ey

Variabilidade Genética
Humana e suas
Consequéncias

CONCEITOS PRINCIPAIS

Variantes humanas de DNA podem ser classificadas em larga escala versus pequena escala,
comuns versus raras e patogénicas versus nao patogénicas.

Polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms) sao
as variantes mais numerosas.

Polimorfismos de repetigoes curtas em tandem (microssatélites ou STRs, do inglés short tan-
dem repeat polimorphisms) sao muito comuns. As unidades de repetigio comumente apre-
sentam 1,2 ou 4 pb de comprimento e o conjunto de repeti¢des em tandem normalmente
varia de uma pessoa para outra, como resultado de deslizes da polimerase durante a repli-
cacdo do DNA.

Minissatélites sao repetigoes em tandem com unidades de repeti¢cao mais longas, entre 10 a
50 pb. Novamente, o niimero de unidades de repetigdo em um bloco varia entre as pessoas,
mas isso ocorre com mais frequéncia devido a recombinagao desigual. Minissatélites sao
mais comuns nos teldmeros dos cromossomos.

Muitas sequéncias maiores (entre 1 kb e 1 Mb) apresentam variagio no nimero de copias
entre pessoas sauddveis. Cerca de 5% de todo o genoma podem variar desta forma. Uma cau-
sa comum de toda esta variagdo € a recombinagao malpareada entre sequéncias repetidas.

0O DNA gendmico é submetido a processos constantes de dano e reparo. A maioria dos danos
passa despercebida, pois é eficientemente reparada. Falhas no reparo de dano ou na corregio
de erros de replicagdo sao as principais causas de variagio de sequéncia.

Variantes mais comuns sdo nao patogénicas, embora elas possam, em combinagao com ou-
tras variantes, aumentar ou reduzir a suscetibilidade a doengas multifatoriais. Elas sdo tteis
como marcadores (variantes que podem ser utilizadas para identificar um cromossomo ou
uma pessoa) em andlises de ascendéncia, forenses e estudos sobre as origens e as relagoes
entre as populagoes.

Efeitos patogénicos podem ser mediados por perda ou ganho de fungao de um produto gé-
nico. Muitas diferencgas distintas em um gene podem causar perda de fungao. Geralmente
apenas uma ou algumas mudangas especificas podem causar ganho de fungao.

Mudangas com perda de fungdo normalmente levam a fenétipos recessivos, enquanto mu-
dangas com ganho de fungao levam a fenétipos dominantes. Fendtipos dominantes também
podem resultar da perda de funcao se uma dose de 50% do produto génico normal nao for
suficiente para produzir um fenétipo normal (haploinsuficiéncia), ou se a proteina produzi-
da pelo alelo mutante interferir na func¢do do produto normal (efeito dominante negativo).

A patologia molecular procura explicar porque algumas mudangas genéticas causam um de-
terminado fenétipo clinico. No entanto, correlagoes bem definidas entre gendtipo e fenétipo
sdo raras em humanos, uma vez que humanos diferem muito entre si quanto a sua constitui-
¢do genética e seu ambiente.
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Este capitulo analisa as diferengas que existem entre diferentes humanos quanto a se-
quéncia de DNA de seus genomas (diferengas entre humanos e outras espécies foram
abordadas no Capitulo 10). Agora que se tém sequéncias gendmicas completas de vérios
individuos conhecidos, pode-se notar que eles diferem de um para o outro em iniimeros
modos. A maior parte das diferengas entre genomas humanos individuais parece nao ter
qualquer efeito. Outras diferengas afetam o fendtipo, produzindo o espectro normal de
determinantes genéticos das variagdes na constituicao do corpo, na pigmentagao, no me-
tabolismo, no temperamento e assim por diante, tornando-nos tinicos. Todas estas sao
variantes normais. Algumas sao patogénicas - ou seja, causam doengas ou tornam o seu
portador suscetivel a doengas que podem ou nao ser desenvolvidas, dependendo de seus
outros genes, seu estilo de vida, seu ambiente ou mero acaso. Neste capitulo, considera-se
primeiramente as variantes normais e depois aquelas que sao patogénicas. Existe outro
nivel de variagio genética que ndo serd abordado aqui: variagdo epigenética (variagoes na
metila¢do do DNA e na conformacéo da cromatina) entre individuos. Isto foi descrito no
Capitulo 11, mas ainda estd sob debate a questdo de quanto do fenétipo é conferido pela
genética e quanto se deve a variagoes epigenéticas entre nds.

13.1 TIPOS DE VARIACAO ENTRE GENOMAS HUMANOS

A variagao genética humana inclui desde mudangas nucleotidicas pontuais até o ganho
(ou perda) de cromossomos inteiros. Variantes podem ser classificadas como de larga ou
de pequena escala, com base no fato de poderem ou nao ser detectadas pelo sequencia-
mento de um produto de PCR convencional, com poucas centenas de nucleotideos. Va-
riantes de pequena escala normalmente causam efeito maior, caso tenham algum efeito,
sobre um tinico gene, enquanto variantes de larga escala geralmente afetam muitos genes.
Na realidade, evidentemente, existe um continuo entre estes limites.

