill, New York, pp. 1.807-1.839.)

gangliosideo G, (Fig. 12.4). A lesdo bioquimica € uma defici-
Pcia acentuada de hexosaminidase A (hex A). Embora a enzi-
ma seja ubiqua, a doenga tem seu impacto clinico quase que
apenas no cérebro, o local predominante de sintese de ganglio-
sideo Gy,,. A hex A cataliticamente ativa € o produto de um sis-
ema de trés genes (Fig. 12.4). Estes genes codificam as subuni-
dades o e B da enzima (os genes HEXA e HEXB, respectivamen-
{¢) e uma proteina ativadora que deve se associar ao substrato e
A enzima antes que esta possa clivar o terminal N-acetil-g3-
galactosamina do gangliosideo.

}

QUADRO 12-5

As manifestacdes clinicas dos defeitos nos trés genes sao in-
distinguiveis, mas eles podem ser diferenciados por andlise en-
zimdtica. As muta¢des no gene HEXA afetam a subunidade a e
perturbam a atividade de hex A, causando a doenca de Tay-Sachs
(ou variantes menos severas da deficiéncia de hex A). A maioria
dos alelos leva a uma profunda deficiéncia do mRNA da subu-
nidade « e da atividade de hex A (Quadro 12.5). A mutagdo mais
comum responsavel pela doenga de Tay-Sachs tanto em popula-
¢oes de judeus Ashkenazi quanto em outras populacdes € o alelo
nulo mostrado na Fig. 12.5. Os defeitos no gene HEXB, ou no

Freqiiéncia

latureza e Freqiiéncia de Alelos de Hexosaminidase A em Judeus Ashkenazi e Outras Populacoes*

Freqiiéncia

Efeito do Estimada em em Populacoes Fenoétipo
Mutacio Produto Génico Judeus Ashkenazi Nao-Ashkenazi Homozigoto
% In sercdo de 4 pb Cddon prematuro 80% 32% Doencga de Tay-Sachs
S (éxon 11) de fim
do- Juncdo de corte no Recomposi¢do defeituosa 10-15% <1% Doenca de Tay-Sachs
éxon 12: G — C do mRNA
Gli269Ser mais < 3% de atividade 2-3% <1% Gangliosidose G, de
recomposicao residual inicio adulto
anormal
Varidvel <1% > 80% Variavel

Qutros alelos

*Obtido de Triggs-Raine B. L., Feigenbaum A. S. J., Natowicz M., et al. (1990) Screening for carriers of Tay-Sachs disease among Ashkenazi Jews, N Engl ] Med

323:6-12; e Gravel R. A., Clarke J. T. R., Kaback M. M., et al. (1995) The G,;, gangliosidoses. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle D. [eds] The
‘Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 7.* ed. McGraw-Hill, New York, pp. 2.839-2.879.
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Fig. 12.5 Inser¢do de quatro bases no gene de hexosaminidase A na doenca de Tay-Sachs, levando a uma mudanga de matriz de leitura.
Esta mutacdo é a principal causa da doenca de Tay-Sachs em judeus Ashkenazi (ver Quadro 12.5). Nenhuma proteina hex A detectével
é produzida, o que explica a total deficiéncia da enzima observada nestes pacientes com infcio infantil.

gene codificante da proteina ativadora, prejudicam a atividade
tanto em hex A quanto hex B (ver Fig. 12.4), produzindo a do-
enca de Sandhoff e deficiéncia da proteina ativadora (que é muito
rara), respectivamente.

O curso clinico da doen¢a de Tay-Sachs € particularmente
tragico. As criancas afetadas parecem normais até cerca de 3 a
6 meses de idade, mas entdo gradualmente sofrem uma deteri-
oracdo neuroldgica progressiva até a morte, que se dd entre 2 e
4 anos. Os efeitos da morte celular neuronal podem ser vistos
diretamente sob a forma do chamado ponto vermelho-cereja na
retina, que € a fovea centralis circundada por uma mécula cla-
ra. Vérios alelos ja foram identificados no locus HEXA e sdo
responsaveis por uma marcante heterogeneidade clinica na de-
ficiéncia de hex A (ver Quadro 12.5). Nas variantes de mani-
festagdo mais tardia da doenca, existem pequenas mas defini-
das quantidades da enzima residual funcional, e a idade de ini-
cio dos sintomas é um tanto proporcional a atividade residual.
Na forma cronica, que pode ser de inicio até adulto, as mani-
festacdes comumente incluem uma disfun¢do neuronal motora
e ataxia devida a degeneracdo espinocerebelar, mas, em con-
traste com a doenga infantil, a visfo e a inteligéncia permane-
cem normais, embora se desenvolva psicose em um terco des-
tes pacientes.

Genética de Populacgoes. Cerca de 1 em cada 27 judeus
Ashkenazi é portador de um alelo Tay-Sachs, e a incidéncia de
criancas afetadas é 100 vezes mais alta que em outras popula-
¢des, como foi discutido no Cap. 7. Considera-se o efeito do
fundador ou a vantagem do heterozigoto como a explicag@o
mais provavel. Embora um alelo predominante freqiientemen-
te esteja associado a uma alta freqii€ncia de portador de um gene
de doenca em uma tinica populagio, a andlise molecular ines-
peradamente demonstrou que trés alelos sdo responsdveis por
99% das mutacGes em todos os pacientes judeus Ashkenazi e
portadores (ver Quadro 12.5). Assim, o motivo para a alta fre-
qiiéncia da deficiéncia de hex A nas populagdes de judeus
Ashkenazi ndo é aparente. A presenga de trés alelos ndo con-
firma necessariamente a hipétese da vantagem do heterozigo-
to, pois suas freqiiéncias podem ser decorrentes de um efeito
do fundador. Um beneficio pratico da caracterizagdo molecu-
lar da doenca nesta populacdo € o grau no qual foi facilitada a
triagem de portadores (pois a maioria dos portadores terd um
dos trés alelos comuns).

Alelos de Pseudodeficiéncia de Hex A. Uma conseqiién-
cia inesperada da triagem dos portadores de Tay-Sachs na po-
pulagdo de judeus Ashkenazi foi a descoberta de uma classe

Matriz de leitura
alterada

unica de alelos hex A, os alelos de pseudodeficiéncia. Como
o nome indica, os dois alelos de pseudodeficiéncia sdo clini-
camente benignos. As pessoas identificadas como pseudode-
ficientes nos testes de triagem sdo compostos genéticos com
alelos de pseudodeficiéncia em um cromossomo € uma muta-
¢do Tay-Sachs comum no outro cromossomo. Estas pessoas
tém um nivel baixo de atividade de hex A (cerca de 20% dos
controles em leucdcitos) que ainda € adequada para evitar o
acumulo do substrato, o gangliosideo Gy,,. A importancia do§
alelos de pseudodeficiéncia de hex A é dupla. Primeiro, isto
complica o diagnéstico pré-natal, pois um feto pseudodefici-
ente pode ser incorretamente diagnosticado como afetado. De
modo mais geral, a existéncia dos alelos de pseudodeficién-
cia de hex A indica que os programas de triagem para outras
doengas genéticas devem reconhecer que provavelmente exis-
tem alelos compardveis em outros loci, o que pode confundir
a caracterizag@o correta dos individuos nos testes de triagem
ou diagndsticos.

As MUCOPOLISSACARIDOSES

Os mucopolissacarideos, ou glicosaminoglicanas (GAGs), sio
cadeias polissacaridicas sintetizadas por células do tecido con-:
juntivo como constituintes normais de muitos tecidos. Eles s
feitos de longas repeticdes de unidades dissacaridicas. A natu-
reza das duas moléculas de acgticar é a caracteristica distintiv
de uma GAG especifica. A degradacdo destas macromolécu-
las ocorre no lisossomo e requer a remog¢do gradativa do mo-
nossacarideo no final da cadeia por uma enzima especifica a0
monossacarideo e a ligagdo envolvida. Assim, uma série de
enzimas é necessdria para a degradacdo de qualquer GAG, ¢
em geral uma Unica enzima participa do catabolismo de mais
de uma GAG.

As mucopolissacaridoses sdo um grupo heterogéneo de do-
encas de armazenamento no qual os mucopolissacarideos acu-
mulam-se nos lisossomos em conseqiiéncia de uma deficién-
cia em uma das enzimas necessdrias a sua degradacgdo (Qua--
dro 12.6). Nas mucopolissacaridoses especificas, uma ou mais
GAGs podem se acumular se a enzima defeituosa for neces-
sdria para seu catabolismo. As GAGs ndo-degradadas apre-
sentam-se na urina, onde podem ser detectadas por testes de:
triagem.

As duas primeiras mucopolissacaridoses reconhecidas foram:
a sindrome de Hunter recessiva ligada ao X, em 1917, ¢ a sin-
drome de Hurler, mais grave e autossdmica recessiva, em 1919,
Cada uma destas condig¢des foi inicialmente chamada de “gar-.
goilismo” em funcdo das fei¢des faciais grosseiras das pessoas
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Defeito Enzimatico:

Mucopolissacarideo
Sindrome Caracteristicas Clinicas Estocado/Excretado Genética Comentario
Hurler Diagnosticada aos 6-18 meses, a-L-Iduronidase; sulfato AR Provavelmente decorrente de
opacidade da cérnea, mudangas de dermatan; sulfato qualquer alelo que extinga a
esqueléticas na radiografia chamadas de heparan atividade da enzima. A
de disostose mdltipla, maioria dos pacientes
ura. hepatosplenomegalia, face grosseira, provavelmente é de compostos
tavel rigidez das articulagoes, descarga genéticos
: | nasal, hidrocefalia, morte < 10 anos
: Scheie Inicio apds os 5 anos, inteligéncia e a-L-Iduronidase; sulfato AR Testes de complementacao
| tempo de vida normais, opacidade da de dermatan, sulfato mostram que este fendtipo
cornea, rigidez das articulagdes, de heparan mais brando afeta 0 mesmo
HmMo dpenga cardfaca valvular, prejuizo gene que a sindrome de Hurler
ini- ‘ o isual " . .
b e Hurler/Scheie  Fendtipo intermediério as sindromes a-L-Iduronidase; sulfato AR Alguns casos provavelmente sdo
; de Hurler e Scheie de dermatan, sulfato compostos genéticos de alelos
?[:om de heparan Hurler e Scheie
Elta‘ Hunter Similar a sindrome de Hurler, mas Iduronato sulfatase; sulfato XR Um fen6tipo mais brando, sem
oas com progresso mais lento, sem de dermatan, sulfato doenga do sistema nervoso
‘dos opacidade da cérnea e com uma de heparan central, também ocorre com
ar o unica lesdo de pele um curso somdtico muito
dos menos agressivo
e Sanfilippo A Hiperatividade e retardo, Heparan N-sulfatase; sulfato AR Predominantemente
(ﬁci- ' neurodegeneragio progressiva, de heparan neurolégica, com pouco para
‘ caracteristicas somdticas distinguir os fenétipos
%Pe brandas — subdiagnosticada associados aos quatro genes de
1€n- , Sanfilippo
ttras Sanfilippo B Similar a sindrome de Sanfilippo A a-N-acetilglicosaminidase; AR Como acima
Xis- sulfato de heparan
ESIIII; Modificado por Neufeld E. F., Muenzer J. (1995) The mucopolysaccharidoses. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle D. (eds) The Metabolic and Mole-

afetadas (Fig. 12.6). As criangas afetadas sdo mentalmente re-
ftardadas, tém anomalias esqueléticas, baixa estatura e manifes-
tam outras anomalias citadas no Quadro 12.6.

A sindrome de Hurler deve-se a uma grave deficiéncia de
a-L-iduronidase. Um distirbio clinicamente distinto, a sin-
drome de Scheie, a principio foi tido como envolvendo um
locus diferente, principalmente devido ao seu fenétipo mais
brando. Entretanto, as sindromes de Scheie e Hurler sio alé-
licas, mas as mutagdes de a-L-iduronidase que causam a sin-
drome de Scheie parecem estar associadas a uma atividade
residual maior. Um fendtipo intermedidrio, a sindrome de
Hurler/Scheie, pelo menos em alguns casos é um composto
genético dos alelos de Hurler e Scheie e também pode resul-
tar de dois alelos com atividade intermedidria aos alelos de
Hurler e Scheie.

A diferencga no padréo de heranca das sindromes autosso-
‘mica de Hurler e ligada ao X de Hunter indica que sio decor-
rentes de mutacdes em genes diferentes. Esta diferenca tam-
bém foi demonstrada em cultura de células. Embora os fibro-
blastos de pacientes de ambos os tipos acumulem mucopolis-
sacarideos em meio de cultura, o acimulo pode ser corrigido
pelo co-cultivo de ambos os tipos de células no mesmo fras-
0. A interpretac@o que se demonstrou correta foi que a enzi-
ma lisossomica deficiente em um tipo celular mutante foi
obtida do meio no qual foi liberada pelo outro tipo celular.
Este experimento simples foi uma poderosa demonstracio de
que as duas doencas afetavam proteinas diferentes. A demons-

cular Bases of Inherited Disease, 7.% ed. McGraw-Hill, New York, pp. 2.465-2.494.

tragdo de que o genoma de um mutante pode corrigir o defei-
to bioquimico de outro mutante é chamada de complementa-
¢do. Este fenomeno serd discutido na préxima se¢do. Em con-
traste, o co-cultivo de células Scheie e Hurler ndo induziu
nenhuma corre¢éo bioquimica, como depois demonstraram as
dosagens enzimadticas, pois eram decorrentes de defeitos na
mesma proteina.

A habilidade de uma célula em captar do meio extracelular a
enzima lisossomica na qual € deficiente ¢ um mecanismo pelo
qual o transplante de células normais (que iriam secretar a enzi-
ma) para pacientes com doen¢as de armazenamento lisossomi-
co pode permitir a corregdo dos defeitos bioquimicos no resto
do corpo. Foram obtidos acentuados beneficios terapéuticos no
tratamento de alguns pacientes com mucopolissacaridoses, in-
cluindo a sindrome de Hurler, por transplante de medula éssea
(ver Cap. 13).

Outra mucopolissacaridose, a sindrome de Sanfilippo, ilus-
tra a ampla heterogeneidade de locus subjacente a um fenétipo
clinico relativamente homogéneo. Uma caracteristica clinica
importante dos pacientes com sindrome de Sanfilippo € que as
anomalias intelectuais e comportamentais sdo evidentes bem
antes das mudancas fisicas, que tendem a ser brandas. Inicial-
mente vista como uma entidade tnica, esta sindrome pode re-
sultar de uma dentre quatro deficiéncias enzimaticas, duas das
quais sdo mostradas no Quadro 12.6. Os fenétipos clinicos de
pacientes individuais ddo pouca base para sugerir que enzima (e,
portanto, que gene) esta deficiente.
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Fig. 12.6 Uma crianca com sindrome de Hurler, mostrando as ca-
racteristicas faciais grosseiras tipicas. Aos 5 anos de idade ele tem
a altura tipica de 3 anos. (De Smith D. W. [1982] Recognizable Pat-
terns of Human Malformation, 3.2 ed. WB Saunders, Philadelphia.)

Anélise de Complementacéo de
Doencas Genéticas Humanas

Nos experimentos de co-cultivo descritos, os geneticistas exa-
minaram uma questdo que comumente surge no estudo de paci-
entes com doengas genéticas: duas pessoas com o que parece ser
o mesmo distirbio tém defeitos no mesmo gene? Os experimen-
tos genéticos que abordam esta questdo sdo chamados de testes
de complementaciio. Se a corre¢do miitua de um fenétipo ocor-
re em um teste de complementacdo, os defeitos genéticos sdo
ditos complementares, os genes afetados devem ser diferentes e
ocorreu complementagdo intergénica (mas veja uma excecgio, a
complementacdo intragénica, mais adiante). A utilidade dos tes-
tes de complementagdo baseia-se no fato de que estes testes ndo
exigem que se conheca os genes ou as proteinas afetados, mas
apenas que se tenha a capacidade de examinar as células quanto
a correcdo de um fenétipo mutante: no caso das doengas de ar-
mazenamento de mucopolissacarideo citadas, a redugéo do act-
mulo de mucopolissacarideo. A anélise de complementagio tem
sido usada para dissecar a base genética de muitas doencas ge-
néticas humanas.

Se houver divida de que o fator corretivo pode ser transferi-
do pelo meio de cultura, células diferentes podem ser fundidas
para formar um heterocdrion, no qual ambos os nicleos estdo
dentro de uma tnica célula (ver Cap. 8). Os experimentos deste
tipo demonstraram que o xeroderma pigmentoso (XP), uma rara
doenca associada a um aumento de freqiiéncia de 2.000 vezes

no cancer de pele induzido pela luz do sol, é causado por muta-
¢do em qualquer um de oito genes, sete dos quais codificam pro-
tefnas necessdrias ao reparo de excisdo do DNA. As pessoas com
defeitos brandos podem ter apenas uma sensibilidade aumenta-
da a luz do sol, enquanto os pacientes gravemente afetados es-
tdo sujeitos a profundos prejuizos neuroldgicos, extrema sensi-
bilidade a luz na lactancia, sardas anormais, atrofia da pele e,
finalmente, nos piores casos, varios tumores (carcinomas, mela-
nomas e neoplasias internas) também.

Testes de complementagdo em heterocdrions deram resulta-
dos positivos mesmo sendo conhecidas mutagdes em dois gru-
pos de células que afetam o mesmo gene. Neste caso, a comple-
mentagdo € dita como sendo intragénica (versus intergénica)e
demonstra que os pacientes t€ém mutagoes diferentes, mas aléli-
cas. A complementagdo intragénica (ou interalélica) ocorre ape-
nas quando as proteinas afetadas sdo ndo-multimeros, o que in-
dica que a subunidade mutante de um alelo interage com a subu-
nidade mutante de outro alelo de modo a melhorar o funciona-
mento da proteina multimérica.

DOENCA DA CELULA [: UM DEFEITO NO TRAFEGO DE PROTEINA

Em contraste com as proteinas mitocondriais e de membrana
que sdo direcionadas ao seu endereco subcelular pela informa-
¢do contida na seqiiéncia primdria de aminodcidos, outras pro-
tefnas sio situadas com base em modifica¢Ges pds-traducionais
(ver Quadro 11.1). Isto € verdade quanto as hidrolases 4cidas
encontradas nos lisossomos, e, na verdade, a existéncia e o me-
canismo desta forma de trafego celular ndo eram reconhecidos
até que a doenca da célula I, uma grave doenga de armazena-
mento lisossdmico autossémica recessiva, fosse investigadano
inicio da década de 1970. Os fibroblastos de pele cultivados de
pacientes com doenga da célula I continham vérios lisossomos
anormais, ou inclusdes, pelo citoplasma (logo, células de in-
clusio ou células I).

Na doenga da célula I, muitas das hidrolases 4cidas normal-
mente presentes nos lisossomos sao encontradas em excesso nos
liquidos corpéreos, embora seus niveis celulares estejam grave-
mente diminuidos. Esta situa¢fo incomum surge porque as hi-
drolases lisossdmicas nestes pacientes sdo anormais devido a uma
modificagfo pés-traducional. Uma hidrolase tipica é uma glico-
proteina com muitas unidades manose, algumas das quais sio
fosforiladas. As unidades manose-6-fosfato sdo essenciais para
o reconhecimento das hidrolases por receptores na célula e na
superficie da membrana lisossomica. Na doenca da célula I, hi
um defeito na enzima que transfere um grupo fosfato para as
unidades manose. O fato de muitas enzimas serem afetadas ¢
compativel com a diversidade de anomalias clinicas. O distir-
bio tem uma gama de efeitos fenotipicos, que envolvem carac-
teristicas faciais, alteragdes esqueléticas, grave retardo de cres-
cimento e retardo mental. Caracteristicamente as criangas afeta-
das sobrevivem por apenas 5 a 7 anos.

Mutacdes que Impedem a Ligacdo de
Co-fatores do Metabolismo

Algumas proteinas adquirem atividade bioldgica apenas de-
pois que se associam a grupos prostéticos ndo-proteicos ou co-
fatores que tém um papel crucial na fungio da proteina. 0s
co-fatores necessdrios para a atividade catalitica de algumas
enzimas sdo um exemplo. As mutagdes que interferem na
unido de ligandos, sintese, transporte ou remog¢ao de uma pro-
teina (quando a unifo do ligando é covalente) jd sdo conheci-
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das. De todos os distirbios genéticos, estes estdo entre os que
mais respondem 2 terapia bioquimica especifica, em particu-
lar quando o co-fator ou seu precursor é uma vitamina hidros-
solivel que pode ser dada com seguranga em grandes quanti-
dades.

HOMOCISTINURIA DECORRENTE DE DEFICIENCIA DE
CISTATIONINA SINTASE: NAO-LIGACAO DE CO-FATOR

Ahomocistindria decorrente de deficiéncia de cistationina sin-
tase (Fig. 12.7) foi uma das primeiras aminoacidopatias a ser
reconhecida. O fendtipo clinico desta condigdo autossdmica
recessiva em geral é grave (e pode ser confundido com a sin-
drome de Marfan, um distirbio do tecido conjuntivo). As ca-
racteristicas mais comuns incluem o deslocamento do crista-
lino, retardo mental, osteoporose, 0ssos longos e tromboem-
bolismo de veias e artérias. Acredita-se que o actimulo de
homocisteina seja o fator central da maior parte, se ndo de
toda, a patologia.

A homocistintiria foi uma das primeiras doengas genéticas que
‘mostrou ser responsiva a vitamina: o piridoxal fosfato € o co-fator
daenzima, e a administragio de grandes quantidades de pirido-
xina, o precursor vitaminico do co-fator, em geral atenua a ano-
‘malia bioquimica (ver Cap. 13) e o quadro clinico. Em muitos
pacientes, a afinidade da enzima mutante pelo piridoxal fosfato
¢reduzida, o que indica que a conformac@o alterada da proteina
impede a ligagdo do co-fator.