Polimorfismos de nucleotideo tinico sdo numericamente o tipo de
variacao genética mais abundante

Quando genomas de diferentes humanos sdo comparados, a grande maioria dos nucleo-
tideos é quase sempre a mesma em todo mundo. Esta é a razdo pela qual é possivel falar
de forma generalizada sobre o genoma humano. Variantes ocasionais podem ser vistas na
posi¢ao de qualquer nucleotideo, mas sdo quase sempre raras. No entanto, cerca de um
nucleotideo a cada 300 é polimorfico - isto é, mais de uma forma é comum na populagio
(Quadro 13.1). Estes polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs, do inglés single nucle-
otide polymorphisms) sao catalogados no banco de dados ptiblico dbSNP (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) e designados por niimeros iniciados por rs (do inglés, re-
ference SNP; Quadro 13.2).

Na maioria dos casos, um SNP possui duas formas alternativas (alelos) - por exem-
plo, A ou G em uma certa posigao (Figura 13.1A). A frequéncia do alelo mais raro pode

QUADRO 13.1 Polimorfismo e mutacao: palavras com varios significados

A palavra polimorfismo € utilizada por geneticistas humanos para se re- mutagao mais comum causadora de fibrose cistica nas populagoes
ferir a varias questdes diferentes, em momentos diferentes. Parece des- do norte europeu (classificagao p.F508del; ver Quadro 13.2 para uma
necessario dizer, mas isso pode causar alguma confuséo. explicagao sobre a notagao) apresenta uma frequéncia entre 0,01-

0,02 em populagoes do norte europeu. Conforme apresentado no
Capftulo 3, isto nao poderia ser mantido por mutagoes recorrentes em
fungéo da pressao seletiva contra pessoas com fibrose cistica.

» Geneticistas clinicos muitas vezes utilizam polimorfismo para se referir
a variantes nao patogénicas, independentemente de sua frequéncia.

» Geneticistas moleculares geralmente descrevem uma variante como
um polimorfismo se sua frequéncia na populagao for superior a algum
valor arbitrario, frequentemente 0,01. Por exemplo, o SNP rs1447295
(ver Quadro 13.2 para uma explicaga@o sobre a notagao), localizado em
8g24, é um polimorfismo com dois alelos, C e A. Suas frequéncias séo % e 2 2 ?
0,93 e 0,07, respectivamente, na populagao europeia do HapMap. Varaant_es patogénicas, sejam comuns ou raras, sao descritas como
Este é o sentido que se utilizara neste livro, a menos que especificado pitacoes:
diferentemente. Variantes com uma frequéncia abaixo do ponto de A Palavra mutagao também pode ser utilizada com sentidos distintos,

corte arbitrério podem ser descritas como variantes raras. referindo-se tanto ao processo como ao produto:
» Em genética de populagdes, os pesquisadores definem um polimorfis- = um evento que altera a sequéncia de DNA — a radiagéo UV produziu
mo como a coexisténcia estavel na populacdo de mais de um genétipo uma mutagao no DNA,

em frequéncias tais que o tipo raro nao poderia ser mantido apenas
por mutacoes recorrentes. Nesta definicao, algumas mutacoes pato-
génicas também seriam consideradas polimorfismos. Por exemplo, a

= uma mudanga na sequéncia de DNA que pode ter acontecido ha mui-
to tempo - ela herdou uma mutagao de seu pai.
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QUADRO 13.2 Nomenclatura para descrever variantes de DNA e de aminoacidos

Cada polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP. na sigla em inglés) presente
no banco de dados publico dbSNP (http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
SNP) pode ser referido por seu identificador Gnico, como o rs212570,
em que rs se refere a “SNP referencia” (na sigla em inglés) e 212570 é
um ndmero serial Unico. Polimorfismos de repeticoes curtas em tandem
(STRPs, na sigla em inglés) possuem identificadores tais como D6S282,
em que D se refere a segmento de DNA, 6 & o nimero do cromossomo no

Substituicoes de aminodacidos
Utiliza tanto cddigos de uma letra (X indica um cédon de parada) como
codigos de trés letras. Proteinas s@o numeradas com o iniciador metio-
nina como cédon 1.
s p.R117H ou Argl17His - substitui a arginina 117 por uma histidina.
s p.G542X ou Gly542Stop - substitui o cédon da glicina 542 por um

qual o marcador esta localizado, S significa mutagao de cépia Ginica (do codon' de: parada.

inglés single copy sequence) e 282 é um numero serial Unico.

Qualquer mudanga na sequéncia pode ser descrita utilizando-se as
convencoes definidas no enderego eletronico da Human Genome Varia-
tion Society, http://www.hgvs.org/mutnomen/. Os casos mais comuns sao
descritos a seguir.

Todas as variantes apresentam o prefixo g. (genoma), c. (CDNA), r.
(RNA) ou p. (proteina).

Delecoes e insergoes

Utilize del para delecoes e ins para insercoes, precedido pela posicéo do
nucleotideo ou do intervalo (para mudangas no DNA) ou o simbolo do
aminoacido (cédigo de uma letra; para trocas de aminoéacidos).

+ p.F508del — em uma proteina (p), delegao da fenilalanina (F) 508.

s €.6232_6236del ou c.6232_6236delATAAG - delecao de cinco nu-

cleotideos comecando pelo nucleotideo 6232 do cDNA. A identidade

Substituigdes de nucleotideos

Para mudancas em um gene, o A do codon iniciador ATG é numerado
como +1; a base imediatamente anterior a ele & —1. Nao existe zero. O
nimero do nucleotideo alterado é seguido da mudanga.

+ g.1162G>A - no DNA gendmico, substituigdo de uma guanina na
posi¢ao 1162 por uma adenina.

gendmico.

www.lovd.nl/mutalyzer/.
Para mudancas nos introns, quando apenas a sequéncia do cDNA é
conhecida por completo, especifica-se o nimero do intron com IVS (do
inglés intervening sequence) ou o niumero do éxon mais préximo.
* g.621+1G>T ou IVS4+1G>T - substituicao de G por T na primeira
base do intron 4 (o nucleotideo 621 ¢ a (ltima base do éxon 4).

ser qualquer uma abaixo de 0,5. Nao seria de se esperar que alelos de SNP com alta fre-
quéncia tenham grande efeito fenotipico, pois a sele¢ao natural deve ter garantido sua
eliminagdo - caso seja danoso, ou sua fixagio (presente em toda a populagio) - caso seja
benéfico. No entanto, estes processos evolutivos podem ser incompletos no presente para
um dado alelo. Adicionalmente, a vantagem do heterozigoto é um mecanismo que pode
produzir polimorfismos estdveis mesmo quando um dos alelos é danoso em homozigo-
se. Isto acontece quando portadores assintomdticos de uma condigao deletéria recessiva
apresentam alguma vantagem seletiva sobre os homozigotos normais, como ocorre com a
anemia falciforme (ver Capitulo 3, p. 64). O argumento da sele¢io natural é menos pode-
roso com SNPs raros, mas mesmo assim, de modo geral, também nao seria de se esperar
que estes tivessem um efeito fenotipico, pois a maioria dos SNPs néo estd localizada em
sequéncias codificantes ou regulatdrias.

Alguns sitios polimérficos possuem variantes mais complexas. Um SNP pode possuir
trés alelos, A, G ou C, ou dois SNPs podem ser adjacentes um ao outro. A grande maioria das
variantes mais complexas no banco de dados dbSNP (cerca de 2 dos 12 milhdes de entradas)
sdo polimorfismos de inser¢ao/delecao (DIPs, do inglés deletion/insertion polimorphisms,
ou indels). Geralmente um ou dois nucleotideos nao repetidos sdo inseridos ou deletados
(Figura 13.1B). Insergoes e delegdes de unidades repetidas possuem causas e dinimica dis-
tintas, sendo discutidas apds a secido sobre repetigoes curtas em fandem (p. 408).

Algumas vezes um SNP afetard um nucleotideo que é parte do sitio de reconhecimen-
to de uma ou de outra enzima de restri¢io. Embora muitas centenas de enzimas de res-
trigdo sejam conhecidas, muitas delas reconhecem uma sequéncia palindrémica como
GAATTC. A sequéncia é palindrémica porque a fita complementar, lida na diregio 5'—3’,
também é GAATTC:

5' - ACGATTGAATTCTAGGATC - 3’
’ !
3" - TGCTAACTTAAGATCCTAG -5
-+

Apenas cerca de 10% de todos os nucleotideos se localizam em sequéncias palin-
drémicas, de modo que a maioria dos SNPs nao afeta nenhum sitio de restri¢dao. Quando
ocorre de um SNP se localizar em um sitio de restricdo, apenas um alelo ird reter a sequén-
cia necessdria para o reconhecimento. Assim sendo, o polimorfismo ira criar ou abolir
um sitio de restrigdo. SNPs deste tipo (Figura 13.1C), conhecidos como polimorfismos

dos nucleotideos deletados pode ser especificada.
* £.409_410insC - insere C entre os nucleotideos 409 e 410 do DNA

O programa, Mutalyzer, foi desenvolvido para garantir o nome correto
para qualquer variante de sequéncia que o usuario inserir; ver em http://

(A)
GCCTGTTTTATATTAC/TGATCCAATTTTTTCA

(B)
GAGACAGAGTTTCGC(T) TCTTGTTGCCCAGGCT

(©
CCAAGCCTGGAGCTA/GGCCGTGGGCCAGGCAAG

Figura 13.1 Tipos de polimorfismos

de nucleotideo tnico (SNP). (A) Um SNP
simples. O rs212570 é uma variante C/T
no cromossomo 20. (B) Um polimorfismo
de delegaofinsergao. 0 rs36126541 é

uma insergao ou delegao de um Unico
nucleotideo T na sequéncia do cromossomo
12. (C) Um polimorfismo de fragmento

de restricao (RFLP, do inglés restriction
fragment length polymorphism). O SNP
rs36078338 cria ou elimina a sequéncia
GCTAGC, a qual é o sitio de reconhecimento
para a enzima de restricao Nhel.
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Figura 13.2 Microssatélites. (A)
D65282 é uma repetigdo (CA), no
cromessomo 6. (B) 0125391 é uma
repeticao de quatro nucleotideos, (AGAT),,
no cromossomo 12, (C) D21S11 é uma
mutagao complexa de quatro nucleotideos
no cromossomo 21. Sequéncias sublinhadas
variam no nimero de repeti¢oes; a figura
mostra exemplo de alelos tipicos.