'DISTURBIOS DECORRENTES DE ANOMALIAS DO
'METABOLISMO DE CO-FATORES

A perda da fung@o proteica as vezes é secunddria a disponibili-
dade diminuida de uma molécula associada, tal como um co-fa-
tor enzimatico. Os disttrbios desta classe s3o bem ilustrados pelos
tipos de homocistindria que resultam de vérios defeitos secun-
ddrios em outra enzima, a metionina sintase, que remetila a ho-
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Metionina —> —> Homoci teina%* Cistationina —> Cisteina

Metileno-H,-folato

Metil-H,-folato (_/\@ Metileno-H,-folato

redutase

citosélico de cobalamina@
ou na sintese de
metilcobalamina Hidroxi-B,, €—7/“— Cobalamina dietética
&

Defeitos na absorcdo e no
transporte de cobalamina

Fig. 12.7 Os seis tipos de defeitos genéticos que causam homocistindria. (1) A homocistindria classica deve-se a falta de cistationina
sintase. (2) Nos defeitos de metileno-H,-folato redutase, a diminuig¢do de metil-H,-folato prejudica o funcionamento de metionina sin-
fase. (3) Varios defeitos diferentes no metabolismo intracelular das cobalaminas levam a uma diminui¢do secundaria na sintese de
metilcobalamina (metil-B,,) e, assim, no funcionamento da metionina sintase. (4) Alguns distdrbios afetam diretamente a formagao de
metil-B,,. (5) A absorcao de cobalamina intestinal é anormal em alguns pacientes. (6) Outros pacientes tém anomalias na principal pro-
tefna de transporte extracelular, a transcobalamina II. Hidroxicobalamina = hidroxi-B,,.

mocisteina para formar metionina (ver Fig. 12.7). Como foi de-
monstrado, o co-fator da metionina sintase, a metilcobalamina,
é o produto de uma série complexa de eventos bioquimicos.
Varios distirbios de transporte ou metabolismo da vitamina B,,
(cobalamina) reduzem a disponibilidade de metilcobalamina e,
portanto, prejudicam, secundariamente, a atividade da metioni-
na sintase.

Virios defeitos prejudicam a absorcéo intestinal de cobala-
mina ou seu transporte para outras células; outros perturbam eta-
pas especificas do metabolismo de cobalamina (ver Fig. 12.7).
A manifestacéo clinica destes distdrbios é varidvel e inclui ane-
mia megalobléstica, retardo de desenvolvimento e falta de de-
senvolvimento. Estas condi¢Ges em geral sdo parcial ou comple-
tamente tratdveis com altas doses de vitamina B,,. Todas sdo
autossdmicas recessivas.

Deficiéncia de Alfa,-Antitripsina:
Deficiéncia de um Inibidor de Protease

A deficiéncia de a;-AT é uma importante condi¢iio autossomi-
carecessiva que leva & doenca pulmonar obstrutiva cronica e a
cirrose hepatica. O locus a;-AT, no cromossomo 14, expressa-
se principalmente no figado, que secreta o;-AT no plasma. Em-
bora a @;-AT iniba um amplo espectro de proteases, seu prin-
cipal papel fisioldgico € se ligar e inibir a elastase, particular-
mente a elastase liberada pelos neutréfilos nas vias respiratori-
as inferiores.

Encontrou-se uma grande variabilidade genética na a,-AT,
com mais de 75 variantes genéticas, chamadas de tipos inibido-
res de protease (ver Cap. 6). Apenas cerca de uma dizia destes
alelos leva a um risco aumentado de doenca pulmonar ou hepé-
tica, e apenas o alelo Z é relativamente comum. Nas popula¢des
caucasianas, a deficiéncia de «-AT afeta cerca de 1 em 2.500
pessoas, e 3% séo portadores. O motivo para a freqiiéncia relati-
vamente alta do alelo Z nas populagdes caucasianas € desconhe-
cido, embora a anélise de haplétipos de DNA sugira uma origem
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- Deficiéncias Enzimaticas e Doenca: Conceitos Gerais

Os conceitos que se seguem sdo fundamentais para a compre-
ensdo e o tratamento das enzimopatias:

1. As enzimopatias sdo quase sempre recessivas. A maio-
ria das enzimas € produzida em quantidades significativas,
além das necessidades bioquimicas minimas, de modo que
os heterozigotos com cerca de 50% da atividade residual
sdo clinicamente normais. De fato, muitas enzimas podem
manter niveis normais de substrato e produtos com ativi-
dades menores que 10% dos controles (p. ex., hex A). As
enzimas de sintese de porfirina sdo excecdes (ver discus-
sdo sobre porfiria intermitente aguda mais adiante, neste
capitulo).

2. Acimulo de substrato ou deficiéncia de produto. Como
a funcdo de uma enzima € converter um substrato em um
produto, todas as conseqiiéncias fisiopatolégicas das en-
zimopatias podem ser atribuidas ao actimulo do substrato,
a deficiéncia do produto ou a alguma combinacdo de am-
bos (Fig. 12.8).

3. Substratos difusiveis versus macromoleculares. Uma
distin¢do importante pode ser feita entre os defeitos enzi-
maticos nos quais o substrato € uma molécula “pequena”,
tal como a fenilalanina, que pode ser prontamente distri-
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Fig. 12.8 Um modelo de via metabdlica mostrando que os efei-
tos potenciais de uma deficiéncia enzimatica incluem o acimulo
do substrato (S) ou dos derivados dele (S1, S2, S3), ou a defici-
éncia do produto (P) ou dos compostos (P1, P2) feitos a partir
dele. Em alguns casos, os substratos derivados normalmente
sdo apenas metabdlitos secundéarios que sao formados em ta-
xas aumentadas quando o substrato se acumula (p. ex., o fenil-
piruvato na fenilcetondtria).

buida pelos liquidos corpéreos por difusdo ou transporte,
e os defeitos nos quais o substrato ¢ uma macromolécula,
tal como um mucopolissacarideo, que permanece preso
dentro de sua organela ou célula. A patologia das doencas
macromoleculares é confinada aos tecidos nos quais o subs-
trato se acumula, enquanto o sitio da doenca nos disttirbi-
os de pequenas moléculas em geral € imprevisivel, poiso
substrato ndo-metabolizado — ou seus derivados — pode |
mover-se livremente pelo corpo, danificando células que |
normalmente podem n@o ter relagdo com a enzima afeta-
da.

4. Perda de miiltiplas atividades enzimaticas. Um tnico pa- |
ciente pode ter uma perda de fungcdo em mais de uma en-
zima. Existem varios mecanismos possiveis:

(a) Asenzimas podem usar o mesmo co-fator (p. ex., de- |
ficiéncia de BH,); ‘

(b) As enzimas podem compartilhar uma subunidade co- | Fig
mum ou uma proteina ativadora, de processamento ou va ¢
estabilizadora (p. ex., as gangliosidoses Gy,,); ‘ - ture

(c) As enzimas podem ser processadas por uma enzima
modificadora comum e, em sua auséncia, podem ser
inativas ou sua captacao por uma organela pode estar
prejudicada (p. ex., doenga da célula I); e ] 5:1‘1

(d) Um grupo de enzimas pode estar ausente ou ser inefi- .
caz se a organela na qual normalmente estas enzimas | -

s@o encontradas for anormal (p. ex., os distdrbios de
biogénese de peroxissomo).

5. Homologia fenotipica. As caracteristicas patolégicas e cli-
nicas que resultam de um defeito enzimético em geral sdo
compartilhadas (a) pelas doencas decorrentes de deficién-
cias de outras enzimas que funcionam na mesma area do
metabolismo (p. ex., as mucopolissacaridoses) e (b) pelas
diferentes doengas que podem resultar de defeitos parci-
ais e completos da enzima. Os defeitos parciais em geral
se manifestam com anomalias clinicas que sdo um subgru- |
po daquelas encontradas na deficiéncia completa, embora
a relacdo etioldgica entre as duas doengas possa ndo ser
imediatamente 6bvia (p. ex., a deficiéncia parcial de HPRT, |
que causa apenas hiperuricemia, versus a grave deficién- |
cia de HPRT, que causa a sindrome de Lesch-Nyhan.

tnica com subseqiiente dispersdo pelo nordeste da Europa. Ten-
do em vista o aumento de risco de enfisema, a deficiéncia de a;-
AT é um importante problema de saide, afetando 100.000 pes-
soas s6 nos EUA.

A mutagdo no alelo Z (Glu342Lis) diminui a taxa de inibi-
¢do de elastase pela «;-AT. A patologia hepdtica da proteina
Z parece refletir uma nova propriedade: sua tendéncia a se
agregar ao reticulo endoplasmadtico granular dos hepatdcitos.
Embora a «,-AT normal seja rapidamente secretada pelo fi-
gado, os pacientes Z/Z tém apenas 15% da concentragéo plas-
matica normal de «,-AT. A agregagdo da proteina Z parece
ser responsdvel por sua captacio pelo reticulo endoplasmati-
co granular dos hepatdcitos. A base molecular desta agrega-
¢d@o ou insolubilidade ndo estd clara, mas Glu342 parece ser
crucial para o dobramento ou a estabilidade normal, ou am-
bos, da molécula. A presenga de a;-AT no figado € tida como
responsavel pela doenga hepética. Conseqiientemente, como

na mutagdo da anemia falciforme, o alelo Z € um forte exenm:
plo de uma mutagdo que confere uma propriedade nova (ver
Fig. 11.1) que é responsdvel pela doenca, perturbando o fun:
cionamento normal da proteina em um grau muito menor
Cerca de 17% dos homozigotos que apresentam ictericia neo
natal e cerca de 25% deste grupo subseqiientemente desen
volvem cirrose.

DEFICIENCIA DE ALFA~ANTITRIPSINA COMO
UMA DOENCA ECOGENETICA

A doenga pulmonar deve-se ao nivel plasmatico diminuido ds
a,-AT, que altera o equilibrio normal entre a elastase e a g
AT e permite a degradagdo progressiva da elastina das paredg
alveolares. O progresso do enfisema € muito aumentado pelo
fumo e é um poderoso exemplo do efeito que os fatores ambi
entais podem ter no fendtipo de uma doenca genética. Assin
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para pessoas com 0 gendtipo Z/Z, a sobrevida ap6s os 60 anos
de idade é de cerca de 60% nos ndo-fumantes, mas de apenas
cerca de 10% nos fumantes (Fig. 12.9). Uma explicagdo mole-
cular para o efeito do fumo é que o sitio ativo da «,-AT, na
metionina 358, é oxidado tanto pelo fumo de cigarros quanto
pelas células inflamatdrias, reduzindo, assim, sua afinidade com
aelastase em 2.000 vezes.

O campo da ecogenética, ilustrado pela deficiéncia de o-
AT, ocupa-se com a interagdo dos fatores ambientais e os ge-
nétipos humanos diferentes. E provavel que esta drea da gené-
tica médica adquira crescente importancia a2 medida que forem
identificados gendtipos que causem um aumento de risco de
doenga com a exposi¢@o a alguns agentes ambientais (p. ex.,
drogas, substincias industriais e virus). Além disso, a variagdo
genética que em si ndo produz a doenga serd objeto de crescente
investigacdo na procura da contribui¢do genética dos disttirbi-
os ndo-mendelianos, tais como a diabetes melito (ver Cap. 15).
No momento, a drea mais desenvolvida da ecogenética é a da

farmacogenética, que serd revista ao final deste capitulo.

DEFEITOS DE PROTEINAS RECEPTORAS

- O reconhecimento de uma classe de doengas decorrentes de de-
feitos em moléculas receptoras comegou com a identificagao, por
Goldstein e Brown, em 1974, do receptor de lipoproteinas de
' paixa densidade (LDL) como o polipeptideo afetado na hiper-
. colesterolemia familiar. Sua descoberta esclareceu muito o me-
tabolismo normal do colesterol e a biologia dos receptores de
' superficie celular em geral. A deficiéncia do receptor de LDL ¢
' representativa de vérios distdrbios hoje reconhecidos como de-
. correntes de defeitos de receptor, alguns dos quais sdo citados
no Quadro 12.1.

Hipercolesterolemia Familiar: Uma
Hiperlipoproteinemia Genética

As hiperlipoproteinemias genéticas sdo de significado clinico em
funcio de seu papel no infarto do miocédrdio, uma importante

90 100

Idade (anos)

Fig. 12.9 O efeito do fumo na sobrevida dos pacientes com deficiéncia de a,-antitripsina. As curvas mostram a probabilidade cumulati-
va de sobrevida em idades especificas de fumantes com e sem a deficiéncia de «;-antitripsina. (Redesenhado de Larrson C. [1978] Na-
tural history and life expectancy in severe a;-antitrypsin deficiency, Pi Z. Acta Med Scand 204:345-351.)

causa de morte e incapacidade. As hiperlipoproteinemias sdo
caracterizadas por niveis elevados de lipideos plasmaticos (co-
lesterol, triglicerideos, ou ambos) e de lipoproteinas plasméticas
especificas. Vérias formas monogénicas distintas com fenétipos
clinicos e bioquimicos diferentes j& foram definidas, embora em
alguns casos os fen6tipos ainda ndo tenham sido completamen-
te caracterizados. Em cada locus, pode haver mais de um alelo
mutante.

A hipercolesterolemia familiar ¢ um dos varios distirbios
agrupados como tipo familiar 2 de hiperlipoproteinemia. Carac-
teriza-se pela elevagdo do colesterol plasmatico levado pela LDL,
a principal protefna de transporte do colesterol no plasma. A
doenca deve-se a mutagdes no gene estrutural que codifica o
receptor de LDL, uma proteina de superficie celular responsé-
vel pela ligagdo de LDL e por seu encaminhamento para o inte-
rior da célula. Tanto os heterozigotos quanto os homozigotos
desenvolvem doenca cardfaca prematura em conseqiiéncia de
ateromas (depésitos de colesterol derivado de LDL nas artérias
coronarianas), xantomas (depdsitos de colesterol na pele e ten-
does; ver Fig. 5.13) e arcus corneae (depésitos de colesterol ao
redor da periferia da cérnea). Poucas doengas foram tdo bem
caracterizadas. A seqiiéncia de eventos patoldgicos do locus afe-
tado até seu efeito nas pessoas e populacdes foi bem documen-
tada.

Genética. A hipercolesterolemia familiar é herdada como
uma caracteristica autossdmica dominante. Sao conhecidos tan-
to fenétipos homozigotos quanto heterozigotos, e um claro efei-
to de dosagem génica € evidente: a doenga manifesta-se mais
cedo e de forma mais grave nos homozigotos que nos heterozi-
gotos (ver Fig. 5.13), refletindo a maior redugéo no nimero de
receptores de LDL e a maior elevagdo de colesterol LDL no
plasma (Fig. 12.10). Os homozigotos podem ter doenga cardi-
aca coronariana clinicamente significativa na infancia, e pou-
cos vivem além da terceira década. Embora a forma homozi-
gota seja rara (1 pessoa em 1 milhdo), a forma heterozigota, com
uma freqgiiéncia populacional de pelo menos 1 em 500, € um
dos distiirbios monogénicos humanos mais comuns. Os hete-
rozigotos tém niveis de colesterol plasmadtico que sdo cerca do
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Fig. 12.10 Dosagem génica na deficiéncia de lipoproteina de baixa
densidade (LDL): a distribui¢do dos niveis totais de colesterol do
plasma em 49 pacientes homozigotos para a deficiéncia de recep-
tor de LDL, em seus genitores (heterozigotos obrigatérios), e em
controles normais. (Redesenhado de Goldstein J. L., Brown M. S.
[1989] Familial hypercholesterolemia. In Scriver C. R., Beaudet A.
L., SlyW.S., Valle D. |[eds] The Metabolic Bases of Inherited Disea-
se, 6.2 ed. McGraw-Hill, New York, pp. 1.215-1.250.)

dobro dos controles (Fig. 12.10). Devido & natureza genética
da hipercolesterolemia familiar, € importante fazer o diagnds-
tico nos cerca de 5% dos sobreviventes de infartos que sdo
heterozigotos para um defeito do receptor de LDL. Entretanto,
apenas cerca de 1 em 20 pessoas da populagdo em geral com
aumento de colesterol plasmatico e um padrao de hiperlipopro-
tefna tipo 2 tem hipercolesterolemia familiar, enquanto a mai-
oria tem uma hipercolesterolemia ndo-caracterizada de origem
multifatorial.

Captacao de Colesterol pelo Receptor de Lipopro-
teina de Baixa Densidade. As células normais obtém co-
lesterol, um componente essencial das membranas e precur-
sor de hormonios esterdides e sais biliares, seja por sintese
de novo ou por captac@o do plasma de colesterol exégeno li-
gado a LDL. O processo de captacdo € mediado pelo receptor
da LDL, que reconhece a apoproteina B-100, a fra¢do protei-
cada LDL. Os receptores de LDL na superficie celular estdo
localizados em depressdes revestidas delimitadas pela prote-
ina clatrina (Fig. 12.11). A LDL ligada ao receptor ¢ levada
para a célula pela invaginacdo das depressdes revestidas, que
ao final se unem a lisossomos onde a LDL ¢ hidrolisada para
liberar colesterol livre. O aumento de colesterol intracelular
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livre reduz a formagao de colesterol endégeno pela supressio
da enzima limitadora de velocidade da via sintética (3-hidroxi-
3-metilglutaril coenzima A redutase, ou HMG CoA reduta-
se). O colesterol desnecessdrio para o metabolismo celular ou
a sintese da membrana pode ser reesterificado para armaze-
namento como ésteres de colesterol, um processo estimulado
pela ativagdo de acil CoA: colesterol aciltransferase (ACAT).
O aumento de colesterol também reduz a sintese do receptor:
(Fig. 12.11).

O receptor maduro de LDL tem cinco dominios estruturais:
distintos que, em sua maior parte, tém func¢des distintas. Algu-
mas destas regides sdo codificadas por éxons tinicos ou por gru-
pos de éxons que codificam regides que sdo homdlogas a dom
nios em outros polipeptideos (Fig. 12.12). A analise do efeito das
mutagdes no receptor nos varios dominios teve uma parte impor-
tante no estabelecimento de muitos dos dominios. Estes estudos
exemplificam a importante contribui¢do que a andlise genética
pode ter na determinagdo da rela¢@o estrutura-fun¢io de uma
proteina.

CLASSES DE MUTACOES NO RECEPTOR DE
LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE

Foram identificadas mais de 400 mutagdes diferentes no gene do
receptor de LDL, mutagdes estas que estao distribuidas pela se-
qiiéncia. Dezesseis por cento de todas as muta¢des documenta
das sdo grandes rearranjos estruturais, mas, como € o caso em
muitos loci, este tipo de mutag@o € responsdvel apenas por 2%a
10% dos alelos do receptor de LDL na maioria das populagaes.
Os alelos restantes sdo substitui¢des de um unico nucleotideo,
pequenas inser¢des ou delecdes. Em algumas populacdes endo-
gAmicas, alelos especificos podem contribuir para uma grande
fracdo das mutagdes, o que provavelmente reflete um efeito do
fundador (ver Cap. 7).

As culturas de fibroblastos dos pacientes afetados tém sido
usadas para caracterizar os receptores mutantes e os distirbi
os resultantes no metabolismo de colesterol. As mutagdes no
gene do receptor de LDL podem ser agrupadas em cinco clas-
ses, dependendo de qual etapa do itinerdrio celular normal do
receptor foi prejudicada pela mutacéo (ver Fig. 12.11). As mu-
tacgoes classe 1 sdo alelos nulos que evitam a sintese de qual-
quer receptor detectdvel. Elas sdo o tipo mais comum dé
mutacdes causadoras de doencas neste locus. Alguns alelos
classe 1 sdo decorrentes de delecdes, enquanto outros produ
zem quantidades normais de mRNA para receptor de LDL¢
supostamente tém defeitos que impedem a formagdo ou aes:
tabilidade do polipeptideo. Nas quatro classes restantes, 0
receptor € sintetizado normalmente, mas seu funcionamento
estd prejudicado. )

As mutagoes nas classes 2 e 4 (ver Fig. 12.11) definem ca
racteristicas do polipeptideo cruciais para sua localizagao sub
celular. As mutagoes classe 2, relativamente comuns, sdo cha
madas de deficientes de transporte porque os receptores de LDL
se acumulam no sitio de sua sintese, o reticulo endoplasm,
co, em vez de serem transportados para o complexo de Golg
Supde-se que estes alelos impegam o dobramento apropriade
da proteina, aparentemente um requisito para a saida do ref
culo endoplasmatico.

Os receptores mutantes classe 3 atingem a superficie ¢
lar, mas séo incapazes de ligar LDL (ver Fig. 12.11). Conseq
temente, estes alelos permitiram que os pesquisadores identift
cassem o dominio de ligacdo de LDL (ver Fig. 12.12). Emuf
mutante deste tipo, um crossing desigual decorrente de desal
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Fig. 12.11 A biologia celular e o papel bioquimico do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e as cinco classes de mutagdes
que alteram sua funcdo. Apés a sintese no reticulo endoplasmatico, o receptor é transportado para o aparelho de Golgi e, subseqiiente-
ente, para a superficie celular. Os receptores normais estao localizados nas depressdes revestidas por clatrina, que se invaginam, cri-
ando vesiculas revestidas e entdo endossomos, os precursores dos lisossomos. Normalmente, o actimulo intracelular de colesterol livre
vitado porque o aumento de colesterol livre (A) diminui a formagéo de receptores de LDL, (B) reduz a sintese de novo de colesterol e

ae Brown M. S., Go
homeostasis. Curr Top Cell Regul 26:3-15.)

nnhamento e recombinagio entre as seqiiéncias de repetigdo Alu
deletou parte do dominio de ligagdo de LDL. A recombinagio
homéloga desigual entre duas copias de uma seqiiéncia repetiti-
vade DNA foi vista como uma causa freqiiente de delecoes tan-
o neste gene quanto nos outros (ver Cap. 6).