de fragmento de restricao (RFLP, do inglés restriction fragment length polymorphisms)
ou polimorfismos de sitio de restri¢cdo (RSPs, do inglés restriction site polymorphisms),
foram os primeiros marcadores de DNA amplamente utilizados e empregados na criagao
do primeiro mapa genético de ligagdo do genoma humano (ver Capitulo 8).

Por que alguns nucleotideos devem ser polimdrficos enquanto os nucleotideos vi-
zinhos raramente apresentam variantes? Em geral nao é porque algo neste nucleotideo
o torna especialmente suscetivel a sofrer mutacdo. Provavelmente, as variantes alterna-
tivas distinguem segmentos cromossdmicos ancestrais alternativos que sdo comuns na
populagio atual. Em comparacio com repeticoes curtas em tandem, SNPs sdo estdveis ao
longo do tempo evolutivo. Poucos SNPs sdo especificos a uma raga humana ou a um grupo
étnico, embora as frequéncias alélicas possam variar entre 0s grupos - portanto, a maioria
deles tem origem desde o passado remoto da evolugdo humana. A habilidade de definir
segmentos cromossdmicos ancestrais por meio de seu contetido de SNPs é extremamente
importante na pesquisa genética e serd uma importante preocupaco no Capitulo 15.

Tanto sequéncias intercaladas como as repetidas em tandem
podem apresentar variacao polimorfica

Conforme observado no Capitulo 9, cerca de 50% do genoma humano sao constituidos de
sequéncias repetidas. Muitas sdo repeti¢oes intercaladas - isto é, sequéncias repetidas que
estdo dispersas por todo o genoma (ou por parte do genoma), em vez de estarem agrupa-
das. A maioria das sequéncias intercaladas no genoma humano é derivada de transposons
(genes “saltadores” que podem se espalhar pelo genoma como uma infecgao intracelular
- ver Capitulo 9). Vdrias familias de repeti¢oes derivadas de transposons estdo presentes
em ntimero elevado - existe talvez 1,5 milhdo de c6pias do elemento SINE (do inglés short
interspersed nuclear elements), com 100 a 300 pb, e 850 mil elementos LINE (do inglés long
interspersed nuclear elements), com 6 a 8 kb dispersos pelo genoma. Algumas insergoes
especificas sdo polimdrficas no genoma humano, estando presentes em alguns cromosso-
mos, mas ausentes em outras copias dos mesmos Cromossomaos.

Repetigoes em tandem também sdao comuns, Unidades de repeti¢do podem ser desde
nucleotideos tinicos (p. ex., uma sequéncia de nucleotideos A) até 100 ou mais nucleoti-
deos. Repeticoes com unidades maiores sdo chamadas satélites. O nome vem de estu-
dos iniciais nos quais o DNA gendmico era submetido a sedimentacdo por gradiente de
densidade em ultracentrifugas. O DNA repetido tinha uma densidade de sedimentagao
diferente do restante do DNA, formando uma pequena banda satélite. Um exemplo co-
nhecido é o DNA a-satélite, encontrado nos centrémeros dos cromossomos, o qual con-
siste em repeti¢oes em tandem de uma unidade com 171 pb. Repeti¢coes com unidades de
10-50 nucleotideos sdo chamadas de minissatélites e aquelas com unidades menores sao
chamadas de microssatélites. A maioria dos microssatélites possui unidades de repeticdo
com 1, 2 ou 4 nucleotideos (Figura 13.2).

Polimorfismos de repeticoes curtas em tandem: a mao de obra para
estudos forenses e de parentesco

Caso genomas de diferentes individuos sejam comparados, é perceptivel uma variagdo no
numero de unidades de muitas das repetigdes em tandem. Diferentemente das variagoes
de SNPs, variagdes nas repeticoes em tandem sdo o resultado de eventos relativamente
recentes. Sao de dois tipos:

« Recombinagdo meidtica entre repetigoes malpareadas produz mudangas graduais no
niimero de unidades (Figura 13.3). Acredita-se que esta seja o principal mecanismo
gerador de diversidade nos minissatélites.

+ Deslizes da polimerase durante a replicagdo do DNA podem alterar o comprimento
das repetigdes por uma ou talvez duas unidades. Estes sdo o principal mecanismo
gerador de polimorfismos de microssatélite (Figura 13.4).