~ As mutacdes classe 4 prejudicam a localizag@o do recep-
for na depressio revestida e, conseqiientemente, o LDL liga-
do ndo é internalizado (ver Fig. 12.11). Estas mutagdes alte-
1am ou retiram o dominio citoplasmético no terminal carbo-
ila do receptor, demonstrando que normalmente esta regido
endereca o receptor para a depressdo revestida. Acredita-se
que um destes alelos, uma substituigdo de tirosina por cistei-
nano éxon 17 (ver Fig. 12.12), altere a conformagéo do do-
minio citoplasmatico do receptor, interferindo, assim, na li-
gagdo a proteina que direciona a incorporagdo a depressao
revestida.

- As mutacdes classe 5 sdo alelos com defeito de reciclagem
(ver Fig. 12.11). A reciclagem dos receptores requer a dissocia-
¢io do receptor e do LDL ligado no endossomo. A dissociagdo €
mediada pelo dominio de homologia do precursor do fator de

(C)aumenta o armazenamento de colesteril ésteres. O fendtipo bioquimico de cada classe de mutac@o é discutido no texto. (Modificado
Idstein J. L. [1985] The LDL receptor and HMG-CoA reductase — two membrane molecules that regulate cholesterol

crescimento epidérmico (ver Fig. 12.12). As mutacdes neste
dominio, ambas dele¢des de segmentos dele, bem como algumas
substituicdes de sentido trocado, impedem a liberagdo do ligan-
do. Esta falha leva a degradag@o do receptor, supostamente por-
que ele ndo pode retornar para a superficie da célula em um es-
tado desocupado.

Patogenia das Placas Ateroscleréticas na Hipercoles-
terolemia Familiar. A despeito do grande conhecimento da
biologia normal dos receptores de LDL e de seus defeitos mole-
culares na hipercolesterolemia familiar, os mecanismos pelos
quais a elevagdo de LDL leva a formag@o das placas ateroscle-
réticas nas artérias ndo estio claros. Nos homozigotos, o aumento
de LDL é eliminado do liquido extracelular por vias independen-
tes de receptor, incluindo a captac@o por células removedoras,
tais como os macréfagos. Os estudos de macréfagos in vifro
mostram que o excesso de colesterol é estocado como goticulas
de colesterol éster, produzindo o aspecto de célula espumosa ti-
picamente visto nos xantomas e nas placas ateroscleréticas, mas
no momento a relevancia in vivo deste trabalho € incerta.
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Fig. 12.12 A estrutura do gene receptor de lipoprotefna de baixa densidade (LDL) mostrando seus cinco domfnios e a localizacio de
mutagOes selecionadas que levam & hipercolesterolemia familiar. O tamanho de vérias deleges é indicado pelas barras horizontais acima
do gene (com éxons indicados em vermelho). EGF = domfnio de homologia do precursor do fator de crescimento epidérmico. RE = retfculo
endoplasmatico. Os éxons, ntrons e repeticdes Alu estdo apenas aproximadamente em escala. (Modificado de Goldstein J. L., Brown .
S. [1989] Familial hypercholesterolemia. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle D. [eds| The Metabolic Bases of Inherited Disease,

6.2 ed. McGraw-Hill, New York, pp. 1.215-1.250.)

DEFEITOS DE TRANSPORTE

Fibrose Cistica

Desde a década de 1960, a CF tem sido a mais publica de todas
as doencas genéticas humanas. E o distirbio genético autosso-
mico recessivo fatal mais comum de criangas nas populacdes
caucasianas, com uma incidéncia de aproximadamente 1 em
2.500 nascimentos de caucasianos e uma freqiiéncia de portado-
res de cerca de 1 em 25. A clonagem posicional (ver Cap. 8) do
gene CF (chamado CFTR) em 1989 juntamente com o isolamento
do gene da distrofia muscular Duchenne trés anos antes foram
os primeiros frutos importantes da promessa de que a biologia
molecular colocaria os genes envolvidos nas doengas heredita-
rias nas mios dos cientistas médicos, mesmo que inicialmente
ndo se soubesse nada sobre a localizacdo do locus afetado ou a
fungio de seu produto normal. Logo apés o gene ser clonado, as
andlises fisiolégicas demonstraram que a proteina codificada pelo
gene CFTR € um canal de Cl~ situado na membrana apical das
células epiteliais afetadas pela doenca.

1

P

Os Fenétipos da Fibrose Cistica. Os pulmdes e o pancte-
as exdcrino sdo os principais 6rgdos afetados pela doenga, mas
uma importante caracteristica diagndstica é o aumento das con-
centragdes de Na* e Cl™ no suor (o que em geral € inicialmente
observado quando os pais beijam seus filhos). Na maioria dos
pacientes com CF, o diagndstico pode ser baseado em achad
pulmonares ou pancreticos e no nivel elevado de cloreto no suo
(mais de 60 mEq/1). Menos de 2% dos pacientes tém clorefo
normal no suor, mas apresentam um quadro clinico tipico. Nes
tes casos, a andlise molecular pode ser usada para avaliar se
t&ém mutacdes no locus CF.

A doenga pulmonar obstrutiva cronica desenvolve-se como
um resultado de secrecOes espessas e infecgdes recorrentes, e
deficiéncias de enzimas pancredticas (lipase, tripsina, quimotrip-
sina) impedem a digestdo normal. O intenso tratamento da do
enga pulmonar prolonga a vida, e a digest&o e a nutri¢do podem
ser amplamente restauradas por suplementos de enzimas pancre
aticas. A morte resulta de insuficiéncia pulmonar e infecces. No
momento, cerca de metade dos pacientes sobrevive até os 26 anos
de idade, mas o curso clinico € varidvel. Cerca de 15% dos paci




entes com CF tém funcdo exdcerina pancredtica residual sufici-
ente para a digestdo normal e sdo chamados de suficientes pan-
credticos. Além disso, os pacientes com CF que sfo suficientes
pancredticos tém melhor crescimento e funcionamento pulmo-
nar, bem como um progndstico geral superior aos insuficientes
credticos, que sdo maioria. A heterogeneidade clinica da
oenca pancredtica €, pelo menos em parte, decorrente de hete-
rogeneidade alélica, como serd discutido mais adiante.

- Muitos outros fenétipos sido observados em pacientes com CF.
Por exemplo, a obstrucio pés-natal do trato intestinal inferior
(mecdnio fleo) ocorre em 10% a 20% dos neonatos com CF. Sua
presenca requer que o diagndstico de CF seja excluido. O trato
ital também & afetado. Embora as mulheres com CF tenham
alguma reduc@o da fertilidade, mais de 95% dos homens com CF
sfo inférteis porque nao tém vas deferens, um fenétipo conheci-
do como auséncia bilateral congénita de vas deferens (CBA-
VD). Em um marcante exemplo de heterogeneidade alélica que
origina um fendtipo parcial, observou-se que alguns homens in-
férteis que sob outros aspectos estdo bem (n@o tém outros fend-
tipos de CF) tém CBAVD associada a alelos mutantes especifi-
cos no gene CF. Similarmente, algumas pessoas com pancrea-
fite cronica idiopatica possuem mutagdes no gene CF, embora
ndo tenham outros sinais clinicos de CF.
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. 0 Gene de Fibrose Cistica e a Proteina Cftr. O gene CF
10 cromossomo 7q31 tem cerca de 250 kb de DNA, e a regido
codificante, com 27 éxons, é prevista codificando uma grande
proteina integrante da membrana com cerca de 170 kD (Fig.
12.13). Com base nas anomalias fisiol6gicas do transporte trans-
membranar de fons observado na CF, o polipeptideo codificado

AF508 é o alelo mais comum da CF em
caucasianos: freqiiéncia = 0,68
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pelo gene da CF foi chamado de proteina cftr (regulador de
condutincia transmembranar de CF). Sua seqiiéncia primdria de
aminodcidos indica que ela pertence a familia ABC (ATP [tri-
fosfato de adenosina]-cassete de ligagcdo) de proteinas de trans-
porte. Demonstrou-se que pelo menos sete outras doengas resul-
tam da perda de fungdo de transportadores ABC especificos.

O canal cftr C1~ é caracterizado por cinco dominios, mostra-
dos na Fig. 12.13: dois dominios membranares (MSDs), cada um
com seis seqiiéncias transmembranares, dois dominios de liga-
¢a0-(ATP) de nucleotideo (NBDs) e um dominio regulador (R)
com muiltiplos sitios de fosforilagdo. A importancia de cada do-
minio € demonstrada pela identifica¢do de mutag¢des de sentido
trocado causadoras de CF em cada um deles (Fig. 12.13). O poro
do canal CI~ é formado por 12 segmentos transmembranares. O
ATP éligado e hidrolisado por NBDs, e a energia liberada é usada
para o transporte de fons. A regulac@o do canal é mediada, pelo
menos em parte, pela fosforilagdo do dominio R.

Defeitos Fisiopatolégicos na Fibrose Cistica. Como
manifestado pelo aumento dos niveis de Na* e C1-, a CF é devi-
da ao transporte anormal de eletrélitos através das membranas
epiteliais apicais. Esta anomalia leva a patologia nos pulmdes,
no pancreas, no intestino, na érvore hepatobiliar e no trato geni-
tal masculino. As anomalias fisiol6gicas foram mais claramente
elucidadas para as glandulas sudoriparas: a perda de funcdo de
cftr significa que o C1~ no duto da glandula sudoripara niio pode
fluir pela luz e através das células do duto para a corrente san-
guinea. Em conseqiiéncia, o gradiente eletroquimico que normal-
mente ativa a entrada de Na* através da membrana apical estd
ausente ou diminuido, o que leva a um aumento secunddrio na

on67:117-133.)
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g 12.13 A estrutura do gene CFTR e um esquema da protefna cftr. SG0 mostradas mutacdes selecionadas. Os éxons, introns e domi-
nios da proteina nio estdo desenhados em escala. (Baseado em Zielinski J.

J. [2000] Genotype and phenotype in cystic fibrosis. Respirati-
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concentracdo de Na™ na luz do duto sudoriparo. Os efeitos no
transporte de eletrdlitos devidos a anomalias na proteina cftr tam-
bém foram cuidadosamente estudados no epitélio das vias aére-
as e pancredtico. Em cada caso, o defeito fundamental estd no
transporte de CI~, mas os processos gerais sdo complexos, in-
completamente compreendidos e estdo além do escopo desta
discussao.

A GENETICA DA FIBROSE CISTICA

Mutacoes no Polipeptideo Cftr. A primeira mutacdo de
CFidentificada, uma deleco de uma fenilalanina na posi¢do 508
(AF508) na primeira dobra de ligagdo de ATP (NBD1; Fig.
12.13), € o defeito mais comum, contribuindo com cerca de 70%
de todos os alelos CF nas populagdes caucasianas. Nestas popu-
lagGes, apenas outras sete mutagdes sdo mais freqiientes que 0,5%
e, portanto, a maioria é rara. Foram identificadas mutagdes de
todos os tipos, mas o maior grupo isolado (quase metade) é de
substitui¢des de sentido trocado. O restante sdo mutagdes de
ponto de outros tipos, e menos de 1% sdo rearranjos gendmicos.
Embora mais de 800 mudangas de seqiiéncias do gene CF tenham
sido associadas a doenca, o niimero real de mutagdes de sentido
trocado causadoras de doenga ainda € incerto, pois poucas fo-
ram submetidas a andlise funcional.

Embora as anomalias bioquimicas associadas a maioria das
mutacdes CF ndo sejam conhecidas, quatro mecanismos gerais
de disfung@o proteica foram descritos. Os alelos representativos
de cada uma destas quatro classes sdo mostrados na Fig. 12.13.
As mutagdes de classe I sdo as que tém um defeito na produgio
da proteina, tais como as associadas a cédons finalizadores pre-
maturos ou mutagdes que geram RNAs instaveis. Como a cftr é
uma proteina glicosilada'da‘membrana, ela deve ser processada
no reticulo endoplasmatico (RE) e Golgi para ser glicosilada e
secretada. As mutacdes da classe II s3o o resultado de processa-
mento proteico defeituoso decorrente de mau dobramento da
protefna. O mutante AF508 tipifica esta classe. Este mutante ndo

se dobra normalmente o suficiente para permitir sua saida do RE.

As fungdes essenciais de NBDs e o dominio R (Fig. 12.13)
sdo ilustrados pela ocorréncia das muta¢des causadoras de CF
que perturbam a regulagdo da proteina (mutacdes classe IIT). As
mutagdes classe IV estéo situadas em MSDs e, compativel com
esta localizagdo, tém condugéo defeituosa de cloreto.

Correlacbes Genétipo-fenétipo na Fibrose Cistica.
Como todos os pacientes com CF parecem ter mutacdes no gene
CF, a heterogeneidade clinica na CF deve surgir da heterogenei-
dade alélica, de efeitos de outros loci modificadores ou de fato-

QUADRO 12-7

O Fenétipo da Fibrose Cistica Associado a AF508 Versus Outros Alelos
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res ndo-genéticos. Surgiram duas generalizagdes da andlise ge-
nética e clinica dos pacientes CF. Primeiro, o genétipo CFTR
um bom previsor do funcionamento pancreético. Por exemplo,
0s pacientes homozigotos para a mutagido comum AF508 ou 0§
previstos alelos nulos (tais como cédons finalizadores prematu:
ros) em geral tém insuficiéncia pancredtica (Quadro 12.7). Por
outro lado, os alelos que permitem a sintese de uma proteina cf
parcialmente funcional, tal como Arg334Trp (ver Fig. 12.13),
tendem a estar associados a suficiéncia pancreética. Segundo, h
pouca correlagdo geral entre o fendtipo pulmonar e o gendtipo
CFTR. Por exemplo, entre os pacientes homozigotos para
mutacdo AF508, a gravidade da doenga pulmonar é muito var-
avel. Os motivos desta pobre correlagéo pulmonar genétipo-fe-
notipo ndo estdo claros. Nao foram identificados genes modifi-
cadores para o fenétipo pulmonar. Um locus modificador parao
fenétipo intestinal meconio fleo da CF foi mapeado no cromos-
somo 19q13, mas o gene ainda nio foi identificado.

O Gene da Fibrose Cistica nas Populacdes. No momen-
to, néo € possivel explicar a alta freqiiéncia alélica da CF de
em 45 que € observada nas populagdes caucasianas (ver Cap,
7). A doenca é muito menos freqiiente em no-caucasianos, em-
bora tenha sido relatada em americanos nativos, afro-ametica-
nos e asidticos (cerca de 1 em 90.000 havaianos de descendén-
cia asidtica). O alelo AF508 é o tinico encontrado até hoje que
€ comum em quase todas as popula¢des caucasianas. A andlise
de haplétipos de populagdes caucasianas indica que o alelo
AF508 tem uma s6 origem. A freqiiéncia deste alelo, entre to-
dos os alelos mutantes, varia significativamente em diferentes
populagdes européias, desde 88% na Dinamarca até 45% no
sudeste da Itdlia.

Nas populacdes nas quais a freqiiéncia do alelo AF508 é de
aproximadamente 70% de todos os alelos mutantes, cerca de 50%
dos pacientes sdo homozigotos para o alelo AF508, e 40% adi-
cionais t¢m genétipos compostos genéticos para AF508 e outro
alelo mutante. Além disso, aproximadamente 70% dos portado-
res de CF tém a mutacdo AF508. Exceto para AF508, as muta-
¢Oes no locus CFTR sdo raras, embora em populagdes especifi-
cas outros alelos possam ser bem comuns.

Triagem Populacional. As complexas questdes que si
levantadas na considerac@o da triagem populacional para doen-
cas tais como a CF serdo discutidas no Cap. 20. No momento,a
CF atende a maioria dos critérios para um programa de triagem
neonatal, exceto pelo fato de ainda ndo estar claro se a triagem
metlhora significativamente o progndstico a longo prazo. Em geral
€ aceito que a triagem universal ndo deve ser considerada até que

Outro Alelo/Outro Alelo ‘

AF508/AF508 AF508/Outro Alelo
Numero de pacientes 151 117 25
% de todos os pacientes 52% 40% 8%
9% com PI 99% T2% 36%
% com PS 1% 28% 64%
Idade do diagnéstico (= DP) 1,8 = 3,3 anos 4,4 + 5,9 anos 8,4 = 8,3 anos

PI = insuficiéncia pancredtica; PS = suficiéncia pancredtica.

Adaptado de Kerem E., Corey M., Kerem B-S., et al. (1990) The relationship between genotype and phenotype in cystic fibrosis: Analysis of the most commor

mutation (AF508). N Engl J Med 323:1517-1522.
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pelo menos 95% das mutagdes possam ser detectadas nos porta-
dores. O fato de que muitas mutagdes raras constituem mais de
5% das mutacoes na maioria das populagdes é um sério obstacu-
lo a triagem.

Anélise Genética de Familias de Pacientes e Diagnés-
tico Pré-natal. A alta freqiiéncia do alelo AF508 é iitil quando
os pacientes CF sem uma histéria familiar se apresentam para
um diagnéstico de DNA. A identificacéo do alelo AF508, em
combinacdo com a andlise de haplétipos, pode ser usada para
prever a situagdo dos membros familiares para (1) a confirma-
¢do da condi¢d@o da doenga (p. ex., em um neonato ou um irmao
com apresentagdo ambigua), (2) a detec¢do de portador e (3) o
diagndstico pré-natal. Tendo em vista o grande conhecimento das
mutagdes CF em muitas populacdes, a detec¢ao direta da muta-
¢d0 € 0o método de escolha para a andlise genética. Tipicamente,
atriagem € feita para 10 a 30 das muta¢des mais comuns encon-
tradas na regido geografica de origem da familia em questdo. Em
principio, € possivel um diagndstico preciso em absolutamente
todas as familias.

Para fetos com um risco de 1 em 4, o diagndstico pré-natal
por andlise de DNA entre 8 e 10 semanas, com tecido obtido
de bidpsia de vilosidades coridnicas, é o método de escolha (ver
Cap. 18). Os métodos bioquimicos de diagnéstico pré-natal
baseados na dosagem de enzimas intestinais (p. ex., fosfatase
alcalina) no liquido amnidtico também sdo razoavelmente pre-
¢isos, com uma taxa de falso positivo de 2% a 5% e taxa de
falso negativo de 2% a 10%. Este método agora é usado ape-
nas quando o caso indice néo estd disponivel ou quando o tem-
popara fazer os estudos mutacionais ou de liga¢do genética na
familia ¢ insuficiente.

Genética Molecular e o Tratamento da Fibrose Cisti-
ca. No momento, o tratamento da CF é dirigido para o controle
dainfec¢do pulmonar e a melhoria nutricional. Um maior conhe-
cimento da patogenia molecular pode possibilitar o planejamen-
to de intervengdes farmacoldgicas que iriam corrigir diretamen-
feo fendtipo bioquimico anormal. Alternativamente, a terapia de
transferéncia génica pode ser possivel na CF, mas existem mui-
tas dificuldades, como serd discutido no Cap. 13.

DISTURBIOS DE PROTEINAS ESTRUTURAIS

Distrofias Musculares Duchenne e Becker:
Defeitos na Distrofina

Como a CF, a DMD tem recebido muita atengfio tanto da comu-
nidade em geral quanto da comunidade médica porque é um dis-
tirbio grave, até o momento sem tratamento e relativamente
comum, associado a uma deterioracéo clinica progressiva. O
isolamento do gene afetado neste distdrbio ligado ao X e a ca-
racterizagdo de sua proteina (chamada de “distrofina” devido a
suaassociagdo a DMD) tém dado informacdes sobre cada aspecto
dadoenga, informagéo genética melhorada as familias afetadas
g sugestoes de tratamento.

0 Fenétipo Clinico da Distrofia Muscular Duchenne.
0s meninos afetados sdo normais no primeiro ou nos dois pri-
meiros anos de vida, mas desenvolvem uma fraqueza muscu-
larno periodo de 3 a 5 anos (Fig. 12.14), quando come¢am a
ter dificuldade para subir escadas e se levantar de uma posi-
(o sentada. A crianga fica confinada a uma cadeira de rodas
por volta dos 12 anos e sua sobrevida além dos 20 anos € im-
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Fig. 12.14 Pseudo-hipertrofia das panturrilhas decorrente de subs-
titui¢do de tecido muscular normal por tecido conjuntivo e gordu-
ra em um menino de 8 anos com distrofia muscular Duchenne.
(Cortesia de R. H. A. Haslam, The Hospital for Sick Children, To-
ronto.)

provavel. Os pacientes morrem de insuficiéncia respiratéria
ou de insuficiéncia cardfaca, uma vez que o misculo cardia-
co também estd afetado. Nos estdgios pré-clinico e inicial da
doenca, o nivel de creatina cinase sérica estd muito elevado
(de 50 a 100 vezes o limite superior do normal) em funcéo de
sua liberagdo pelo musculo afetado. O cérebro também € afe-
tado e em média hd uma pequena diminuig¢éo de QI de cerca
de 20 pontos.

Distrofia Muscular Becker. A BMD também se deve a
mutagdes no gene de distrofina, mas os alelos Becker produzem
um fendtipo que é muito mais brando. Diz-se que os pacientes
t€m BMD se eles ainda estiverem andando aos 16 anos de idade.
Ha uma variabilidade significativa na progressdo da doenga, e
alguns pacientes continuam andando por muitos anos. Em ge-
ral, os pacientes com BMD tém alelos mutados que conservam
a matriz de leitura da proteina e assim expressam alguma distro-
fina, embora em geral um produto alterado em niveis reduzidos.
A presenca da distrofina no misculo dos pacientes BMD em geral
€ demonstrdvel nas transferéncias Western (ver Fig. 4.14) e por
imunofluorescéncia (Fig. 12.15). Em contraste, os pacientes com
DMD tém pouca ou nenhuma distrofina detectdvel usando am-
bas as técnicas.
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Fig. 12.15 Visualizagdo microscépica do efeito das muta¢des no gene de distrofina em um paciente com distrofia muscular Becker (BMD)
€ um paciente com distrofia muscular Duchenne (DMD). Coluna da esquerda = coloracdo do musculo com hematoxilina e eosina. Co-
luna da direita = microscopia de imunofluorescéncia com coloracio de um anticorpo especifico para distrofina. Notar a localizacdo da
distrofina na membrana do miécito no musculo normal, a quantidade reduzida no misculo com distrofina BMD e a auséncia total de’
distrofina nos midcitos do misculo com DMD. A quantidade de tecido conjuntivo entre os midcitos no musculo DMD esté aumentada.
(Cortesia de K. Arahata, National Institute of Neuroscience, Tokyo.)