(A)
ACAGAGATAGACACACACACACACACACACACACACACAAACAAGCATGCTC

(B)
ATCAATGGATGCATACGT (AGAT) , .GAGAGGGGATTTATTAGAGGAATTAGC

(€)
TGAATTGCCT (TCTA) , (TCTG) ; (TCTA) ,TA(TCTA) ;TCA (TCTA) , ,TCGTCTATC
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crossover troca desigual entre
desigual cromatides-irmas
(UEC) (UESCE)
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Microssatélites polimoérficos (polimorfismos de repeti¢des curtas em tandem, ou
STRPs, do inglés short tandem repeat polimorphisms) tém sido os marcadores genéticos de
escolha para estudos forenses e de parentesco desde o inicio dos anos 1990. Eles sdo mais
informativos que os SNPs para a distingao entre individuos ou para seguir um segmento
cromossomico especifico por meio de uma linhagem, pois deve haver um niimero maior
de alelos na populagio (p. ex., um microssatélite pode ter entre 5 e 20 unidades de repeti-
¢ao em diferentes individuos). Os primeiros anos do Projeto Genoma Humano foram am-
plamente dedicados a defini¢ao e ao mapeamento de STRPs suficientes para construir um
mapa com alta definigdo utilizando marcadores ao longo de todo o0 genoma humano; cerca
de 150 mil STRPs foram identificados. Embora os STRPs permanegam sendo a ferramenta
de escolha para trabalhos forenses, trabalhos de ligagio passaram a utilizar SNPs, uma vez
que eles podem ser genotipados em larga escala utilizando microarranjos.

Variacoes em larga escala no nimero de copias sao
surpreendentemente frequentes em genomas humanos

Variantes suficientemente grandes para serem vistas por um citogeneticista em um mi-
croscopio sdo quase sempre o resultado de acidentes patogénicos isolados, ndo sendo
parte da variagdo humana normal. Citogeneticistas reconhecem apenas trés tipos de va-
riantes normais relativamente comuns:

» O tamanho das regides heterocromdticas nos centrémeros dos cromossomos 1, 9 ou
16, assim como o brago longo do cromossomo Y, podem variar.

» Osbragos curtos dos cromossomos acrocéntricos (cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22, 0s
quais possuem 0 centromero préximo a uma extremidade - ver Figura 2.15) variam
consideravelmente em tamanho e morfologia. Frequentemente a parte mais distal
aparece como um satélite conectado ao corpo principal do cromossomo por uma
haste curta e estreita. Note que este uso da palavra satélite nao apresenta relagio com
seu uso na descricao de repeti¢oes de DNA em fandem.

» Uma variedade de sitios frageis - segmentos de cromatina desenrolada - pode ser
vista quando células sdo cultivadas sob condigges que dificultam a replicagiao do DNA
- por exemplo, privando a célula de timidina ou adicionando afidicolina, um inibidor
da DNA polimerase (Figura 13.5). A maioria dos sitios frageis é variante normal, em-
bora os sitios FRAXA e FRAXE, discutidos a seguir (ver p. 424 ), sejam patogénicos.

Todas estas mudancas refletem variagdes no ntimero de cépias de sequéncias repetidas
em tandem. Até recentemente se assumia que qualquer delecdo ou inser¢do de um trecho
longo de DNA nio repetitivo seria patogénica. O advento de técnicas como a hibridizacao
gendmica de arranjo comparativo (na qual o DNA teste e o controle competem para hibri-
dizar em um microarranjo; ver Capitulo 2) e arranjo de SNP do genoma completo tornaram

Figura 13.3 Crossover desigual e
trocas desiguais entre cromatides

irmas causam insercgoes e delegoes. A
figura mostra o resultado da recombinagao
entre repeticoes mal-alinhadas em um
arranjo de repeticoes em tandem. As
cromatides mal-alinhadas podem estar em
cromossomos homologos, em cada caso o
resultado ¢ um crossover desigual (UEC, do
inglés unequal crossover), ou podem estar
em cromatides-irmas, produzindo uma troca
desigual entre crométides-irmas (UESCE, do
inglés unequal sister chromatid exchange).
Em ambos os casos, o resultado ira produzir
duas cromatides, uma contendo algumas
repeticoes extras, a outra com falta das
respectivas unidades de repeticao. Por uma
questao de simplificacao, as quebras sao
indicadas entre as unidades de repeti¢ao,
mas elas poderiam igualmente ocorrer em
posigoes dentro das unidades.
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Figura 13.4 Mau pareamento causado
por deslizamento de fita durante a
replicagcao do DNA. Uma nova fita de DNA
(rosa) esta sendo sintetizada, utilizando a
fita azul como molde. Durante a replicagao
normal do DNA, a fita nascente se dissocia
parcialmente do molde e depois se associa
novamente. Quando existe uma sequéncia
repetida em tandem, a fita nascente pode
ficar malpareada com o molde durante a
reassociagao. Isso pode resultar na perda
ou no ganho de unidades de repetigao na
nova fita, com relacao a fita molde.
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Figura 13.5 Um sitio fragil no
cromossomo. Uma porcao de cromatina
relativamente nao condensada em um
cromossomo metafasico altamente
condensado. Existem cerca de 120
localizagoes no genoma humano onde

o cromossomo de um individuo normal
possui uma tendéncia a apresentar um sitio
fragil quando células sao cultivadas sob
condi¢oes especiais. A imagem mostra um
cromossomo X com o sitio fragil patogénico
FRAXA (seta cinza). (Cortesia de Graham
Fews, University of Birmingham.)