A GENETICA DA DISTROFIA MUSCULAR DUCHENNE E DA
DISTROFIA MUSCULAR BECKER

Heranca. A DMD tem uma incidéncia de cerca de 1 em 3.300
nativivos masculinos, com uma taxa de mutagfo calculada em
107, uma ordem de grandeza maior que a taxa observada em
genes envolvidos na maioria das outras doengas genéticas. Na
verdade, considerando-se uma produgdo de cerca de 8 X 107
espermatozoides por dia, um homem normal produz um esper-
matozdide com uma nova mutag¢do no gene DMD acada 10a 11
segundos! No Cap. 5, a DMD foi apresentada como um tipico
recessivo ligado ao X que € letal nos homens, de modo que se
prevé que um ter¢o dos casos seja de mutantes novos e dois ter-
¢os dos pacientes tenham maes portadoras (ver também Cap. 19).
A grande maioria das mulheres portadoras nfio tem manifesta-
¢des clinicas, embora 70% tenham niveis levemente elevados de
creatina cinase sérica. De acordo com a inativacio aleatéria do
cromossomo X (ver Cap. 5), entretanto, o cromossomo X nor-
mal parece ser inativado em uma proporgio critica das células
em algumas mulheres heterozigotas. Cerca de 8% das mulheres
portadoras adultas tém fraqueza muscular significativa e, em
alguns casos, grave incapacidade muscular proximal. Em raros
casos, mulheres foram relatadas com DMD (Quadro 12.8). Al-
gumas tém translocacdes X; autossomo (ver Cap. 10), outras tém

apenas um cromossomo X (sindrome de Turner) com uma mu-
tagdo DMD neste cromossomo e um grupo raro consiste em gé-
meas monozigoticas heterozigotas.

A BMD corresponde a cerca de 15% das mutacgdes no locus.
Uma importante distingao genética entre estes fendtipos alélicos
¢ que enquanto a DMD € um letal genético, a adaptabilidade
reprodutiva dos homens com BMD é bem alta (até cerca de 70%
do normal), de modo que podem transmitir o gene para suas fi-
lhas. Conseqiientemente, uma alta propor¢io de casos de BMD
€ herdada, e alguns (apenas cerca de 10%) representam muta-
¢des novas.

O Gene DMD e Seu Produto. A caracteristica mais marcante
do gene DMD € seu tamanho, avaliado como sendo de 2.300 kb,
ou 1,5% do cromossomo X. Este gene enorme, como o gene para
aneurofibromatose tipo 1 (NF1) e alguns outros, é 0 maior conhe-
cido em qualquer espécie, em ordem de magnitude. A alta taxade
mutagdo pode, portanto, ser explicada em parte pelo fato de queo
locus € um alvo grande para mutagfo. O gene DMD & estrutural-
mente complexo, com 79 éxons, 7 promotores histoespecificose
recomposi¢do diferencial, originando isoformas histoespecificas
reguladas no desenvolvimento. No musculo, o sitio primdrio de
patologia, o grande transcrito de distrofina (14 kb), codifica uma




' QUADRO 12-8

Mecanismos de Mutacé&o na Distrofia Muscular
Duchenne ou Becker

Defeito Molecular

ou Genético Freqiiéncia Fenétipo

Em homens afetados:
Delegéo génica (1 éxon ~60% DMD ou BMD

atodo o gene)
MutacGes de ponto ~34% DMD ou BMD
Duplicacio parcial ~6% DMD ou BMD

do gene
Delecdo de genes Rara DMD mais outros

contiguos fenétipos, dependendo

de outros genes

; deletados
Em mulheres afetadas:

Inativagdo ndo-aleatéria do X Rara DMD
Sindrome de Turner (45, X)  Rara DMD
Translocacéo X;autossomo Rara DMD

BMD = distrofia muscular Becker; DMD = distrofia muscular Duchenne.

enorme proteina com 427 kD (Fig. 12.16). Em concordancia com
0 fendtipo clinico da doenga, esta proteina é mais abundante nos
misculos esqueléticos, cardfaco e no cérebro, embora a maioria
dos tecidos expresse pelo menos uma isoforma de distrofina.

Delegéo de 46% na regido de repeticao
de espectrina — BMD branda w
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A distrofina muscular tem varios dominios homélogos a
outras proteinas do citoesqueleto (Fig. 12.16 e Fig. 12.17). A
distrofina parece ser uma protefna estrutural, com pelo me-
nos dois papéis principais. Primeiro, é essencial para a ma-
nuten¢do da integridade da mebrana muscular, ligando a ac-
tina do citoesqueleto & matriz extracelular. Segundo, ela pa-
rece ser necessdria para a montagem da jungao sindptica, pois
os membros do complexo transmembranar participam do aglo-
merado do receptor de acetilcolina durante o desenvolvimen-
to. Como indicado na Fig. 12.17, as muta¢des em outras pro-
teinas no complexo de glicoproteina da distrofina sio respon-
sdveis pelas formas autossdmicas recessivas de distrofia mus-
cular similares & Duchenne, distrofia muscular da cintura dos
membros e outras distrofias.

Analise Molecular da Distrofia Muscular Duchenne e
da Distrofia Muscular Becker. Os defeitos moleculares mais
comuns nos pacientes com DMD s#o as delegdes (60% dos ale-
los) (ver Quadro 12.8, Fig. 12.16 ¢ Fig. 12.18). A distribuicio
das delegdes no gene nio € aleatéria. Elas estio aglomeradas em
uma ou duas regides dentro do gene, na metade 5’ ou na regido
central que parece incluir um ponto quente de delecdo (ver Fig.
12.16). As delec¢des centrais supostamente resultam de um de-
salinhamento de pareamento descrito na Fig. 11.8. As mutacdes
de ponto contribuem com cerca de um terco dos alelos e estio
distribuidas aleatoriamente pelo gene.

Delecdes representativas
causadoras de
BMD ou fendtipos
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fig. 12.16 Uma representacgdo do tamanho total da protefna distrofina, o cDNA correspondente e a distribuicdo das delecdes represen-
vas em pacientes com distrofia muscular Becker (BMD) e distrofia muscular Duchenne (DMD). O dominio de ligacdo da actina liga a
teina ao citoesqueleto filamentar de actina. O domfnio em bastdo supostamente atua como um espacador entre os domfinios N-
inal e C-terminal. O domfnio rico em cistefna medeia as interages proteina-proteina. O dominio C-terminal, que se associa a um

, também é encontrado em trés proteinas relacionadas & distrofina
Ps): utrofina (DRP-1), DRP-2 e distrobrevina. Os domfnios proteicos ndo estdo desenhados em escala.
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-2 laminina
(CMD; 6g22-g23)

Extracelular

(LGMD-2D)
(17q12-g21)

(LGMD-2F)
(5q33)

Intracelular

Ligacao
de actina

Distrofina
(DMD; Xp21)

Fig. 12.17 No misculo, a distrofina liga a matriz extracelular (laminina) ao citoesqueleto de actina. A distrofina interage com um com-
plexo multimérico composto de distroglicana (DAG), sarcoglicanas, sintrofinas e distrobrevina. O complexo «,B-distroglicana é um re-
ceptor da laminina e agrina na matriz extracelular. A fun¢do do complexo sarcoglicana é incerta, mas € integral a fun¢do muscular: mu-
tagdes em sarcoglicanas foram identificadas nas distrofias musculares das cinturas dos membros (LGMD) tipo 2C, 2D, 2E e 2F. Mutagdes
na laminina tipo 2 (merosina) causam uma distrofia muscular congénita (CMD).
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Fig. 12.18 O diagnédstico da distrofia muscular Duchenne envolve a triagem de delecdes e duplicagdes usando um procedimento cha-
mado de rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) multiplex. Usando conjuntos de primer (pares de setas) que ampliam vérias regides do gene
(a-i) em uma UGnica reac¢do, o DNA do paciente é analisado quanto as bandas aberrantes ou ausentes por eletroforese em gel. A coluna
2 mostra os nove produtos de PCR de uma pessoa normal (N), indicando a presencga dos éxons correspondentes. O paciente 1 (colunaPl)
ndo tem as bandas e e f, 0 que identifica uma dele¢do que inclui os éxons 45-48. O paciente 2 (P2) ndo tem as bandas f e h, o que indica
uma delecdo que envolve os éxons 48-51. O paciente 3 (P3) ndo tem a banda d e, portanto, tem uma delecdo que envolve o éxon 44
(Cortesia de P. N. Ray, The Hospital for Sick Children, Toronto.)




APLICACOES CLINICAS DA GENETICA
MOLECULAR A DISTROFIA MUSCULAR

Diagnéstico Pré-natal e Deteccéo de Portadoras. Com
as técnicas moleculares, o diagndstico pré-natal preciso estd dis-
ponivel para pacientes com dele¢des, duplicagdes e mutagdes de
ponto conhecidas no gene DMD. Em 60% a 70% das familias
nas quais a mutacdo resulta de uma delecio ou duplicacéo, a
presenca ou auséncia do defeito podem ser avaliadas pelo exa-
me do DNA fetal por transferéncia de Southern ou, mais comu-
mente, pela andlise multiplex de cadeia da polimerase (ver Fig.
12.18). Na maioria das outras familias nas quais o defeito mole-
cular ainda néo foi definido, os marcadores ligados permitem o
diagndstico pré-natal com uma precisio de cerca de 95%. A iden-
tificacdo da condi¢do de portadora ou néo-portadora € possivel
em cerca de 75% das genitoras de um menino afetado usando-se
métodos de DNA e testando-se a elevacio de creatina cinase
sérica.

Mosaicismo Materno. Se um menino com DMD ¢é o pri-
meiro membro afetado de sua familia e sua mie nfo leva a mu-
tagdo em seus linfdcitos, a explica¢do usual € que ele tem uma
muta¢do nova no locus DMD. Entretanto, cerca de 5% a 15% de
tais casos parecem ser decorrentes de mosaicismo na linhagem
germinativa materna e, neste caso, o risco de recorréncia é sig-
nificativo (ver Cap. 5).

Terapia. No momento, apenas o tratamento sintomdtico esté
disponivel para a DMD. As possibilidades de terapia racional para
aDMD aumentaram muito com o isolamento do gene de distro-
fina e a compreensao de seu papel normal no midcito. Algumas
das consideragdes terapéuticas serdo discutidas no Cap. 13.

Mutagcdes em Genes de Colageno: Osteogénese

' Imperfeita e Sindrome de Ehlers-Danlos

OSTEOGENESE IMPERFEITA: DEFEITOS NOS
GENES ESTRUTURAIS DE COLAGENO

A osteogénese imperfeita (OI) é um grupo de distirbios herda-
dos do coldgeno tipo I que predispde um paciente a fratura facil
dos 0ssos, mesmo com pequenos traumas, ¢ a deformidade es-
quelética (Fig. 12.19). Uma grande gama de variacOes clinicas
jd foi reconhecida, desde a forma letal perinatal até apenas um
leve aumento na freqiiéncia de fraturas. Os quatro principais fe-
nétipos sdo mostrados no Quadro 12.9. A heterogeneidade cli-
nica pode ser explicada, pelo menos em parte, pela heterogenei-
dade alélica: os fendtipos variam de acordo com que cadeia do
pré-coldgeno tipo I estd afetada e de acordo com o tipo e a loca-
lizacdo da mutac@o no locus. A incidéncia combinada de todas
as formas da doenca é de cerca de 1 em 10.000.

Estrutura Normal do Colageno em Relacio a Osteogé-
nese Imperfeita. Algumas caracteristicas do coldgeno tipo I
normal sdo essenciais na avaliagdo da patogenia da doenga. O
coldgeno tipo I € a principal proteina estrutural do osso e de ou-
tros tecidos fibrosos. A molécula de pré-coldgeno tipo I é for-
mada por duas cadeias préal(I) (codificadas no cromossomo 17)
e uma cadeia similar, mas distinta, de préa2(I) (codificada no
cromossomo 7) (Fig. 12.20).

As proteinas compostas de subunidades, como o coldgeno, em
geral sdo sujeitas a mutagdes que evitam a associacdo de subu-
nidades alterando as interfaces de subunidades (ver Quadro 11.1).

A BASE MOLECULAR E BIOQUIMICA DAS DOENCAS GENETICAS ! 201

Fig. 12.19 Radiografia de um prematuro (26 semanas de gestacéo)
com a forma letal perinatal (tipo 1) de osteogénese imperfeita. O
cranio é relativamente grande e ndo-mineralizado e era mole &
palpacgdo. A cavidade tordcica é pequena, os 0ssos longos dos bra-
¢os e das pernas sdo curtos e deformados, e os corpos vertebrais
sdo achatados. Todos os 0ssos sdo desmineralizados. (Cortesia de
T. Costa, The Hospital for Sick Children, Toronto.)

A secdo de hélice tripla (coldgeno) € composta de 338 repeti¢oes
Gli-X-Y dispostas em tandem. A prolina em geral estd na posi-
¢80 X e a hidroxiprolina ou hidroxilisina em geral estd na posi-
¢do Y. A glicina, o menor aminodcido, é o tinico compacto o
suficiente para ocupar a posi¢do axial da hélice e, conseqiiente-
mente, as mutagdes que resultam em substituigdes por outros
aminodcidos perturbam muito a estrutura helicoidal.

Vdrias caracteristicas da maturagdo do pré-coldgeno sdo de
significado especial para a fisiopatologia da OI. Primeiro, a
montagem das cadeias individuais na hélice tripla comega na
ponta C e move-se para a ponta N. Conseqiientemente, as muta-
¢des na parte C terminal da molécula sdo mais perturbadoras
porque interferem mais cedo na propagagio da hélice tripla (Fig.
12.21). Segundo, a modificag¢@o pds-traducional (p. ex., hidro-
xilagdo, glicosilagdo de prolina) do pré-coldgeno continua em
qualquer parte da cadeia ndo-montada na hélice tripla. Assim,
quando a montagem da hélice tripla € diminuida por uma muta-
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QUADRO 12-9

Um Resumo das Caracteristicas Genéticas, Bioquimicas e Moleculares dos Tipos de Osteogénese Imperfeita

A BASE MOLECULAR E BIOQUIMICA DAS DOENCAS GENETICAS

Tipo Fenétipo Heranca Defeito Bioquimico Defeito Genético
Produciio defeituosa de coldgeno tipo I*
Tipo I Branda: esclerdticas azuis, 0ssos AD Comum: Todo o coldgeno feito Comum: Alelos nulos que
frageis, mas sem deformidade Gssea; & normal (pelo alelo normal), prejudicam a produgdo de
em geral surdez pré-senil mas a quantidade é reduzida a cadeias pré al(I), tais como
metade. Raramente, defeitos que interferem na
substitui¢des de gli sintese de mRNA
(ver Fig. 12.21)
Defeitos estruturais no colageno tipo I
Tipo II Letal perinatal: graves anomalias AD Comum: Produg@o de moléculas ~ Comum: Mutagdes esqueléticas
(fraturas, deformidades), (mutag@o anormais de coldgeno em de sentido trocado nos cédons
escleréticas escuras, morte dentro nova) funcdo da substitui¢do de gliem  de glicina dos genes para as
de 1 més Gli-X-Y do dominio da hélice cadeias al e a2
tripla, com alguma tendéncia .
para a parte COOH-terminal Fig
da protefna (ver Fig. 12.22) lar.
Tipo III Deformidade progressiva: fraturas, AD' Moléculas anormais de coldgeno:  Mutagdes de sentido trocado nos end
em geral ao nascimento, deformidade substitui¢cdes gli de muitos tipos cédons de glicina dos genes para (Re
dssea progressiva, crescimento na hélice tripla. Situado ao as cadeias al ou a2 led
limitado, esclerdticas azuis, longo da proteina
dentinogénese imperfeita, perda (ver Fig. 12.22)
auditiva
Tipo IV Escleréticas normais, deformidade: AD Moléculas anormais de coldgeno:  Mutagdes de sentido trocado nos AC
deformidade 6ssea de branda a substitui¢des gli de muitos tipos  cddons de glicina dos genes para i
moderada, baixa estatura, fraturas, na hélice tripla. Situado ao as cadeias al e a2 At
perda auditiva, dentinogénese longo da proteina nar
imperfeita (ver Fig. 12.22) can
mu
f“Alguns pacientes com a doenga tipo 1 tém substitui¢des da glicina em uma das cadeias de coldgeno tipo 1 (ver Fig. 12.22). carn
"Casos raros sdo autossdmicos recessivos.
Modificado de Byers P. H. (1989) Disorders of collagen biosynthesis and structure. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle D. (eds) The Metabolic Bases est
of Inherited Disease, 6. ed. McGraw-Hill, New York, pp. 2.805-2.842; e Byers P. H. (1990) Brittle bones-fragile molecules: Disorders of collagen structure and mu
expression. Trends Genet 6:293-300. pos
T de
¢éo, os trechos ndo-montados das cadeias que sido aminotermi-  (I) que estd afetada. Cédons finalizadores prematuros, pequenos | de
nais ao defeito sdo muito modificados, o que diminui sua secre-  trechos de insercéio ou delecdo (em geral de 1 ou 2 pares de ba- que
¢80 no espago extracelular. Uma grande modificacdo também ses) ou mutacdes de sitio de corte constituem a maioria das mu- VEs
pode interferir na formacéo das fibrilas de coldgeno. Como re- tacOes. As mutagdes sem sentido originam esta forma branda de: (en
sultado de todas estas anomalias, ndo s6 o nimero de fibrilas ¢ ~OI quando a mudanga de aminodacido estd situada no terminal N, est
reduzido, como muitas das que sfo secretadas sdo defeituosas. porque as substitui¢des neste local tendem a perturbar menos a ~ pat
No o0ss0, as cadeias anormais e seu nimero reduzido levam a mi- montagem do coldgeno (ver Fig. 12.22). ’ - cac
neralizacdo diminuida (ver Fig. 12.19). ‘ s
Tipos II, III e IV: Colagenos Estruturalmente Defei- e~d
Anomalias Moleculares do Colégeno na tuo~sos. Os fendtipos tipqs II,IIe IY de pI resultam de mu- 08
Osteogénese Imperfeita tagOes que produzem cadeias anormais préoal (ver Egs, 12.21 ma
e 12.22) (as mutagdes na cadeia préa2 tém um efeito compa- pqu
Mais de 200 mutacoes diferentes que afetam a sintese ou a es- rdvel). A grande maioria destes pacientes tem substituigdes: En
trutura do coldgeno tipo I jd foram encontradas em pacientes com  na hélice tripla que substituem uma glicina por um aminoéci- an
OL. A heterogeneidade clinica desta doenga reflete uma hetero-  do mais volumoso. O gene afetado, a localiza¢do da substi- cia
geneidade ainda maior em nivel molecular (ver Quadro 12.9). tuicdo e o aminodcido substituto sdo todos determinantes fe- ter
As mutacdes enquadram-se em duas classes gerais. Se a muta- notipicos importantes, mas algumas generaliza¢des sobre 0 ur
¢do diminui a produgdo do coldgeno tipo I, o fendtipo relativa-  fenétipo provavelmente associado a uma substitui¢do espe-
mente brando da Ol tipo I é a conseqiiéncia. Se a mutagdo altera  cifica entretanto sdo possiveis. Assim, as substituicdes na m
a estrutura da molécula, os fendtipos resultantes sdo os tipos I,  cadeia préal sdo mais prevalentes e em geral mais letais na In
Il e IV de OI. Assim, de algum modo, hoje € possivel prever o  populag@o de pacientes com OI tipos II, III ou IV. Em qual- me
fendtipo que ird resultar de um tipo especifico de defeito mole- quer cadeia, a substitui¢fo de glicina (um aminoécido neutro): tan
cular (Fig. 12.22). por aspartato (que é dcido) geralmente € muito perturbadora - gre
e associada com mais freqiiéncia a um fenétipo grave (tipo
Tipo I: Producéo Diminuida de Colageno Tipo I. A gran-  II) (ver Fig. 12.22). As vezes, uma substitui¢do especifica estd de
de maioria de pacientes com OI tipo I tem mutagdes que preju-  associada a mais de um fenétipo, um resultado que provavel- te)

dicam gravemente a produgdo do coldgeno tipo I, representado
como alelo préal° na Fig. 12.21. Tipicamente, € a cadeia préoal

mente reflete a influéncia de poderosos genes modificadores
deste distirbio monogénico.
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AGenética da Osteogénese Imperfeita

maioria das muta¢des que causam a doenga é de acdo domi-
nante, mas algumas sdo recessivas. Pelo menos alguns dos me-
canismos pelos quais diferentes padroes de heranga surgem de
mutagOes diferentes em uma tinica molécula foram revelados pela
caracterizacéo dos defeitos bioquimicos. De modo mais geral,
esta doenca ilustra as complexidades genéticas que resultam de
‘mutages que alteram proteinas estruturais, em particular as com-
postas por vérias subunidades diferentes.

- Ofenétipo relativamente brando e a heranga dominante do tipo
[de OI sdo compativeis com o fato de que embora apenas meta-
de do nimero normal de moléculas seja produzido, elas sdo de
qualidade normal (ver Fig. 12.21). As conseqiiéncias mais gra-
ves da produgdo de cadeias préal estruturalmente defeituosas
(em comparac@o a ndo-producdo de cadeias) reflete em parte a
estequiometria do coldgeno tipo I, que € de duas cadeias proal
parauma cadeia proa2 (ver Fig. 12.21). Em concordancia, se uma
cadeia préarl é anormal, trés das quatro moléculas tipo I t€m pelo
menos uma cadeia anormal. Em contraste, se uma cadeia préa2
¢ defeituosa, apenas uma das duas moléculas € afetada. Muta-
gdes tais como o alelo de sentido trocado de préal (préal™)
mostradas na Fig. 12.21 sdo alelos negativos dominantes por-
que impedem a contribuicdo dos alelos normais proal e proa2.
Em outras palavras, o efeito do alelo mutante é ampliado devido
anatureza polimérica da molécula de colageno. Em conseqiién-
cia, nas doencas de heranca dominante tais como a OI, € melhor
ter uma mutac@o que ndo gere nenhum produto génico do que
uma que gere um produto génico anormal.

Embora as mutagdes que produzam cadeias proa2 estrutural-
mente anormais reduzam o niimero de moléculas de coldgeno tipo
Inormal pela metade (versus trés quartos nas cadeias estrutural-
mente anormais de proal; ver Fig. 12.21), esta redugéo, entre-
tanto, € suficiente, no caso de algumas mutagdes, para causar o
grave fendtipo letal pré-natal (ver Quadro 12.9).

A maioria das criangas com a forma letal perinatal tipo II
de OI tem uma nova mutagdo dominante e, conseqiientemen-
te, a probabilidade de recorréncia na familia é muito baixa.
Em familias ocasionais, entretanto, mais de um irméo € afe-
tado com a doenca tipo II. Tais recorréncias parecem ser in-
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i: Pré-colageno tipo | ;I
Sitio de Sitio de
clivagem de Mineralizagdo (no 0sso) clivagem de
protease protease
Fibrilas de colageno
i‘ Colageno tipo | }}
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Fig. 12.20 A estrutura do pré-colageno tipo I. Cada cadeia de coldgeno é feita de uma tripla hélice que € secretada no espago extracelu-
lar. Os domfinios amino- e carboxi-terminal sdo clivados extracelularmente para formar coldgeno; as fibrilas de coldgeno maduro séo
entdo montadas e, no osso, mineralizadas. Notar que o pré-colédgeno tipo | é composto de duas cadeias préal (1) e uma cadeia préa2(1).
edesenhado de Byers P. H. [1989] Disorders of collagen biosynthesis and structure. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle D.
leds] The Metabolic Bases of Inherited Disease, 6.2 ed. McGraw-Hill, New York, pp. 2.805-2.842.)

variavelmente decorrentes de mosaicismo germinativo paren-
tal (ver heredograma na Fig. 5.28). Néo foi apresentada uma
forte documentacéo de formas autossdmicas recessivas do tipo
II de OI, mas alguns exemplos de OI tipo III recessiva foram
reconhecidos.

Tratamento Clinico e Diagnéstico Pré-natal. O conhe-
cimento de OI que estd surgindo tem aplicagdes lteis para o
progndstico. Se o defeito molecular de um paciente pode ser
determinado, em geral € possivel prever, até certo ponto, a his-
téria natural da doenga. Além disso, demonstrar que um de-
feito é herdado de um genitor afetado (autossémico dominan-
te), de um genitor nio-afetado (com mosaicismo germinati-
vo), de dois genitores ndo-afetados mas heterozigotos (autos-
sdmico recessivo) ou como uma muta¢do nova permite que
os riscos de recorréncia sejam calculados. O diagnéstico pré-
natal na OI tipo 11, a forma letal perinatal, pode ser feito pelo
exame do tamanho do crinio e dos membros por ultra-sono-
grafia no segundo trimestre. Entretanto, para a maioria das
gestacdes em risco, o diagndstico pré-natal requer a andlise
do coldgeno sintetizado por células cultivadas de amostras de
vilosidades coridnicas ou andlise direta de uma mutagdo (ou
andlise de sitios de restri¢do polimérficos) previamente iden-
tificados na familia.

Embora o tratamento da Ol seja restrito a medidas cirdrgicas
e médicas em geral, esta situa¢do € desafiadora, em funcdo da
descoberta dos efeitos benéficos dos bisfosfonatos, uma classe
de drogas que atua diminuindo a reabsor¢do dssea. Estes com-
postos demonstraram aumentar tanto a densidade dssea quanto
o contetido mineral dos pacientes com OI grave. O aspecto mais
critico, ou seja, se os bisfosfonatos reduzem a freqiiéncia e a
gravidade das fraturas na Ol, estd em estudo.

SINDROME DE EHLERS-DANLOS TipO VI:
MODIFICACAO POS-TRADUCIONAL DEFEITUOSA DO COLAGENO

Em alguns casos, a modifica¢io pés-traducional pode ser uma
caracteristica permanente essencial de uma estrutura ou fun-
¢do da proteina (ver Quadro 11.1). Os defeitos nas modifica-
¢oOes pos-traducionais podem causar doenca. Um distiirbio que
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Tipos disponiveis de Cadeias reunidas Conseqliéncias de mutagao
cadeias isoladas

Efeito estequiométrico de préaie:

Proot Il B of -1
Alelo nulo proc1° —_ s ol > Colégeno tipo | normal
Prog2 CFH—1 o2 [ ]
1 . i
Proo2 5 do nimero de Y2 da quantidade normal
moléculas normais ¢

nimero reduzido de fibrilas tipo |

Ol Tipo |

Efeito estequiométrico de préa1™

of l———
of {11 > Colageno tipo | normal
o2 H+——1"]
Proo 1V El— oM -‘“ﬂu_u_- - ) )
Proo! E— of EEL L mm M Colageno tipo | anormal
C—1
ﬁ{ggg ] o2 WD | Taxa de formagéo de hélice tripla
of MG, gy 1 Modificagéo pés-traducional de
oM - M terminal NH, para mutagéo

w2 T
(X1M-“44LJ_L_A_-

(X1M-MUJ_I_I_I_- MM

Fibrilas de coldgeno defectivas
w2 e |

Proporcao de moléculas
normais/mutantes = 1:3

| Secregéo e 1 de degradagéo

Pouca mineralizagdo (no 0sso)

Tipo I, I, Il ou IV de Ol
(fendtipo depende da substituicéo)

Efeito estequiométrico de préa2":

ol —————.
o == |
Proal H—l o2 (]
Prool H—
Proc2 [CFH—1

Proo2M E— ol -“Hlu_u_-

ol B M
o2M [l & 1o S e be el ! ¥
Anomalias bioquimicas similares as acima,

Proporcéo de moléculas : mas que podem ser menos graves
normais/mutantes = 1:1

Colageno tipo | normal

\ 4

Y

Colageno tipo | anormal

Tipo Il, lll ou IV de Ol
(fendtipo depende da substituicéo)

Fig. 12.21 A patogenia das principais classes de mutantes de pré-coldgeno tipo I. Coluna 1: os tipos de cadeias de pré-coldgeno d
niveis para montagem da tripla hélice. Coluna 2: o efeito da estequiometria do pré-coldgeno tipo I na proporcio de moléculas norir
para anormais formadas em mutantes com cadeia préal versus mutacdes préa?. As pequenas barras verticais em cada cadeia de p
colageno indicam modificagdes pés-traducionais (ver texto). Coluna 3: o efeito de mutacdes no processamento bioquimico do co
no. PréaI™ = uma cadeia préal com uma mutagdo de sentido trocado; préa2™ = uma cadeia préa2 com uma mutacio de sentidotr
cado; préal® = um alelo nulo de cadeia préal. ;




resulta da deficiéncia de uma modificagao pés-traducional per-
manente do coldgeno é a sindrome de Ehler-Danlos tipo VI.
Esta sindrome € um grupo heterogéneo de doengas do tecido
conjuntivo caracterizadas por fragilidade da pele, hipermobi-
lidade das articulagdes e hiperextensibilidade da pele (Fig.
12.23). Em dois tipos, o defeito basico foi encontrado no gene
estrutural das cadeias de coldgeno I ou III, sendo estes os
coldgenos predominantes dos tecidos afetados. No distirbio
tipo VI, entretanto, a doenga resulta de uma modificagdo pds-
traducional defeituosa dos coldgenos I e I1I, causada por uma
deficiéncia da enzima lisil hidroxilase. A hidroxilagdo de al-
gumas lisinas do coldgeno é essencial para a formag@o de li-
gacdes cruzadas intermoleculares normais entre as molécu-
las de coldgeno, um processo que estabiliza a rede fibrilar de
coldgeno.

“DISTI:!RBIOS NEURODEGENERATIVOS

Doenca de Alzheimer

Até pouco tempo atrds, os mecanismos bioquimicos subjacen-
tes a quase todas as doencas neurodegenerativas eram total-
mente obscuros. Uma das mais comuns destas condi¢des, a
AD, afeta cerca de 1,4% das pessoas nos paises desenvolvi-
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dos e é responséavel por 100.000 mortes por ano apenas nos
EUA. A AD em geral se manifesta entre os 70 e os 90 anos,
mas as formas monogénicas normalmente se apresentam mais
cedo, as vezes tdo cedo quanto na terceira década de vida. O
quadro clinico é varidvel, mas inclui a deteriora¢do progres-
siva da memoria e das fungdes cognitivas superiores, tais
como o raciocinio, além de mudangas comportamentais. Es-
tas anomalias refletem a degenerac@o dos neurdnios em regi-
des especificas do cértex cerebral, particularmente o cortex
temporoparietal, e o hipocampo.

A Genética da Doenca de Alzheimer. Aos 85 anos de
idade, os parentes em primeiro grau dos pacientes com AD tém
um risco final de 38% de adquirir a doenga. Conseqiientemen-
te, parece que a maioria dos casos com agregag¢io familiar tem
uma contribui¢fo genética complexa. Esta contribui¢do vem de
um ou mais genes incompletamente penetrantes que atuam de
modo independente, da interagdo de miltiplos genes ou de al-
guma combinacdo de fatores genéticos e ambientais. Cerca de
10% dos pacientes tém uma forma monogénica da doenca, a
AD familiar (FAD), com heranca autossdmica dominante re-
lacionada 2 idade altamente penetrante. Na década de 1990, a
identificacdo de quatro genes AD (Quadro 12.10) esclareceu
nio sé a FAD, mas também, como comumente é 0 caso em
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Fig. 12.23 A pele hiperextensivel de um paciente com sindrome de Ehlers-Danlos. (Reproduzida de Byers P. H., Holbrook K. A. [1979].
Heritable disorders of connecive tissue. In Cohen A. S. [ed] The Science and Practice of Clinical Medicine, vol. 4: Rheumatology and

Immunology. Grune and Stratton, New York, p. 344.)

genética médica, a base bioquimica da forma mais comum, a
AD esporadica.

O Peptideo Beta-amiléide e os Depdsitos da Proteina
Tau Sao Centrais'a Patogenia da Doenca de Alzheimer.
As anomalias patolégicas mais importantes da AD s@o o depdsi-
to no cérebro de duas proteinas fibrilares, o peptideo S-amil6ide
(AP) e a proteina Tau. O peptideo A, que é gerado a partir da
proteina codificada em um dos genes FAD de suscetibilidade
(Quadro 12.10), € encontrado nas placas amildides ou senis no
espaco extracelular cerebral dos cérebros com AD. As placas
amiléides contém outras proteinas além do peptideo A3, nota-
damente a apolipoproteina E (ApoE), também codificada por um
gene AD de suscetibilidade (APOE) (Quadro 12.10). As formas
hiperfosforiladas da proteina Tau compreendem os emaranhados
neurofibrilares que, em contraste com as placas amildides, sdo
encontrados dentro dos neurénios na AD. Tau é uma proteina
associada a microtibulos expressa abundantemente nos neurd-
nios do cérebro. A proteina promove a montagem e a estabilida-
de dos microtibulos, fungdes que estdo diminuidas pela fosfori-
lagdo. Embora a formagdo dos emaranhados neurofibrilares de
Tau pareca ser uma das causas da degeneragdo neuronal na AD,
as mutacdes no gene TAU estdo associadas ndo a AD, mas a um
distirbio autossdmico dominante correlato, a deméncia fronto-
temporal.

A Proteina Precursora Amiléide Origina o Peptideo
Beta-amilbide. As principais caracteristicas da proteina pre-
cursora amil6ide (BAPP) e seu gene correspondente estio re-
sumidas no Quadro 12.10. A proteina, que tem um Udnico do-
minio transmembranar, estd sujeita a dois destinos catabdlicos
proteoliticos distintos. Em sua principal via catabdlica, um do-
minio de 40-42 aminoécidos de BAPP, chamado de peptideo
AB, é clivado por uma protease de superficie a-secretase (Fig.
12.24). Esta clivagem evita a formagdo de A3, porque digere a
proteina dentro do dominio que origina o peptideo (Fig. 12.24).
Uma segunda via, a secunddria, estd envolvida na clivagem de
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BAPP na N-terminal do dominio do peptideo AB (pela 8-
secretase) no terminal C do dominio do peptideo A que fica
dentro da regido transmembranar de BAPP (pela y-secretase).
Estes dois eventos de clivagem geram uma série de peptideos
AP, com 40 a 42 aminodcidos de tamanho (AB,q.4,), Via agio
conjunta de (B-secretase e y-secretase. O peptideo Af3,, é con-
siderado o mais neurotdéxico, porque é o mais fibrilogénico,
Virias das mutagdes no gene SAPP aumentam seletivamente
a producdo de Af,,, e a superproducdo do peptideo A3 parece
ser o evento patogénico central na doenga. Compativel com este
modelo € o fato de que os pacientes com sindrome de Down,
com trés cépias do gene BAPP (que estd no cromossomo 21);
desenvolvem a neuropatologia da AD aos 40 anos de idade.

Além disso, as mutagdes nos genes de AD presenilina 1 (PSI)!

e presenilina 2 (PS2) (ver Quadro 12.10) também levam a um
aumento de producgdo de AS,,.

Os Genes de Presenilina 1 e 2. Os genes PS1 e PS2 (ver
Quadro 12.10) foram identificados por estratégias de clona-
gem posicional em familias com FAD. A func¢do normal exa-
ta destas proteinas é desconhecida, mas a presenilina 1 é ne-
cessdria para a clivagem de y-secretase dos derivados SAPP.
De fato, algumas evidéncias sugerem que a presenilina 1 pode
ser a propria y-secretase. As mutacdes em PS/ associadas
AD provavelmente sdo de ganho de fun¢io, sendo o aumento
de produgio do peptideo Ap,, o efeito principal. A proteina
presenilina 2 € 60% idéntica em seqiiéncia a presenilina 1,0
que sugere que os dois polipeptideos t€m func¢des correlatas,
Uma diferenca importante entre as mutagdes PSI e PS2 € que
a idade de inicio com a dltima é muito mais variavel (PSI,de
35 a 60 anos; PS2, de 40 a 85 anos), e em uma familia um:
octagendrio assintomdtico portador da mutagao PS2 transmi-
tiu a doenca para sua prole. A base desta variagdo € desco-
nhecida, mas foi demonstrado que o tnico gene modificador
conhecido do fenétipo AD, o gene da apolipoproteina E
(APOE) (ver Quadro 12.10 e discussdo posterior), ndo é0
responsavel.
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0 Gene APOE E um Locus de Suscetibilidade a Do-
enca de Alzheimer. O papel do gene APOE como um locus
importante de suscetibilidade na AD foi sugerido por quatro
linhas independentes de evidéncia: andlises de ligacdo em fa-
milias com manifestacfo tardia e agregacdo de AD, aumento
de associagdo do alelo &4 em pacientes AD comparados com
os controles, a descoberta de que a proteina ApoE é um com-
ponente das placas amiléides de AD e o achado de que ApoE
liga-se ao peptideo AB. A proeina ApoE tem trés formas aléli-
cas comuns (Quadro 12.11). O alelo &4 tem freqiiéncia aumen-
tada nos pacientes com AD e estd associado a um inicio preco-
cede AD. Além disso, a correlacgio entre o alelo &4 e a doenga
¢ dose-dependente: duas cépias de &4 estdo associadas a um
infcio mais precoce (média de inicio antes dos 70 anos) que uma
copia (média de inicio apds os 70 anos) (ver Fig. 15.6). Em
contraste, o alelo £2 tem um efeito protetor e, correspondente-
mente, € mais comum na populagio em geral (Quadro 12.11).
0s mecanismos subjacentes a estes efeitos nio sdo conhecidos,
mas os polimorfismos de ApoE podem influenciar o acimulo
dos peptideos AB nos cérebros dos pacientes com AD. Por
exemplo, os camundongos sem ApoE tém uma acentuada re-
dugdo no depésito de peptideo A3 gerado por um alelo mutan-
te BAPP associado a FAD.

Disttirbios de Repeticdo de Trincas:
Muta¢des Dinamicas Instaveis

Em todos os tipos de heranca jd apresentados (ver Cap. 5), a
mutag¢@o responsdvel € estdvel de geracdo para geragéo. Isto
¢, todos os membros afetados de uma familia compartilham
uma mutagdo idéntica herdada. Em contraste, toda uma clas-
se nova de doencas genéticas foi reconhecida, as doencas
decorrentes de mutagdes dindmicas instdveis em um gene,

Fig. 12.24 A topologia da protefna precursora amiléide (BAPP), sua clivagem n&o-amiloidogénica pela a-secretase e sua clivagem alter-
nativa por B-secretase e y-secretase hipotéticas para gerar o peptideo amiloidogénico B-amiléide (AB). (Reproduzido com permissio de
Martin J. B. [1999] Molecular basis of the neurodegenerative disorders. New Engl ] Med 340:1970-1980. Copyright © 1999 Massachusetts

das quais as mais comuns sdo os distiirbios de repeticio de
trincas. Por definicio, estas condigdes sdo caracterizadas pela
expansdo, dentro do gene afetado, de um segmento de DNA
que contém uma repeti¢do de trés nucleotideos (repeti¢des de
trinca) tais como CAGCAGCAG...CAG ou CCGCCGCCG...
CCG. A medida que o gene € passado de geragdo em gera-
¢do, o niimero de repeti¢des de trincas aumenta (sofre expan-
sd0), levando a anomalias na expressdo do gene e em seu fun-
cionamento.

O reconhecimento das doencgas de repeti¢des de trincas co-
megou em 1991, com relatos de expanséo de repeti¢do de trin-
cas instdveis tanto no locus da sindrome do X fragil quanto
no gene de receptor de andrégenos em pacientes com o raro
distirbio genético conhecido como doenga de Kennedy (ou
atrofia muscular espinobulbar). Logo depois, uma alteragio
genética similar foi encontrada subjacente a distrofia mioto-
nica e doeng¢a de Huntington, demonstrando, assim, a existén-
cia de um mecanismo mutacional inteiramente novo que, no-
tadamente, nunca tinha sido observado em qualquer outro
genoma.

Mais de uma dizia de doengas resultantes de expansdes de
repeti¢des de trincas sdo conhecidas. Os exemplos representati-
vos destes distiirbios estio resumidos no Quadro 12.12. Todas
estas condi¢Oes sdo primariamente neuroldgicas. A descoberta
deste grupo incomum de condigdes contradiz as nogdes ortodo-
xas de estabilidade da linhagem germinativa e d4 uma base bio-
légica para tais fendmenos excéntricos como a antecipagio e a
tendenciosidade de transmissao parental.

Caracteristicas Comuns e Contrastantes dos Distiirbi-
os de Repeticdo de Trincas. Embora todos os distirbios de
repeti¢Oes de trincas sejam causados por muta¢des dinAmicas de
repeti¢des de trincas, existem também diferengas significativas
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QUADRO 12-11
Substituicdes de Aminoacidos Subjacentes a Trés

Alelos Comuns de ApoE

Alelo £2 £3 €4
Aminodcido 112 Cis Cis Arg
Aminoécido 158 Cis Arg Arg
Freqiiéncia na

populacdo
caucasiana 10% 75% 15%

Fregiiéncia nos
pacientes com

doenca de
Alzheimer 2% 58% 40%
Efeito na doenga
de Alzheimer Protetora Nenhum de 30% a 50%
conhecido do risco genético
de AD

Dados derivados de St George-Hyslop P. H., Farrer L. A., Goedert M. (2001)
Alzheimer’s disease and the fronto-temporal dementias: Disease with cerebral
deposition of fibrillar proteins. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle
D. (eds) The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8.* ed.
McGraw-Hill, New York, pp. 5.875-5.902. -

entre os varios distdrbios. Um padrdo de heranca dominante
ocorre em alguns, e a heranga recessiva em outros. Em geral, os
genes tipo selvagem associados a estas doengas sdo polimorfi-
08, com numeros varidveis mas relativamente baixos de unida-
des repetidas em tandem (adjacentes). O grau de expanséo da
unidade repetida que causa a doenca as vezes é sutil (como no
raro disttrbio distrofia muscular oculofaringea) e as vezes é ex-
plosivo (como na distrofia miot6nica congénita ou na grave sin-
drome do X fragil) (Quadro 12.12).

Outras diferencas incluem a seqiiéncia de bases da repeti-
¢do; o tamanho da repeticdo em pessoas normais, pré-sintoma-

ticas e naquelas totalmente afetadas; a localizagio da repeticéo

dentro dos genes; a patogenia da doenga; o grau no qual as re-
peticoes sdo instdveis durante a meiose ou a mitose; e os efei-
tos do genitor de origem na expanso da repeticdo. As quatro
diferentes doengas que revimos aqui ilustram as similaridades
e as diferencas entre as doengas de repeticao de trincas descri-
tas até¢ hoje (Quadro 12.12). Estes quatro distirbios sdo (1) a
doenca de Huntington (HD) (e outras doengas neurodegenera-
tivas progressivas, tais como a atrofia muscular espinobulbar e
aataxia espinocerebelar autossdmica dominante) devida a ex-
pansdo de vias de multiplas glutaminas (poliglutamina); (2) a
sindrome do X fragil; (3) a distrofia miotonica e (4) a ataxia de
Friedreich.