Figura 13.6 O principio do mapeamento
de extremidades pareadas. No
mapeamento de extremidades pareadas sao
utilizados pequenos fragmentos (tamanho
definido) de DNA gendmico compartilhado de
clones BAC ou PAC, os quais sao marcados
pela ligagdo com adaptadores biotinilados.
Em ambos os casos, o objetivo & identificar
uma sequéncia representando as duas
extremidades do DNA original, reunidas pela
circularizagao. Na técnica de salto sobre o
cromossomo (chromosome jumping), isto é
utilizado para encontrar sequéncias (verde)
localizadas a 80 a 130 kb de uma sequéncia
conhecida (azul), com o objetivo de acelerar
o processo de construgao de um clone contig
por meio de uma grande regido gendmica.
No mapeamento de extremidades pareadas
o objetivo € identificar variantes estruturais
por meio da detecgao de sequéncias que
estao separadas a uma distancia diferente
no genoma teste, quando comparadas a
sequéncia do genoma humano de referéncia.

relativamente fcil, pela primeira vez, triar genomas inteiros por material extra ou ausente.
Logo se tornou aparente que muitas mudancas em larga escala podem ser encontradas nos
genomas de individuos sauddveis. Um estudo importante realizado por Redon et al.,, com 269
individuos saudéveis de quatro populagdes geograficamente distintas (amostras do HapMap;
ver Capitulo 15), identificou 1.447 regides com niimeros varidveis de copias de sequéncias
de pelo menos 1 kb de comprimento. No total, foi relatado que estas regides varidveis co-
briam 360 Mb, ou 12% do genoma (embora esta estimativa tenha sido posteriormente revi-
sada, diminuindo a porcentagem), e incluia muitos genes. O tamanho médio dos segmentos
varidveis foi de 250 kb. As técnicas utilizadas, de modo geral, apresentaram pouca sensibi-
lidade para a detecgdo de variantes menores. Muitos destes segmentos varidveis menores
teriam sido perdidos. Essas variantes menores podem ser identificadas utilizando a técnica
de mapeamento de extremidades pareadas. Ela envolve a sele¢ao de fragmentos randomi-
cos de DNA gendmico, com um tamanho conhecido, e 0 sequenciamento de algumas diizias
de nucleotideos de ambas as extremidades de cada fragmento. E possivel entdo comparar a
disténcia entre as sequéncias terminais no fragmento selecionado (cujo tamanho é conheci-
do) com a distancia entre as mesmas sequéncias no genoma humano de referéncia (Figura
13.6). Se a distdncia de separacio é maior no fragmento selecionado do que no genoma refe-
réncia, o fragmento deve conter uma insercio que nio estd presente no genoma referéncia;
por outro lado, uma distincia menor indica uma delecao. Estudos recentes tém demonstrado
que as variantes menores sao ainda mais frequentes que as maiores (Figura 13.7).

Embora SNPs sejam individualmente mais numerosos, variantes de niimero de cdpias
(CNVs, do inglés copy-number variants) sao responsaveis, de longe, pelo maior niimero de
nucleotideos que difere entre dois genomas. Assim sendo, o genoma humano € conside-
ravelmente mais varidvel entre pessoas normais (saudaveis) do que havia se admitido ini-
cialmente. Os estudos mencionados ndo revelaram se, nos casos em que havia ganho no
nimero de copias, as vérias cpias estavam distribuidas ao longo de varios cromossomos
ou se estavam agrupadas em tandem. OQutros estudos indicam que eles comumente formam
agrupamentos em tandem. O Database of Genomic Variants (TCAG; http://projects.tcag.
ca/variation/) é um banco de dados de variantes observadas em pessoas aparentemente
saudéveis, enquanto o banco de dados Decipher (http://decipher.sanger.ac.uk/) armazena
variantes observadas em pessoas com anormalidades fenotipicas (embora raramente se sai-
ba com certeza se quaisquer variantes especificas sdo a causa da anormalidade fenotipica).
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As sequéncias gendmicas individuais que estdo agora se tornando disponiveis forne-
cem uma imagem impressionante da variabilidade geral presente em individuos sauddveis.

O cientista pioneiro Craig Venter foi o primeiro individuo cuja sequéncia completa do
genoma diploide foi determinada. A sequéncia referéncia do genoma humano foi com-
posta por doadores andnimos. Comparada com esta referéncia, as seguintes variantes fo-
ram observadas no genoma de Venter:

¢ 3,2milhoes de SNPs

e 290 mil variantes de inser¢ao/delegao em heterozigose (variando de 1 a 571 pb de
comprimento)

» 559 mil variantes de inser¢ao/delecao em homozigose (variando de 1 a 82.711 pb de
comprimento)

« 90 inversdes grandes

» 62 variantes com alto niimero de cdpias

Um total de 12.290.978 nucleotideos diferiram da sequéncia referéncia. Embora a
maior parte desta variacao tenha sido no DNA nio codificante, 44% dos genes de Venter
apresentavam uma variacdo de sequéncia com relagao a sequéncia referéncia do genoma
humano; 17% codificavam proteinas alteradas, incluindo 317 genes, nos quais algumas
variantes foram identificadas como patogénicas.

O genoma diploide de James Watson também foi publicado e apresenta uma quanti-
dade semelhante de varia¢do, com 3,3 milhdes de SNPs, dos quais 10.654 causam trocas
de aminodcido em proteinas.

13.2 DANO AO DNA E MECANISMOS DE REPARO

Algumas variantes de DNA surgem de erros na replicagdo ou na recombinagdo, mas a
principal fonte sdo falhas no reparo a danos no DNA. A visdo do DNA como um arqui-
vo genético estdvel, seguramente protegido no nticleo celular, esconde a dificuldade da
manutencio dessa estabilidade. Ataques quimicos por agentes enddgenos ou exégenos e
erros gerados durante sua fungao normal representam ameacas constantes 2 integridade
do genoma (Figura 13.8).

O DNA celular requer constante manutencao para reparar danos e
corrigir erros

Os agentes que causam dano ao DNA podem ser tanto externos & célula como provenien-
tes de efeitos indesejados da quimica intracelular.

Existem trés agentes externos principais, com grande probabilidade de causar dano
ao DNA:

 Radiagdo ionizante - raios gama e raios X podem causar quebras unifilamentares ou
bifilamentares na cadeia principal de agticar-fosfato.

¢ Radiagdo ulfravioleta - raios UV-C (com um comprimento de onda de aproximada-
mente 260 nm) sdo especialmente danosos, mas a maior fonte de dano em humanos
sao os raios UV-B (280-315 nm) na luz solar que penetra a camada de ozonio. Radiacio

Figura 13.7 Distribuicao de tamanho
das variantes de nimero de copias

no genoma humano. Apenas variantes
maiores que 1 kb sao apresentadas. O

pico na distribuicédo de tamanho entre 100
a 200 kb é parcialmente um artefato da
tecnologia de arranjo em BAC, utilizado

em muitos estudos; muitas das variantes
relatadas nessa variagao de comprimento
sao na verdade menores. [Dados
reproduzidos com a permissao do Database
of Genomic Variants, http://projects.tcag.ca/
variation, acessado em janeiro de 2009.]
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Figura 13.8 Ameagas a integridade

do DNA genomico. A figura indica os
sitios em cada nucleotideo que sao
reconhecidamente alterados pelo ataque
hidrolitico (setas vermelhas), dano oxidativo
espontaneo (setas azuis) e metilagao nao
controlada pelo grupo doador S-adenosil
metionina (setas amarelas). A largura de
cada seta indica a frequéncia relativa de
cada evento. Radiagdes ionica e ultravioleta
representam ameacas adicionais nao
indicadas nesta figura. [De Alberts B,
Johnson A, Lewis J et al. (2007) Molecular
Biology of the Cell, 5th ed. Garland Science/
Taylor & Francis LLC, apés Lindahl T (1993)
Nature 362, 709-715. Com a permissao de
Macmillan Publishers Ltd.]
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UV causa ligagao cruzada entre pirimidinas adjacentes em uma fita de DNA, formando
dimeros de ciclobutano pirimidina (Figura 13.9D) e outros fotoprodutos anormais.
Produtos quimicos ambientais - estes incluem hidrocarbonetos (p. ex., na fumaga do
cigarro), algumas plantas e produtos microbioldgicos, tais como as aflatoxinas encon-
tradas em amendoim mofado, além de agentes quimicos utilizados no tratamento
quimioterdpico contra o cincer. Agentes alquilantes podem transferir um grupo metil
ou outro grupo alquila para as bases de DNA e podem causar ligagdo cruzada dentro
de uma fita ou entre diferentes fitas de DNA.

Embora agentes externos sejam mais visiveis, as principais ameagas para a estabilida-

de do DNA celular vém de eventos quimicos internos, tais como os ilustrados nas Figuras
13.8e13.9:

Depurinagdo - cerca de 5 mil bases de adenina e guanina sao perdidas todos os dias
de cada célula nucleada pela hidrdlise esponténea da ligagao base-agticar (ver Figu-
ras 13.8 e 13.9A).

Deaminagdo - diariamente, em cada célula nucleada humana, pelo menos 100 citosi-
nas sdo espontaneamente deaminadas para produzir uracila (ver Figuras 13.8 e 13.9B).
Com menor frequéncia, a deaminagao espontanea da adenina produz hipoxantina.
Ataque por espécies reativas de oxigénio - nions superoxido (0, ) altamente reativos e
moléculas relacionadas sdo gerados como um subproduto do metabolismo oxidativo
na mitocondria. Eles também podem ser produzidos pelo impacto da radiagao ioni-
zante em constituintes celulares. Estas espécies reativas de oxigénio atacam anéis de
purina e de pirimidina (ver Figura 13.8).

Metilagdo ndo enzimdtica - metilagio acidental do DNA (nao enzimdtica) pela S-ade-
nosil metionina produz cerca de 300 moléculas da base citotdxica 3-metiladenina,
por célula por dia, além de uma quantidade da molécula menos danosa 7-metilgua-
nina (ver Figura 13.8). Esse é um processo muito distinto da metilagao enzimadtica da
citosina para produzir 5-metilcitosina, o qual as células utilizam como um importan-
te método de controle da expressao génica (ver Capitulo 11). As bases metiladas de
adenina e guanina distorcem a dupla-hélice e interferem com interagoes vitais entre
DNA e proteinas.