O Pareamento Desalinhado E Subjacente 4 Expansdo
de Repeticao de Trincas. O mecanismo bioquimico pelo qual
as expansoes de repeti¢des de trincas sdo geradas provavelmen-
te ¢ 0 mesmo para todas as doencgas de repeticdo de trincas. O
mecanismo considerado mais provével é o pareamento desali-
nhado, que foi apresentado no Cap. 11 (ver Fig. 11.8) como ex-
plicacdo para muitas pequenas delecGes em regides de curtas
repeticdes de seqiiéncias. As insercdes também podem surgir por
pareamento desalinhado na forquilha de replicagéo, mediado por
repeticOes diretas tais como (CAG),. Ocorre uma inser¢do quando
o filamento recém-sintetizado se dissocia do filamento molde
durante a sintese de replicagdo. O novo filamento pode retroce-
der para se alinhar com uma cpia repetida que néo sua cépia
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cognata. Uma vez retomada a sintese de DNA, a molécula desa-
linhada conterd uma ou mais cépias extras da repeticio (depen-
dendo do nimero de cépias da repeti¢do que foram puladas no
evento de desalinhamento).

DISTURBIOS DE POLIGLUTAMINA

Doenca de Huntington. A HD é um distdirbio bem-conhe-
cido que ilustra muitas das caracteristicas genéticas e bioquimi-
cas comuns dos distirbios de poliglutamina. A HD foi inicial-
mente descrita pelo médico George Huntington, em 1872, em
uma familia americana de descendéncia inglesa. A neuropatolo-
gia é dominada por degeneragio do estriado e do cértex. Os pa-
cientes apresentam-se clinicamente pela primeira vez na meia-
idade e manifestam um fendtipo caracteristico de anomalias
motoras (coréia, distonia), mudangas de personalidade, perda
gradual da cognigdo e, finalmente, morte.

A HD € um distirbio autossomico dominante. A perda de
funcdo do alelo mutante, causando haploinsuficiéncia, pare-
ce ndo ser subjacente a heranca dominante na HD, pois os pa-~
cientes heterozigotos e homozigotos que t€m a mutacio tém
fenétipos idénticos e porque uma dele¢do de um gene HD nio
tem fendtipo em humanos. Como serd discutido mais adian-
te, os alelos mutantes parecem conferir propriedades novas a
proteina.

Embora inicialmente a HD parega se comportar como uma
condig¢do direta autossdmica dominante, havia peculiaridades
6bvias em sua ocorréncia que nao podiam ser explicadas. A
idade de manifestacdo da HD € varidvel. Apenas cerca de
metade dos individuos que portam um alelo HD mutante apre-
senta sintomas com a idade de 40 anos. A doen¢a de manifes-
tagdo bem precoce, comecando durante a infincia ou adoles-
céncia, ocorre em algumas familias, mas apenas quando o gene
mutante é herdado paternamente. A doenga parece se desen-
volver em idade cada vez mais jovem quando transmitida ao
longo do heredograma, um fendmeno chamado de antecipa-
¢a0, mas apenas quando transmitida por um pai afetado e ndo
por uma mie afetada.

As peculiaridades de heranca da HD sdo hoje prontamente
explicadas pela descoberta da mutacdo: uma expansio de um
trecho de repeti¢des de trinca CAG, o cédon que especifica o
aminodcido glutamina, na regido codificante de um gene para
uma proteina de fun¢@o desconhecida chamada huntingtina. Os
individuos normais possuem entre 9 e 35 repetigdes CAG em seu
gene HD, com uma média de 18 a 19. Os individuos afetados
por HD tém 40 ou mais repeti¢des, com uma média por volta de
46. Um ntmero limitrofe de repeti¢cdes de 36 a 39, embora em
geral associado a HD, pode ser encontrado em alguns individu-
os que ndo apresentam sinais da doenga mesmo em idade um
pouco avancada. Quando a expansdo € maior que 40, entretanto,
sempre ocorre a doenga, € quanto maior a expansio, mais cedo é
o inicio da doenca (Fig. 12.25).

Entdo como uma pessoa tem uma expansdo da repeti¢do
CAG em seu gene de HD (Fig. 12.26)? De maneira mais co-
mum, ela a herda como uma caracteristica autossdmica direta
de um genitor afetado que jd tem uma repeti¢do expandida
(>36). Ao contrario das mutagdes estdveis, entretanto, o tama-
nho da repeticdo pode se expandir na transmissao, resultando
em inicio mais precoce da doenca nas dltimas geracdes (expli-
cando, assim, a antecipag@o). Por outro lado, as repeti¢cdes na
faixa de 40 a 50 podem ndo resultar em doenga até um periodo
mais tardio da vida, explicando, assim, a penetrancia dependen-
te de idade. No heredograma mostrado na Fig. 12.26, a pessoa
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Fig. 12.25 Gréfico correlacionando a idade aproximada de inicio da doenga de Huntington com o niimero de repeti¢des CAG encontra-
das no gene HD. A linha continua € a média de idade de inicio e a 4rea sombreada mostra a faixa da idade de inicio para cada nimero
de repeticoes. (Dados por cortesia do Dr. M. Macdonald, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusetts.)

-1, falecida, foi diagnosticada com HD aos 64 anos e tinhauma  continuou assintomadtica e desenvolvera a doenca em algum
expanséo de 46 repeticdes CAG. Seis de seus filhos herdaram  momento mais tardio da vida.

0 alelo expandido, e em cinco deles a expansdo era maior que
em [-1. A pessoa II-3, em particular, tinha o maior nimero de
tepeticdes e tornou-se sintomatica durante a adolescéncia. A
pessoa 11-9, em contraste, herdou um alelo expandido, mas

Ocasionalmente, as pessoas ndo-afetadas possuem alelos com
tamanhos da repeti¢@o no limite superior da faixa normal (de 29
a 35 repeti¢des CAG) que, entretanto, podem se expandir durante
a meiose para 40 ou mais repeticdes. Os alelos com repeti¢des

. AOECeRONd

Idade de inicio 40

— Alelos expandidos

|

N3 Alelos normais
<«—N2

Numero de repeticoes CAG

Fig. 12.26 Heredograma de familia com doenc¢a de Huntington. Abaixo um diagrama esquemadtico de eletroforese em gel. Abaixo de
cada simbolo das pessoas estdo os produtos da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) contendo a repeticdo CAG derivada de duas
cGpias do gene HD da pessoa. A idade dos primeiros sintomas é mostrada abaixo do simbolo de cada individuo do heredograma. A
pessoa I-1 tem uma expansdo repetida que sofreu maior expansao quando passada para seis de seus filhos. Note que a pessoa II-9 € um
portador assintomatico de um alelo expandido no qual a doenca ainda néo teve penetrancia. (O padrdo de banda tripla dos alelos nor-
‘mais e o aspecto mais difuso das bandas dos alelos expandidos resulta de dificuldades técnicas nas amplificagdes de PCR de uma trinca
repetida, bem como de mosaicismo somético ao longo da repeticao dos alelos expandidos.)




212 ! ABASE MOLECULAR E BIOQUIMICA DAS DOENGAS GENETICAS

CAG nos limites superiores do normal que ndo causam doenga,
mas sdo capazes de se expandir para a faixa causadora de doen-
ca, sdo conhecidos como pré-mutacgdes. A expansdo na HD
ocorre com mais fregiiéncia durante a gametogénese masculina,
0 que justifica a forma juvenil mais grave de inicio precoce da
doenga, vista com as maiores expansdes (de 70 a 121 repeti¢des),
¢ sempre de heranca paterna. As repeticdes expandidas podem
continuar a ser instdveis durante a mitose de células somadticas,
resultando em algum grau de mosaicismo somdtico (ver adian-
te) para o nimero de repeti¢des em tecidos diferentes do mesmo
paciente.

O maior ndmero.de pacientes HD conhecido vive na regido
do Lago Maracaibo, na Venezuela. Estes pacientes sdo descen-
dentes de um tnico individuo que introduziu o gene na popu-
lagdo no inicio do século XIX. Cerca de 100 pessoas afetadas
vivas e outras 900, cada uma com 50% de risco, sdo atualmen-
te conhecidas na comunidade do Lago Maracaibo. A alta fre-
qiiéncia da doenca em uma populaco local descendente de um
pequeno ndmero de individuos, um dos quais tinha o gene res-
ponsavel pela doencga, é um exemplo de efeito do fundador (ver
Cap. 7).

geno ndo leva 8 SBMA, mas causa insensibilidade androgénica,
um defeito no desenvolvimento genital masculino (ver Cap. 10).
Assim, é improvavel que a perda de fung@o de vdrias proteinas
com poliglutaminas expandidas seja 0 mecanismo patogeénico
nestes disturbios.

Patogenia das Doencas Decorrentes de Expansoes
(CAG),. Parece que as proteinas mutantes com poliglutamina
expandida sdo mutantes com propriedades novas (ver Cap. 11)
e a expansdo confere caracteristicas a proteina que danificam
populagdes especificas de neurdnios e produzem neurodegene-
ra¢do por um mecanismo toxico unico. Conseqlientemente, a
expansdes (CAG), ndo sdo tidas como patogénicas devido a0
alongamento do trecho com repeti¢cdes (CAG), no gene corres-
pondente ou nos RNAs produzidos em si.

A cadeia de eventos que leva da via expandida de poligluta-
mina — que estd presente bem cedo na vida dos neur6nios afe-
tados — até a morte das células, décadas mais tarde, é desco-
nhecida e é um dos problemas nao-resolvidos mais fascinantes
na genética humana e médica. Entretanto, vdrios achados impor
tantes comegaram a dar esclarecimentos sobre o problema. Pri-
meiro, apenas um subgrupo de neurdnios € afetado, muito em-
bora a proteina mutante (huntingtina) seja amplamente expressa
no sistema nervoso, bem como em outros tecidos. Este achado
sugere que algumas caracteristicas da populagao neuronal afeta-
da a tornam unicamente vulnerdvel aos efeitos toxicos da prote-
ina mutante.

Segundo, vérias anomalias histolégicas foram identificadas
nos tecidos afetados (amplamente em modelos de camundon-
go destas doengas), mas a mais marcante € a presenca de inclu:
sdes nucleares em algumas das doengas de expansao. As inclu
soes contém, além de outras proteinas, a proteina mutante com
expansdo de poliglutamina e podem refletir eventos de mau do-
bramento da proteina. Entretanto, embora estas inclusdes se-
jam marcantes, parece que sua formacdo nio € essencial paraa
morte neuronal. Em pelo menos algumas doengas de expansio
de (CAG),, a localizag@o nuclear da proteina expandida ndo
necessaria para a patogenia. Terceiro, a via expandida de poli
glutamina, e nio toda a proteina com a via expandida, parece

as

Aspectos Eticos e Consulta Genética na Doenca de
Huntington. Como a HD em geral ndo aparece sendo apds o
fim dos anos reprodutivos, é provavel que seja transmitida por
pessoas que possuem o gene mutante e ndo sabem que estdo
em risco. A descoberta inicial de marcadores geneticamente
ligados para HD (ver Cap. 8) e depois do gene HD com uma
expansdo CAG como a‘causa da doenga permite um diagnésti-
co molecular preciso baseado em marcadores de DNA em pes-
soas assintomaticas em risco. Como ndo ha tratamento ou cura
para a HD, entretanto, e como a doenca tem um grave prog-
nostico, existem importantes implicagdes éticas associadas a
andlise molecular e a consulta genética para familias com a
doenga. Uma pessoa assintomatica em risco tem o dever de se
submeter ao teste e saber o resultado antes de se reproduzir? E
ético deixar que criangas assintomaticas de familias com HD
sejam testadas? Graves traumas psicolégicos, inclusive grave
depress@o e suicidio, resultaram em pessoas assintomaticas em

risco que souberam que tinham a mutagdo de repeticdo expan-  ser suficiente para causar a morte neuronal. Embora um mode- ({e
dida. Em vista destes e de outros problemas correlatos, os en- 1o unificador da morte neuronal mediada por poliglutamina 504
foques dos testes pré-sintomadticos de HD estdo sendo feitos com  expandida ndo esteja disponivel, parece provavel que o estudo - Sac
cautela e com grande preocupac¢do com os membros familiares ~ de modelos animais destes disttirbios vird a fornecer informa ‘Mz
descobertos em risco. ¢des cruciais nesta década. Tais informacdes podem muito bem ce

levar a terapias para evitar ou reverter a patogenia destes dis
Atrofia Muscular Espinobulbar e Outros Distirbios tirbios de evolugdo lenta.
de Poliglutamina. Além da HD, outras doengas sdo causa-
das pelas expansdes CAG que codificam poliglutamina, tais
como a atrofia muscular espinobulbar recessiva ligada ao X
(SBMA) e virias ataxias espinocerebelares autossdmicas do-

minantes. Estas condigdes diferem no gene envolvido, na faixa

SINDROME DO X FRAGIL

A sindrome do X fragil (Fig. 12.27) é a forma herdével mais

S
/.

comum de retardo mental de moderado a grave, sendo a sin-

normal de repeti¢@o, no limiar da doenca clinica causada pela
expansdo e nas regioes do cérebro afetadas. Todas comparti-
lham com a HD a caracteristica fundamental de que resultam
de uma instabilidade de um trecho de nucleotideos CAG re-
petidos, levando a uma expansdo de glutaminas em uma pro-
teina.

O funcionamento normal das proteinas que podem conter as
repeticdes expandidas € amplamente desconhecido, com exce-
¢do da SBMA, na qual a expans@o ocorre no gene de receptor de
hormdnio andrégeno. O exemplo da SBMA € importante para a
compreensdo da patogenia dos distdrbios de poliglutamina, pois
ja se sabe que a perda completa de func¢@o do receptor de andré-

drome de Down a primeira entre todas as causas de retardo
mental moderado em homens. A sindrome € tdo comum que
requer considerac@o no diagnéstico diferencial de retardo men
tal em homens e mulheres e esta entre as indicagdes mais fre
qiientes para a andlise de DNA, a consulta genética e o diag
néstico pré-natal. O nome “X frdgil” refere-se a um marcado

a mitose (Fig. 12.28). A sindrome do X fragil, que tem
freqiiéncia de pelo menos 1 em 4.000 nascimentos masculinos
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Fig. 12.27 Face caracteristica de um paciente com a sindrome do
Xfragil. (Foto por cortesia de Michael Partington, Queen’s Univer-
sity, Kingston, Ontario.)

A andlise genética da sindrome revela alguns achados ines-
perados que inicialmente foram muito desafiadores, mas que
agora podem ser explicados pela descoberta de que o distir-
bio é causado por uma mutagio dindmica, uma enorme expan-
sdo de outra repeti¢do de trinca, CGG, situada na regido 5’
ndo-traduzida do primeiro éxon de um gene chamado FMRI
(retardo mental 1 de X frdgil). O ndmero normal de repeti-
¢oes é superior a 60, enquanto vdrios milhares de repeti¢des
sdo encontrados em pacientes com a sindrome do X fragil.
Mais de 200 copias da repeticdo levam a uma metilagdo ex-
cessiva de citosinas no promotor de FMRI, uma forma de

Fig. 12.28 O sitio X fragil em Xq27.3 associado a retardo mental
ligado ao X.
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modificagdo do DNA que impede o funcionamento normal e
extingue a expressdo do gene. Uma intensa expansdo e meti-
lagdo também parecem interferir na replicagdo ou condensa-
¢do da cromatina, ou ambas, produzindo o sitio fragil cromos-
sOmico caracteristico. Esta perda de fung¢do do FMRI é a causa
da sindrome do X fragil, apoiada pelo achado de alguns raros
pacientes com a sindrome nos quais as dele¢des ou uma mu-
tagdo de sentido trocado aboliram a expressdo ou o funciona-
mento do FMRI.

A comparagdo da HD (e outras doengas neurodegenerati-
vas de poliglutamina) com a sindrome do X fragil revela al-
gumas similaridades, mas também muitas diferencas. Embo-
ra as expansOes de repeticdes de trincas estejam envolvidas
em ambos os tipos de doenga, a expans@o nas doencas de
poliglutaminas € na regido codificante e varia de 40 a 120
cépias de CAG, enquanto a repeti¢do na sindrome do X frd-
gil é uma CGG na parte ndo-traduzida 5’ de um gene, e ex-
pansdes de 200 a muitos milhares sdo vistas em pacientes
afetados pelo distirbio. Segundo, as doeng¢as neurodegenera- |,
tivas de poliglutamina e a sindrome do X fragil diferem por-
que a sindrome do X fragil deve-se a perda de funcdo de um
gene, e ndo a toxidez de uma proteina anormal. Terceiro, os
individuos assintomdticos portadores de expansdes pré-mu-
tacionais e o fendmeno de antecipacdo sdo vistos em ambas
as doencas. Entretanto, o nimero de repeti¢des nos alelos pré-
mutacfo de FMRI varia de 60 a 200 cépias, muito maior que
na HD, e a expansdo dos alelos de pré-mutac¢ido ocorre na
mulher, e ndo na linhagem germinativa masculina. Finalmen-
te, o grau de instabilidade mitética na sindrome do X fragil é
muito maior que aquela vista na HD e resulta em variabilida-
de muito maior nos nimeros de repeticdes encontradas entre
células do mesmo tecido e entre tecidos somaticos diferentes
em um mesmo individuo.

DISTROFIA MIOTONICA

Uma terceira doenca de expansio de repeticdo de trinca € a dis-
trofia miotdonica, uma miopatia dominante autossdmica carac-
terizada por miotonia, distrofia muscular, cataratas, hipogona-
dismo, calvicie frontal e mudangas no eletroencefalograma. A
doenga é notéria pela falta de penetrancia e por sua expressdo
variavel tanto na gravidade clinica quanto na idade de manifes-
tacdo (Fig. 12.29). Uma forma de distrofia miotdnica, a forma
conggénita, € particularmente grave e pode ameagcar a vida, bem
como causar retardo mental. Cada filho com a forma congénita
resulta de uma maée afetada, sendo que ela mesma pode ter ape-
nas uma expressio branda da doenga e pode ndlo saber que € afe-
tada. Assim, os heredogramas de distrofia miotonica, como os
de HD e da sindrome do X frdgil, apresentam uma clara evidén-
cia de antecipacao.

Algumas, mas nem todas, das intrigantes caracteristicas da
heranca da distrofia miotdnica podem ser explicadas pela des-
coberta de que a doencga estd associada a uma ampliacdo de re-
peti¢do da trinca CTG na regido ndo-traduzida 3’ de um gene de
cinase proteica (DMPK) no cromossomo 19. A faixa normal de
repeticdes no DMPK € de 5 a 30. As pessoas afetadas de forma
branda tém de 50 a 80 copias, e vdrias pessoas afetadas tém mais
de 2.000 c6pias. Qualquer um dos genitores pode transmitir uma
cépia ampliada, mas os homens podem transmitir até 1.000 c6-
pias da repeticdo, enquanto grandes expansdes, contendo mui-
tos milhares de repeti¢des, ocorrem apenas na gametogénese
feminina. Como a distrofia miotonica congénita deve-se a expan-
soes enormes (muitos milhares), esta forma de distrofia mioto-
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Fig. 12.29 Distrofia miotonica, uma condicio autossémica dominante com expressividade varidvel em gravidade clinica e idade de inf:
cio. Nesta familia, a avé (esquerda) teve catarata bilateral, mas ndo a fraqueza facial ou os sintomas musculares. Sua filha foi tida como
nao-afetada até o nascimento de seu filho gravemente afetado, mas ela agora apresenta uma fraqueza facial moderada e ptose, com
miotonia, e submeteu-se a extracdo de catarata. A crianca tem distrofia miotonica congénita. (De Harper P. S. [1989] Myotonic Dystro:

phy, 2.2 ed. WB Saunders, Philadelphia, p. 18.)

nica € quase sempre de origem materna. Nao sabemos se a ex-
pansdo de CAG no gene DMPK causa a doenca interferindo na
expressdo do proprio DMPK, na expressio de outros genes vizi-
nhos, ou ambos.

ATAXIA DE FRIEDREICH

A ataxia de Friedreich, uma ataxia espinocerebelar, constitui
uma quarta categoria de doengas por repeti¢do de trinca (ver
Quadro 12.12). A doenga € autossOmica recessiva, em contraste
com a HD, a distrofia miot6nica e a sindrome do X frgil. O dis-
tirbio normalmente se manifesta antes da adolescéncia e em geral
¢ caracterizado por movimentos descoordenados dos membros,
dificuldade de fala, diminui¢do ou auséncia de reflexos, prejui-
zo posicional e de sensagdes vibratdrias, escoliose e deformida-
des dos pés. Na maioria dos casos, a ataxia de Friedreich € cau-
sada por ampliag@o de outra repeti¢do de trincas, AAG, situada
em um intron de um gene que codifica uma proteina mitocon-
drial chamada frataxina, envolvida no metabolismo do ferro. Nas
pessoas normais, o tamanho da repeticdo varia de 7 a 34 copias,
enquanto a expansdo da repeti¢éo nos pacientes estd entre 100 e
1.200 c6pias. A expansdo dentro do intron interfere na expres-
sdo normal do gene de frataxina. Como a ataxia de Friedreich é
recessiva, € necessério que haja perda de expressdo de ambos os
alelos para que a doenga ocorra. De fato, alguns pacientes sdao
conhecidos como heterozigotos compostos, nos quais um alelo
tem a mutagdo de repeticdo AAG intronica ampliada e o outro
uma mutacao de nucleotideo.

Doencas de DNA Mitocondrial e
Heranca Materna
A Molécula de mtDNA. Como foi descrito no Cap. 3, nem

todo o RNA e a proteina sintetizada em uma célula sdo codifi-
cados pelo DNA do niicleo. Uma pequena mas importante fra-

.
s

¢do é codificada por genes dentro do genoma mitocondrial. Este
genoma, cuja seqiiéncia completa foi relatada em 1981, tem
aproximadamente 16,5 kb de tamanho (Fig. 12.30). O DNA mi
tocondrial (mtDNA) é embalado em um cromossomo circular
dentro da organela mitocondrial, ndo no niicleo. A moléc
compacta de mtDNA contém 37 genes. Os genes codificam dot
tipos de RNA ribossémico, 22 tRNAs e 13 polipeptideos que
sdo subunidades de enzimas de fosforilagdo oxidativa (OX
PHOS). Os outros 74 polipeptideos do complexo OXPHOS si
codificados pelo genoma nuclear. Assim, as doengas de OX:
PHOS podem ser decorrentes de mutagdes no genoma de mtD:
NA ou de mutagdes nos genes nucleares que codificam
componentes de OXPHOS. A maioria das células contém
menos 1.000 moléculas de mtDNA, distribuidas entre centena
de mitocondrias individuais. Uma marcante excegao € o ove
cito maduro, que tem mais de 100.000 cépias de mtDNA, com
preendendo cerca de um terco do contetido total de DNA des
tas células.

Funcdes da Fosforilacdo Oxidativa e Doencas d
mtDNA. O complexo OXPHOS ¢ central para trés das prin
cipais fun¢des das mitocondrias. A alteracdo destas ativida
des, decorrente de mutagdes no mtDNA, provavelmente € sub
jacente a disfuncéo celular e a morte celular que ocorrem n
doengas de mtDNA. A fung¢do primdria do OXPHOS ¢ pi
duzir energia para a célula. A formagdo diminuida de AT
caracteriza muitas doencas de mtDNA. Uma segunda fungi
de OXPHOS é gerar espécies reativas de oxigénio, como st
produto de OXPHOS. O aumento de produgio destas especi
es ocorre em alguns defeitos de OXPHOS, um fator que tan
bém contribui para a morte celular. Terceiro, as mitocondria
integram muitos sinais que iniciam a apoptose. Este process
usa alguns polipeptideos de OXPHOS, e as mutagdes no mtD
NA podem aumentar a predile¢io pela apoptose. A miopl
mitocondrial em geral associada a mutacoes de mtDNA
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Fig. 12.30 A molécula de DNA mitocondrial mostrando a localizagdo dos genes codificantes de 22 tRNAs, dois rRNAs e 13 protefnas do

~ de mtDNA também sdo ilustradas. O, e O, sdo as origens de replicacdo dos dois filamentos de DNA, respectivamente; 12S = RNA ribos-
somal 12S: 16S = RNA ribossomal 16S. Os tRNAs sdo indicados pelo cédigo de uma letra para seus aminodcidos correspondentes (p.
ex., L para leucina, K para lisina, e assim por diante). Os polipeptideos 13 OXPHOS codificados pelo mtDNA incluem componentes do
Complexo I. NADH desidrogenase (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6); Complexo III: citocromo b (Cit b); Complexo IV: citocromo ¢
oxidase I ou Cit ¢ (COI, COIl, COlII); e Complexo V: ATPase 6 (ATP-6, ATP-8). As abrevia¢des de doengas usadas nas figuras (p. ex., MELAS,
MERRF) sdo explicadas no Quadro 12.13. (Adaptada em parte de Shoffner J. M., Wallace D. C. [1995] Oxidative phosphorylation disease.
In Scriever C. R., Beaudet A. L., Sly W. S., Valle D. [eds| The Metabolic Bases of Inherited Disease, 7.% ed. McGraw-Hill, New York. O con-
ceito de ilustrar as mutacdes na molécula de mtDNA surgiu de Johns D. R. [1995] Mitochondrial DNA and disease. New Engl ] Med 333:

complexo de fosforilacdo oxidativa (OXPHOS). Algumas das substitui¢des mais comuns causadoras de doenca e delegdes no genoma-

638-644.)

caracterizada pelas chamadas fibras vermelhas anfractuadas,
um fenétipo histolégico causado por degeneragdo das fibras
musculares e proliferagdo de mitocdndrias musculares anor-
mais.

A GENETICA DAS DOENCAS DE mtDNA

As primeiras mutag¢oes patogénicas no mtDNA foram identifi-
cadas no inicio da década de 1990. Inesperado e ainda inexpli-
- cado é o fato de que o genoma de mtDNA muta a uma taxa cerca
de 10 vezes maior que o DNA nuclear. A gama de doengas cli-
nicas resultantes de muta¢Ges no mtDNA € diversa (Fig. 12.31),
- embora predomine a doenga neuromuscular. Mais de 100 rear-
ranjos diferentes e 50 muta¢des de ponto que sdo relacionadas
adoencas foram identificados no mtDNA. As mutacOes repre-
sentativas e as doengas a elas associadas sdo apresentadas na
Fig. 12.30 e no Quadro 12.13. Trés tipos de mutacdes foram
identificados no mtDNA: (1) mutacSes de sentido trocado nas

regides codificantes dos genes que alteram a atividade de uma
proteina OXPHOS; (2) mutagdes de ponto nos genes de tRNA
ou rRNA que prejudicam a sintese de proteinas mitocondriais
e (3) rearranjos que geram delecGes ou duplicagdes da molé-
cula de mtDNA.

Como indicado no Cap. 5, alguns heredogramas de doengas
herdadas que néo podiam ser explicadas por heranga mendelia-
na tipica de genes nucleares sdo hoje conhecidas como sendo
causadas por mutacdes no mtDNA e por manifestar heranca
materna. Os distdrbios causados por mutagdes no mtDNA de-
monstram vdrias caracteristicas incomuns que resultam de aspec-
tos tnicos da biologia e do funcionamento mitocondrial.

Heranca Materna do mtDNA

Uma caracteristica particular da genética do mtDNA, compara-
da com o genoma nuclear, é sua heranca materna. Em contras-
te com a abundancia de mitocdndrias em cada ovdcito, os es-
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Sistema nervoso central
Encefalopatia

Episddios tipo derrame
Convulsbes e deméncia
Psicose e depressao
Ataxia

Enxaqueca

Cardiacas

Cardiomiopatia hipertréfica
Cardiomiopatia dilatada
Bloqueio cardiaco
Sindrome pré-excitagao

Renais
Defeitos tubulares renais
Sindrome de Toni-Fanconi-Debre

Enddcrinas e diabetes
Diabetes melito
Hipoparatireoidismo
Hipotireoidismo
Insuficiéncia gonadal

M. [1999] Mitochondrial DNA and disease. Lancet 354:S117-SI21.)

permatozoéides contém poucas mitocOndrias, e estas poucas ndo
passam para a prole. Uma crianga, portanto, herda todo o seu
mtDNA da mée e nada do pai. Suas filhas, por sua vez, transmi-
tem 0 mtDNA, mas seus filhos ndo. Assim, todos os filhos de
uma mulher com uma mutagdo no mtDNA herdam a mutagdo,
enquanto nenhuma prole de um homem portador da mesma mu-
tagdo herdard o DNA defeituoso. Um exemplo de um heredo-
grama que manifesta heran¢a materna de uma mutagéo no mtD-
NA que causa neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON)
‘¢ mostrado na Fig. 12.32.
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Disfagia
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Constipacao
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Neuropatia sensério-motora axonal

] i'g. 12.31 A gama de tecidos afetados e fenétipos clinicos associados a mutagdes no mtDNA. (Modificado de Chinnery P. F., Turnbull D.

Homoplasmia e Heteroplasmia

Uma segunda caracteristica tinica da genética do mtDNA sur-
ge do fato de que a maioria das células contém, como j4 foi
mencionado, mais de 1.000 moléculas de mtDNA. Quando
surge uma mutag¢do no mtDNA, ela primeiro se apresenta em
apenas uma das moléculas de mtDNA de uma mitocdndria.
Quando a mitocdndria se divide por simples fissdo, cada
molécula de mtDNA replica-se dentro da mitocondria. As
moléculas de mtDNA distribuem-se aleatoriamente entre as
novas organelas, e as mitocoéndrias distribuem-se aleatoria-

.
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Fig. 12.32 Heredograma da neuropatia ptica hereditaria de Leber, um disttrbio causado por um defeito no DNA mitocondrial. A heran-
¢a é apenas pela linhagem materna, de acordo com a conhecida heranga materna de DNA mitocondrial. Nenhum homem afetado trans-
mite a doenca.
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mente entre as células filhas. Assim, quando uma célula con-
tendo uma mistura de mtDNAs normais e mutantes se divi-
de, suas células filhas podem, por acaso, receber mitocOndrias
que contém apenas uma populacdo pura de mtDNA normal
ou uma populagdo pura de mtDNA mutantes (uma situagéo
conhecida como homoplasmia). Alternativamente, a célula
filha pode receber uma mistura de mitocondrias, algumas com
e outras sem a mutacio (heteroplasmia) (Fig. 12.33). Como
a expressdo fenotipica de uma mutagio no mtDNA depende
das proporcdes relativas de mtDNA normal e mutante nas
células que constituem tecidos diferentes, a penetrincia re-
duzida, a expressividade varidvel e a pleiotropia sdo todas
caracteristicas tipicas de heredogramas de distirbios mito-
condriais.

A heteroplasmia estd associada a trés caracteristicas adi-
cionais da genética do mtDNA que séo de significado médi-
co. Primeiro, as moléculas de mtDNA deletadas, uma classe
comum de mutacdo de mtDNA que serd discutida mais adi-
ante, em geral ndo sdo transmitidas por mées clinicamente
afetadas para seus filhos (0s motivos desta exclusio ndo es-
tdo claros). Por outro lado, as mulheres portadoras de muta-
¢oes de ponto de mtDNA heteropldsmico, ou de duplicagdes
do mtDNA, em geral transmitem alguns mtDNASs mutantes
para sua prole. Segundo, o nimero de moléculas de mtDNA
dentro de cada ovdcito € reduzido antes de ser subseqiiente-
mente ampliado para o enorme total visto nos ovcitos ma-
duros. Esta restricdo e subseqiiente ampliagdo de mtDNA
durante a ovocitogénese é chamada de “gargalo genético”
mitocondrial. Em conseqiiéncia, a variabilidade na porcen-
tagem de moléculas de mtDNA mutante vista na prole de uma
mae portadora de mutacdo em mtDNA surge, pelo menos em
parte, pela amostragem de apenas um subgrupo de mtDNAs
durante a ovocitogénese. Terceiro, a despeito da variabilida-
de no grau de heteroplasmia que surge deste “gargalo”, as
maes com uma alta proporcdo de moléculas mutantes de

mtDNA sdo mais propensas a ter prole clinicamente alterada
que as mdes com uma propor¢cao menor.

Interacdo de Genomas Mitocondriais e Nucleares.
Como tanto os genomas nuclear quanto mitocondrial contri-
buem com polipeptideos para OXPHOS, néo é surpreendente
que os fendtipos associados a mutagGes nos genes nucleares
em geral sejam indistinguiveis daqueles decorrentes de mu-
tacdes no mtDNA. A evidéncia genética demonstrou, entre-
tanto, que existe uma relacfo mais direta entre os genomas
nuclear e mtDNA. A primeira indicacio desta interacéo foi
fornecida pela identificac@o da sindrome de dele¢ées no mtD-
NA transmitidas autossomicamente, cujo fenétipo se asse-
melha a oftalmoplegia externa progressiva cronica (CPEQ)
(ver Quadro 12.13). Pode ser necessdrio mais de um gene
autossdmico para a integridade do mtDNA normal, pois tan-
to a forma autossémica dominante quanto a forma autosso-
mica recessiva desta sindrome ja foram reconhecidas. Uma
segunda doenga autossémica rara demonstrou que pelo me-
nos um gene nuclear regula a abundéncia de moléculas de

mtDNA. Este distirbio, chamado de sindrome de deplecio

de mtDNA, € caracterizado por uma redugdo quantitativa no
nimero de cépias de mtDNA em varios tecidos. O fendtipo
clinico inclui miopatia, bem como outras caracteristicas tam-
bém encontradas nas doengas de mtDNA.

FENOTIPO NOS DISTURBIOS MITOCONDRIAIS

As mutagdes mitocondriais em geral afetam os tecidos que
precisam de uma fosforilag@o oxidativa intata para atender as
altas demandas de energia metabdlica. Assim, as doengas mi-
tocondriais com freqiiéncia envolvem o sistema neuromuscu-
lar e produzem encefalopatia, miopatia, ataxia, degeneragfo
daretina e perda de funcionalidade dos musculos oculares ex-
ternos. O espectro de doengas mitocondriais € muito amplo,
entretanto, e, como ilustrado na Fig. 12.31, pode incluir dis-

Mitocondria mutante

Mitocondria normal

Proliferagéo clonal

M w de mtDNA

Fendtipo de doencga

Fig. 12.33 Segregacao replicativa de uma mutagdo mitocondrial heteroplédsmica. A reparticio aleatéria de mitocdndrias mutantes e tipo
selvagem por rodadas miltiplas de mitose produz uma cole¢do de células filhas com ampla variacdo na proporcdo de mitocondrias
mutantes e tipo selvagem levadas em cada célula. Resultam disfuncdes celulares e tissulares quando a fracdo de mitocondrias portado-
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fun¢do hepdtica, insuficiéncia de medula 6ssea, deficiéncia de
células das ilhotas e diabetes, surdez, bem como outros dis-
tirbios.

0 grau de distribuicéo de heteroplasmia contribui significa-
tivamente para a pleiotropia e a expressividade varidvel vistas
nas mutagdes de mtDNA (ver Fig. 12.33 e Quadro 12.13). Por
exemplo, em uma tnica familia, uma populagdo de mtDNA
mutante pode estar associada a diabetes e surdez em uma pes-
soa e grave encefalopatia e convulsdes em outra. Uma ilustra-
¢do similar é dada pelo que parece ser a mais comum muta¢ao
de mtDNA (sua freqiiéncia na populagdo finlandesa é de 1/7.000
pessoas), a mutagio A3243G no gene de tRNA (a nomencla-
tura refere-se ao nucleotideo normal na posi¢ao 3243 da molé-
cula de mtDNA, seguido do nucleotideo substituido). Esta
muta¢do em geral estd associada ao fenétipo chamado de ME-
LAS (ver Fig. 12.30 e Quadro 12.13), um acrénimo para ence-
falomiopatia mitocondrial com acidose /tica e episédios tipo
derrame (strokelike). Em algumas familias, entretanto, esta
mutacdo causa predominantemente diabetes e surdez, em ou-
tras h4 CPEO (ver Quadro 12.13) e outras, ainda, apresentam
cardiomiopatia. Em adigdo, entre 0,5% a 1,5% dos casos de
diabetes melito da populagdo em geral tém sido atribuidos a
substituicio A3243G.

Em algumas doengas de mtDNA, tais como a epilepsia mio-
clonica com fibras vermelhas anfractuadas (ver Quadro
12.13), a heteroplasmia € comum. A heranga materna ocorre, mas
agora hd uma complexidade adicional ao padrdo de heranca e ao
fenétipo porque cada crianga herdard nimeros varidveis de mi-
tocondrias com a mutac@o. Finalmente, a heteroplasmia € a re-
gra na sindrome de Kearns-Sayre e na sindrome de Pearson (ver
Quadro 12.13). Estes distdrbios ocorrem como casos esporadi-
cos na familia, e ndo hd heranga materna do distirbio porque cada
paciente representa uma mutagdo nova no DNA mitocondrial.

As Doencas no mtDNA Sao Multifatoriais. Embora a
heteroplasmia seja a principal fonte de variabilidade fenotipica
nas doencas de mtDNA, fatores adicionais também devem de-
sempenhar um papel. Uma forte evidéncia para a existéncia de
tais fatores € fornecida pelas familias portadoras de muta¢Ges
associadas a LHON, uma condicdo na qual as mutagdes em ge-
ral sio homopldsmicas. A LHON expressa-se fenotipicamente
como uma perda répida e bilateral da visdo central causada pela
morte do nervo Gptico em adultos jovens. As pessoas afetadas
podem ser homens ou mulheres, mas hd um aumento marcante e
inexplicado na penetrincia da doenca em homens: de 80% a 90%
dos homens portadores em heredogramas caucasianos desenvol-
vem perda visual, mas apenas de 8% a 32% das mulheres sdo
afetadas. O fato de que as mutacdes LHON raramente sdo asso-
ciadas a qualquer fendtipo fora do olho, bem como a penetrin-
cia varidvel influenciada pelo sexo, ddo uma evidéncia direta de
que a LHON € de origem multifatorial. Além disso, tanto o 4l-
cool quanto o tabaco sdo importantes fatores ecogenéticos asso-
ciados ao aumento de probabilidade de cegueira nos portadores
de mutacdes LHON.

DOENCAS FARMACOGENETICAS

Aincidéncia geral de reacdes adversas a drogas, pelo menos nos
hospitais dos EUA, é de cerca de 6,7%. As reacdes fatais a dro-
gas ocorrem com uma incidéncia de cerca de 0,3%. Estas rea-
¢bes ndo-antecipadas a medicamentos sdo muito, se ndo total-
mente, determinadas por fatores genéticos. A farmacogenética
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¢ a drea especial da genética bioquimica que lida com a variabi-
lidade na resposta a drogas que é decorrente de variagdo genéti-
ca. Em seu sentido restrito, a farmacogenética pode ser restrita
as variacdes genéticas que alteram a habilidade do corpo no que
diz respeito a absorver, transportar, metabolizar ou excretar dro-
gas ou seus metabdlitos. Em termos mais amplos e mais tteis, a
farmacogenética inclui qualquer variacdo geneticamente deter-
minada em resposta a drogas. Este tipo de varia¢do inclui, por
exemplo, o efeito dos barbituratos em precipitar uma doenga
clinica em pessoas com porfiria intermitente aguda (ver mais
adiante), bem como o efeito do uso de dlcool por mulheres gra-
vidas sobre a incidéncia da sindrome do dlcool fetal. Cinco exem-
plos de importantes variagdes farmacogenéticas sdo descritos
resumidamente nesta secao.

A origem dos polimorfismos de respostas a drogas e os me-
canismos pelos quais eles sdo mantidos geram um problema
interessante. Eles obviamente ndo se desenvolveram em res-
posta a drogas, pois antecedem as respectivas drogas. Lidar
com as drogas, bem como responder a elas, requer muitas.
reagdes bioquimicas, e as enzimas envolvidas podem partici-
par do metabolismo de substincias comuns nos alimentos.
Sugeriu-se que estes polimorfismos surgiram como resultado
de pressoes seletivas dietéticas diferentes em populagdes di-
ferentes. Esta visdo é apoiada pela distribui¢@o geogréfica de
muitos destes alelos.

Reconhecendo que hd uma variagdo normal em resposta a
drogas, os farmacologistas definem a “poténcia” de uma droga
pela dose que produz um determinado efeito em 50% da popula-
¢do. Para caracteristicas genéticas, a variagdo continua em geral
é mais bem explicada com base na heran¢a multifatorial ou por
uma combinag@o de fatores genéticos e ambientais, como discu-
tido no Cap. 15. Mas a resposta as drogas também pode apre-
sentar variagdo descontinua, com grandes distingdes entre graus
diferentes de resposta. O achado de uma distribui¢do populacio-
nal bimodal ou trimodal da atividade de uma enzima do metabo-
lismo de uma droga pode indicar que a enzima € codificada por
alelos em um tnico locus polimérfico.

Problemas Genéticos na Anestesia

HIPERTERMIA MALIGNA

A hipertermia maligna é uma condigéo autossdmica dominante
na qual pode haver uma resposta adversa intensa a administra-
¢do de todos os anestésicos de inalagdo comumente usados (p.
ex., halotano) e relaxantes musculares tais como o cloreto de
succinilcolina, desenvolvimento de uma temperatura muito alta,
parada de contragdo muscular e hipercatabolismo. A condicdo é
uma causa importante, se ndo comum, de morte na anestesia, com
uma incidéncia que é maior em criangas (1 em 12.000) que em
adultos (1 em 100.000). Curiosamente, os homens com hiperter-
mia maligna superam as mulheres, 2,5 para 1, uma diferenca que
provavelmente tem base hormonal.

A anomalia fisiolégica fundamental na doenga é um nivel
elevado de cdlcio ionizado no sarcoplasma do musculo. Este
aumento leva a uma rigidez muscular, a elevagdo da temperatu-
ra corpérea e a outras anomalias. A maioria dos casos de hiper-
termia maligna estd associada a muta¢des em um gene chamado
RYRI, codificando o canal de liberacéo de cdlcio. O gene RYRI
estd mapeado no cromossomo 19. A andlise de ligagdo indica que
as mutagdes em RYR1 sdo responsdveis por apenas cerca de 50%
dos casos, e até o momento as mutacdes neste gene foram en-
contradas em 40% das familias com hipertermia maligna. Va-
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rios outros loci para hipertermia foram identificados e em um caso
encontrou-se uma mutacdo no gene CACNLIA3, que codifica a
subunidade -1 do receptor de diidropiridina.

A necessidade de precaugdes especiais quando uma pessoa
em risco precisa de anestesia é 6bvia. O sédio dantrolene € efe-
tivo quanto a evitar ou reduzir a gravidade da resposta se ocor-
rer um ataque insuspeito, e anestésicos alternativos podem ser
dados aos pacientes em risco.

COLINESTERASE SERICA E SENSIBILIDADE A SUCCINILCOLINA

A colinesterase sérica é uma enzima do plasma humano que tem
a propriedade de hidrolisar os ésteres de colina, tais como a ace-
tilcolina. A fun¢fio normal da enzima € obscura, mas sua total
auséncia é compativel com a satide normal. Portanto, ela ndo deve
ter um papel fisiolégico importante. Um relaxante muscular
muito usado, a succinilcolina (que é usada como auxiliar a anes-
tesia geral), é composto de duas moléculas de acetilcolina e nor-
malmente é hidrolisado pela colinesterase, um processo que re-
duz a quantidade de succinilcolina que atinge os terminais das
placas motoras. Esta hidrélise € considerada na dosagem dada a
um paciente comum. Entretanto, pelo menos nas populagdes
européias, cerca de 1 em 3.300 pessoas € homozigota para um
alelo atipico de colinesterase. Sendo incapaz de degradar a suc-
cinilcolina em uma taxa normal, os homozigotos respondem
anormalmente 2 sua administragdo com uma apnéia prolongada
(que dura de 1 a vdrias horas) e requerem suporte respiratério
artificial.

Genética. O gene alterado na sensibilidade a succinilcolina
é o de butirilcolinesterase (BCHE), situado no cromossomo 3.
Os principais determinantes da atividade de colinesterase no plas-
ma séo dois alelos co-dominantes do gene BCHE, conhecidos
como alelos “usual” (U) e “atipico” (A). O alelo atipico € o re-
sultado de uma mutacdo de sentido trocado (Asp70Gli). Outro
alelo de substituicdo de sentido trocado, a variante K, também &
comum, mas os homozigotos K/K tém um aumento de sensibili-
dade 3 succinilcolina. Os compostos genéticos dos alelos A e K,
por outro lado, as vezes sdo sensiveis e as vezes ndo, mas os fa-
tores responsaveis por esta variagdo ndo sdo claros. A deficién-
cia de colinesterase em geral se deve 2 homozigose do alelo ati-
pico. A enzima produzida pelos homozigotos € qualitativamen-
te alterada e tem menor atividade que o tipo usual. Outras vari-
antes raras de BCHE que conferem sensibilidade a succinilcoli-
na também foram identificadas.

A identificaciio das substitui¢des especificas que estao pre-
sentes nos alelos de colinesterase permite a genotipagem preci-
sa dos pacientes, a determinagdo do significado clinico da vari-
ante K e a melhoria da analise de heredogramas e da consulta
genética.

Outras Doencas Farmacogenéticas Importantes

O POLIMORFISMO DE ACETILACAO

Este importante polimorfismo farmacogenético foi descoberto
durante o tratamento da tuberculose com a droga isoniazida,
quando uma alta incidéncia de neuropatia periférica foi obser-
vada. Ap6s uma dose de teste, a taxa de desaparecimento daiso-
niazida do plasma apresentou uma distribui¢do bimodal na po-
pulacdo, permitindo a identificagéo das pessoas como acetilado-
res rapidos ou lentos (inativadores da droga). Hoje esta claro que
os fenétipos de inativagdo lenta e rdpida séo primariamente de-

vidos a diferencas alélicas em um gene de N-acetiltransferase,
NAT2, que estd mapeado no cromossomo 8. Foram descritos tres
alelos principais de acetilagio lenta, juntamente com um grande
ndmero de alelos NAT2 raros. Os acetiladores lentos t€m uma
diminuicio substancial na quantidade de N-acetiltransferase no
figado e sdo homozigotos para os alelos recessivos neste locus.
Os inativadores rapidos sdo homozigotos ou heterozigotos nor-
mais. Um segundo gene de N-acetiltransferase, NAT, também
foi identificado no cromossomo 8. Um s6 polimorfismo de ace-
tilagio lenta foi identificado neste gene. As freqiiéncias dos ale-
los de acetilacdo lenta tém diferengas étnicas marcantes: por
exemplo, uma minoria (de 5% a 20%) dos asidticos tem o feno-
tipo de acetilagdo lenta, enquanto 50% dos afro-americanos e a¢
65% dos caucasianos sdo homozigotos para acetilagdo lenta. Em
algumas populagdes mediterraneas, a freqiiéncia de acetiladores
lentos é maior que 90%.

Significado. Além de seu efeito na inativagdo de isoniazida,
o fendtipo de acetilagio afeta a disposi¢@o de uma ampla varie-
dade de outras drogas e xenobidticos. Por exemplo, os acetila:
dores rdpidos n@o s6 tém uma taxa de falha maior com a terapia
semanal de isoniazida para tuberculose, mas também requerem
doses maiores de hidralazina para controlar a hipertensdo e de
dapsona para tratar a hanseniase e outras infec¢oes. Contraria-
mente, os acetiladores lentos correm um risco aumentado de
desenvolver uma sindrome tipo lupus eritematoso sistémico in-
duzida por drogas quando recebem hidralazina, reagoes hema-
toldgicas adversas ap0s tratamento com isoniazida e respostas
adversas idiossincraticas induzidas por sulfonamida. Além dis-
so, os acetiladores lentos expostos a arilaminas carcinogénicas
(p. ex., benzidina) tém uma incidéncia aumentada de cancer de
bexiga e, nas mulheres fumantes apés a menopausa, céncer de
mama.

PORFIRIA INTERMITENTE AGUDA: ALTERAGOES RELACIONADAS A
DROGAS NA REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A porfiria intermitente aguda ¢ uma doenca autossomica do-
minante associada a disfungdo neurolégica intermitente. Os epi-
s6dios clinicos sdo iniciados por um grande niimero de medica-
¢oes, hormonios esterdides e inani¢do. Como descreveremos, a
regulac@o alterada dos genes que controlam a sintese de hemoé
responsavel pela fisiopatologia.

O defeito primdrio na porfiria intermitente aguda € uma defi-
ciéncia de porfobilinogénio (PBG) desaminase, uma enzima na
via biossintética do hemo (Fig. 12.34). Todos os pacientes conl
porfiria intermitente aguda, seja sua doenga clinicamente laten-
te (e ela permanece latente durante a vida na grande maioria dos
pacientes, cerca de 90%) ou expressa (cerca de 10%), tém uma
reducdo de aproximadamente 50% na atividade enzimatica de
PBG desaminase. Esta reducdo é compativel com a heranga au-
tossdmica dominante.

A expressio clinica da doenga ocorre em resposta a eventos
que diminuem a concentragdo de hemo na célula hepdtica. As
drogas que néo sdo seguras para os pacientes incluem, por
exemplo, os barbituratos, alguns hormonios esterdides e vari-
as outras substincias quimicas. A exposi¢ao a estes compostos
aumenta a sintese de citocromos hepdticos P450, uma classe
de protefnas contendo hemo. Como resultado, o nivel celular
de hemo cai, reduzindo a inibigdo feedback de hemo na sintase
do 4cido 8-aminolevulinico, a etapa limitadora de velocidade
na via de sintese do hemo (Fig. 12.34). O aumento de expres-
sdo da sintase é obtido tanto por mecanismos transcricionais
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quanto traducionais. Assim, a deficiéncia relativa de hemo cau-
sada pela redugdo de PBG desaminase e a conseqiiente dimi-
nuicdo nos reservatorios de hemo é responsdvel por um aumento
secunddrio na sintase em niveis maiores que a faixa normal. O
fato de que metade da atividade normal de PBG desaminase é
 inadequada para lidar com a sobrecarga metabélica em algu-
mas situagdes contribui tanto para a expressio dominante da
condi¢do quanto para a natureza episédica da doenca clinica.
A patogenia da doenca do sistema nervoso é desconhecida.
Tanto o sistema nervoso periférico quanto o auténomo e o cen-
tral sdo afetados, e as manifestagdes clinicas sdo diversas. De
fato, este distirbio é um dos grandes mistérios na medicina
clinica, com manifesta¢des que variam desde dor abdominal
aguda até psicose.

DEFICIENCIA DE GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), uma
enzima ubiqua ligada ao X, é o defeito enzimdtico que pro-
- duz doenga mais comum dos humanos, e estima-se que afete
400 milhdes de pessoas em todo o mundo; cerca de 10% dos
homens afro-americanos séo deficientes de G6PD e sdo cli-
nicamente suscetiveis a hemoélise induzida por drogas. Com
mais de 400 variantes descritas, a deficiéncia de G6PD tam-
bém parece ser um dos distiirbios genéticos mais heterogéne-
0s ja reconhecidos. Mais de 70 destas variantes foram carac-
terizadas no nivel molecular. Todas, exceto duas, sdo muta-
¢Oes de ponto, sendo as excegdes delecdes da matriz de leitu-
ra de um pequeno nimero de cédons. A alta freqiiéncia géni-
ca de variantes de G6PD em algumas populagdes parece re-
fletir o fato de que a deficiéncia de G6PD, como a hemoglo-
bina falciforme e a talassemia, conferem alguma protecdo
contra a maldria (ver Cap. 7). Esta enzimopatia inicialmente
chamou a aten¢do quando se viu que a droga antimalarigena
primaquina induzia anemia hemolitica em alguns homens
afro-americanos, que subseqiientemente se comprovou sofri-
am de deficiéncia de G6PD.

O mecanismo da hemdlise induzida por drogas é razoavelmen-
te claro. Um dos produtos da G6PD, a nicotinamida-adenina di-
nucleotideo fosfato (NADPH), € a principal fonte de equivalen-
tes redutores nas hemdcias. A NADPH protege a célula contra o
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Fig. 12.34 A patogenia da porfiria intermitente aguda (AIP). Os pacientes com AIP que sdo clinicamente latentes ou afetados tém
cerca de metade dos niveis dos controles de porfobilinogénio (PBG) desaminase. Quando a atividade hepdtica da §-4cido aminolevu-
linico (ALA) sintase estd aumentada nos portadores por exposicdo a agentes indutores (p. ex., drogas, substancias quimicas), a sin-
tese de ALA e PBG é aumentada. A atividade residual de PBG desaminase (aproximadamente 50% da dos controles) é sobrecarrega-
da, e 0 actimulo de ALA e PBG causa a doenca clinica. (Redesenhado de Kappas A., Sassa S., Galbraith R. A., Nordmann Y. [1989] The
porphyrias. In Scriver C. R., Beaudet A. L., Sly W. S, Valle D. [eds] The Metabolic Bases of Inherited Disease, 6.2 ed. McGraw-Hill, New

dano oxidativo regenerando o glutatifo reduzido de sua forma
oxidada. Na deficiéncia de G6PD, as drogas oxidantes, tais como
a primaquina, depletam a célula de glutatifio reduzido, ¢ o dano
oxidativo conseqiiente leva a hemdlise. Os compostos agresso-
res adicionais incluem os antibidticos sulfonamida, as sulfonas,
tais como a dapsona (amplamente usada no tratamento da han-
seniase e nas infec¢des por Prneumocystis carinii), a naftalina
(antimofo) e algumas outras.

O favismo, uma grave anemia hemolitica que resulta da in-
gestdo do feijdo Vicia faba e que é conhecido h4 muito tempo
em partes do mediterrineo, deve-se & extrema deficiéncia de
G6PD. O defeito enzimadtico torna as células vulnerdveis aos
oxidantes dos feijoes de fava (Pitdgoras, o matemdtico grego,
alertou seus seguidores quanto ao perigo de comer estes feijoes).
Nas dreas em que as variantes da deficiéncia grave como o alelo
mediterraneo sio prevalentes, elas sdo uma importante causa de
ictericia neonatal e de anemia hemolitica ndo-esferocitica con-
génita.

Farmacogendmica

O Projeto do Genoma Humano levou ao reconhecimento de que
a informag@o gendmica pode ser aplicada de modo benéfico a
problemas de farmacogenética em um novo campo de estudo
chamado de farmacogendémica. Existem pelo menos dois as-
pectos deste excitante desenvolvimento. Primeiro, e de modo
bem geral, € provdvel que a criacdo de novas drogas v4 ser muito
influenciada pelo conhecimento de todos os genes. Segundo,
um perfil farmacogenético de cada individuo que é candidato
areceber uma medicac@o pode ser desenvolvido, com dois be-
neficios possiveis. O primeiro beneficio é que deverd ser pos-
sivel prever, com um alto grau de precisdo, as pessoas que pro-
vavelmente terdo uma resposta adversa a uma medicacgio, mes-
mo sem o conhecimento especifico do metabolismo da droga
ou dos alelos especificos que modulam as respostas a ela. As-
sim, o desenvolvimento de um mapa de alta densidade de poli-
morfismo de nucleotideos tinicos (SNP) (ver Cap. 6) do geno-
ma humano poderia ser usado para desenvolver um perfil abre-
viado de SNP — um padrio especifico de marcadores SNP —
de pacientes que responderam adversamente a uma droga. Em
concordancia, os pacientes com perfis comparéveis, que, por-
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tanto, estdo em risco aumentado de uma resposta adversa, po-
deriam evitar medicagdes potencialmente perigosas. Além dis-
s0, as drogas que sdo muito benéficas e ndo-téxicas para algu-
mas pessoas — mesmo que a minoria de uma populagdo —
poderiam ser administradas com seguranga a pacientes sem o
perfil de risco SNP.

Um segundo beneficio pode vir do desenvolvimento de per-
fis SNP farmacogenéticos abreviados: seria possivel prever a
eficdcia provavel da medicacdo em uma pessoa antes da droga
ser administrada. Por exemplo, o perfil abreviado SNP farma-
cogenético de pacientes que metabolizam rapidamente a droga
— e, portanto, precisam de doses mais altas — poderia ser de-
terminado (mais uma vez, mesmo sem o conhecimento especifi-
co dos eventos bioquimicos envolvidos). Os pacientes com per-
fis SNP similares seriam, portanto, monitorados para que se ti-
vesse convic¢do de que a droga atingiria niveis terapéuticos.

Embora os programas de triagem para perfis SNP farmaco-
genéticos abreviados ja sugeridos possam ser dispendiosos, 0s
custos podem ser mais que compensadores pela reducdo de res-
postas adversas a drogas e um tratamento mais efetivo. Além
disso, o custo de chips de perfil de SNP abreviados provavelmente
diminuird se grandes quantidades de chips idénticos forem pro-
duzidas. Independente da precisdo de qualquer destas previsdes
especificas, o projeto do genoma terd um grande impacto na cri-
acdo e na administracdo de drogas, talvez de maneiras ainda nao-
imaginadas.

Farmacogenética na Medicina

Os exemplos anteriores demonstram a importancia e o poten-
cial da farmacogenética na medicina. Cada um representa um
problema farmacogenético significativo no qual a terapia raci-
onal deve levar em conta as grandes diferencas individuais ge-
neticamente determinadas na resposta. Em uma escala ampla,
o papel do metabolismo de drogas em muitos processos fisio-
patoldgicos, incluindo a mutagénese, a carcinogénese, a tera-
togénese, os danos citotéxicos e as doencas auto-imunes, é de
grande importancia. O tratamento de pacientes com reagdes
téxicas a drogas ou substincias quimicas deve incluir, quando
possivel, uma avaliagdo da condi¢do farmacogenética do paci-
ente e dos membros da familia, bem como uma consulta gené-
tica apropriada sobre os riscos potenciais de algumas drogas.
A aplicacdo dos conhecimentos do Projeto do Genoma Huma-
no a farmacogenética deve levar a uma era de “medicina indi-
vidualizada”, na qual medica¢Ges apropriadas e terapias sdo
criadas para cada paciente, considerando no apenas a apresen-
tacdo e o curso da doenga, mas também a constitui¢do genética
especifica do individuo.

CONCLUSAO

A medida que a patologia bioquimica de um nimero crescente
de doengas genéticas for gradualmente esclarecida, e os com-
ponentes genéticos de doengas comuns multifatoriais forem ca-
racterizados, novos e imprevisiveis mecanismos fisiopatolégi-
cos serdo reconhecidos. A compreensio da doenca genética em
nivel molecular ndo sé contribui para o conhecimento da bio-
logia humana normal, mas também € o alicerce para tratamen-
tos efetivos destes distirbios. Os principios aplicados no trata-
mento da doenca genética serdo apresentados no Cap. 13, com
exemplos que incluem muitas das condicdes que foram descri-
tas aqui e no Cap. 11.
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menos de 2% dos pacientes com CF. Seu pediatra e seus genitores

querem saber se a andlise de DNA pode determinar se ele de fato

tem CF.

(a) A andlise de DNA seria usada neste caso? Resuma as etapas
envolvidas na obtengdo de um diagndstico de DNA para CF.

‘ disease and the fronto-temporal dementas: Diseases with cere- : e : A
: bral ;Zposition of fibrillar ;)roteins. In Scriver CR, Beaudet AL, (b) Seele tiver C~F’ qual a probabilidade de que seja homo~z1g0to
e, Sly WS, Valle D (eds) The Metabolic and Molecular Bases of para a mutag@o AF508? (S’uponha que 85% das mutagdes CF
Inherited Disease, 8th ed. McGraw-Hill, New York, pp. possam ser detectadas na época em que vocé estd sendo con-
o 5875-5902. sultado e que os genitores da crianca descendam no noroeste
i Wallace DC, Lott MT, Brown MD, Kerstann K (2001) Mitochon- da Europa, onde o alelo AF508 tem uma freqiiéncia de 0,70).
dria and neuro-ophthalmologic diseases. In Scriver CR, (c) Seelenio tiver a muta¢do AF508, isto ndo comprova o diag-
e, Beaudet AL, Sly WS, Valle D (eds) The Metabolic and Molecu- néstico? Explique.
lar Bases of Inherited Disease, 8th ed. McGraw-Hill, New . )
York, pp. 2425-2512. 4. James € a tnica pessoa na familia a ser afetada pela DMD. Ele tem
Warren ST, Nelson DL (1994) Advances in molecular analysis of um irmdo ndo-afetado, Joe. A andlise de DNA mostra que James
fragile X syndrome. JAMA 271:536~-542. tem uma delec¢do no gene DMD e que Joe recebeu 0 mesmo cro-
Welsh MJ, Ramsey BW, Accurso F, Cutting GR (2001) Cystic fi- mossomo X materno, mas sem a dele¢do. Que consulta genética
brosis. In Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D (eds) The vocé daria aos genitores quanto ao risco de recorréncia de DMD
o Metabolic a.nd Molecular Bases of Inherited Disease, 8th ed. em uma futura gestacio?
McGraw-Hill, New York, pp. 5121-5188.
3 Worton R (2000) Muscular dystrophies: Diseases of the dys- 5. A DMD tem uma alta taxa de mutagdo, mas ndo mostra variagdo
& trophin-glycoprotein complex. Science 270:755-756. étnica na freqiiéncia. Use seus conhecimentos sobre o gene e a
: Worton RG, Molnan M]J, Brais B, Karpati G (2001) The muscular genética da DMD para sugerir por que este distirbio é igualmente
B dystrophies. In Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D (eds) comum em todas as populacdes.
S The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th . ) .
ed. McGraw-Hill, New York, pp. 5493-5524. 6. Nos pacientes com osteogénese imperfeita, explique por que as
¥ Zielinski J (2000) Genotype and phenotype in cystic fibrosis. Res- mutagdes de mudanga de sentido nas posi¢oes de glicina na hélice
piration 67:117-133. tripla do coldgeno tipo I sdo confinadas a um nimero limitado de
t Zielinski J, Corey M, Rozmahel R, et al (1999) Detection of a cys- outros aminodcidos (Ala, Ser, Cis, Arg, Val, Asp).
= tic fibrosis modifier locus for meconium ileus on human chro- . 50
). mosome 19q13. Nat Genet 22:128-129. 7. A eletroforese dos hemolisados de hemdcias mostra que algumas
. mulheres tém duas bandas de G6PD, mas que os homens tém ape-
T nas uma banda. Explique esta observagdo e o possivel significado
5 URLs for Mutation Database patoldgico e genético de achar duas bandas em uma mulher afro-
americana.
- Collagem mutation database 8. Uma crianca de 2 anos, filha de primos em primeiro grau, tem um
= http://www.le.ac.uk/genetics/collagem/ inexplicado retardo de desenvolvimento. Um levantamento de
Cystic fibrosis and CFTR gene mutation database vdrios pardmetros bioquimicos indica que a crianga tem uma defi-
< http://wvyw.genet.tvickkids.on.cc.l/ cftr/ ciéncia de quatro enzimas lisossomicas. Explique como uma tini-
2 Human mitochondrial genome disease database ca mutag@o autossdmica recessiva pode causar a perda de fungédo
http://www.gem.emmory.edu/mitomap.html de quatro atividades enzimaticas. Por que é mais provavel que a
. Phenylalanine hydroxylase mutation database crianga tenha uma condigdo autossdmica recessiva, se tiver algu-
2 http://www.mcgill.ca/pahdb ma condi¢io genética?
9. O efeito de um alelo dominante negativo ilustra um mecanismo
J geral pelo qual as muta¢des em uma proteina causam uma doenga
Problemas : i
s herda@a dc\)mmapti:me.nte. Que outro mecanismo é comumente
e 1. Um alelo mutante no locus receptor de LDL (que leva a hiperco- assoaadp 4 dormpat}c; 4 el;n KRS QN coriiieAm B8 SUBHOAnes
y lesterolemia familiar) codifica uma proteina alongada que tem cerca de peoteinas i imercan
,; de 50.000 déltons a mais que o receptor normal, com 120.000 ddl-  10. Os efeitos clinicos das mutagdes em uma proteina de manutengdo
) tons. Indique pelo menos trés mecanismos que possam contribuir com freqiiéncia sao limitados a um ou a alguns tecidos, em geral
i para esta anomalia. Aproximadamente quantos nucleotideos extras tecidos nos quais a proteina ¢ abundante e serve a uma funcéo es-
i precisariam ser traduzidos para adicionar 50.000 déltons a protei- pecial. Identifique e discuta exemplos que ilustrem esta generali-
i na? zagdo e explique por que eles sdo adequados.
, . Ao discutir as mudangas de nucleotideos encontradas na regido  11. A relacdo entre o local no qual uma proteina se expressa e o local
4 codificante do gene CF, dissemos que algumas das mudancas (mu- da patologia de uma doenca genética pode ser imprevisivel. Além
A danca de sentido) encontradas até agora sao apenas mutagdes “hi- disso, o tecido com falta da proteina mutante pode até nao ser afe-
i potéticas” causadoras de doenga. Que critérios se precisaria pre- tado pela patologia. Cite exemplos deste dltimo fendmeno e dis-
; encher antes de saber que uma mudanga de nucleotideo é patogé- cuta-os.
i i o poliunHiEmg besigho: 12. Os dois alelos de pseudodeficiéncia de hex A sdo Arg 247 Trp e

. Johnny, com 2 anos de idade, ndo estd se desenvolvendo. As in-

vestigagdes mostram que, embora ele tenha os achados clinicos de
CF, o cloreto de seu suor é normal. O cloreto do suor é normal em

Arg 249 Trp. Qual o motivo provdvel para que as substitui¢oes
de mudanga de sentido destes alelos estejam tdo proximas na pro-
tefna?