Além do dano causado por esses diversos processos, erros podem ocorrer durante o

metabolismo normal do DNA. Certa taxa de erro (incorporagio do nucleotideo errado) é
inevitdvel durante a replicagdo do DNA. Mecanismos de revisdo corrigem a grande maio-
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ria dos maus pareamentos resultantes, mas algumas podem persistir, produzindo varia-
¢des na sequéncia. Falhas nos mecanismos de revisio nas células somdticas constituem
uma das causas de cancer (ver Capitulo 17). Além disso, erros ocasionais na replicagdo ou
na recombinagao deixam quebras na fita de DNA, as quais precisam ser reparadas para
que a célula sobreviva.

Os efeitos do dano ao DNA

O dano ao DNA acarreta dois possiveis efeitos sobre a célula. Primariamente ele é citotd-
xico. Quando o DNA é replicado, muitos tipos de dano causario a parada da forquilha de
replicagao. Mesmo fora da fase S do ciclo celular, a RNA-polimerase ird parar em lesdes no
DNA durante a transcrigao do RNA, prevenindo a expressao do gene danificado. Estes pro-
blemas sio potencialmente letais a célula. Complexos multiproteicos especiais patrulham
constantemente o DNA celular, detectando e respondendo ao dano. A progressio no ciclo

timina induzidos por radiagao ultravioleta.
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QUADRO 13.3 Mecanismos de reparo do DNA em células humanas

Células humanas utilizam pelo menos seis diferentes mecanismos de re-
paro de DNA. Trés deles sao usados para corrigir bases anormais quando
estas estao presentes em apenas uma das duas fitas do DNA — ou seja, a
base modificada esta pareada com uma base normal. A base danificada
pode ser reparada ou removida e substituida.

« O reparo por excisao de base (BER, do inglés base excision repair)
corrige a maior parte do dano mais comum ao DNA (na ordem de 20
mil bases alteradas por dia em cada célula nucleada do corpo huma-
no). Glicosilases envolvidas com o BER removem bases anormais pela
quebra da ligagao acglicar-base (Figura 1A). Humanos apresentam
pelo menos oito genes que codificam diferentes DNA-glicosilases,
cada uma responséavel por identificar e remover um tipo especifico
de base danificada. Apds a remocao da base danificada, uma endo-
nuclease e uma fosfodiesterase cortam a cadeia principal de aglicar-
-fosfato na posigao da base faltante e removem o residuo de agtcar-
-fosfato. O gap é preenchido pela sintese com uma DNA-polimerase,
e 0 corte remanescente & selado pela DNA-ligase Il

torno do dano, em vez de uma Unica base (como no BER). A cadeia
de agticar-fosfato é clivada no sitio do dano, e exonucleases removem
um amplo trecho do DNA flanqueador. Como no BER, o gap é preen-
chido pela ressintese e selado pela DNA-ligase. O reparo por excisao
de nucleotideo também € utilizado para corrigir quebras simples (em
apenas uma das fitas) na cadeia principal de aglcar-fosfato.

O reparo por reversao direta do dano ao DNA é um mecanismo de
reparo de DNA pouco utilizado em humanos. Trés genes humanos fo-
ram implicados neste mecanismo, dentre 0s quais o melhor caracte-
rizado codifica uma 0-6-metilguanina-DNA-metiltransferase, a qual é
capaz de remover grupos metil de guaninas que foram incorretamente
metiladas. Em muitos organismos, dimeros de timina produzidos por
radiagao UV podem ser diretamente resolvidos pela enzima fotoliase
utilizando a energia da luz visivel (fotorreativacao). Embora mamiferos
possuam enzimas relacionadas a fotoliase, eles a utilizam para um
propésito bastante diferente, o controle de seu reldgio circadiano.

Nos processos de reparo descritos, a segunda fita de DNA (ndo dani-

s O reparo por excisao de nucleotideo (NER, do inglés nucleotide ficada) serve como molde para a acurada reconstrugao da fita danificada.
excision repair) remove dimeros de timina e grandes adutos quimicos Danos que afetam ambas as fitas do DNA exigem mecanismos distintos.
(Figura 1B). O NER remove e ressintetiza uma ampla regiao no en- Existem dois mecanismos principais.
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Figura 1 Mecanismos de reparo do DNA. (A)
Reparo por excisao de base. (B) Reparo por
excisao de nucleotideo.
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quebras duplas no DNA. (A) Recombinagao
:I\ Crométides- homéloga. A sequéncia correta é reconstruida
e y ]/ -irmas utilizando a cromatide-irma intacta como
e perda de nucleotideos um molde (detalhes moleculares nac sao
g‘a’; ﬁ:ﬂ?ﬁ:&’; partir apresentados). Isso produz um reparo acurado,

perda de nucleotideos por
degradagao a partir das extremidades

processamento das extremidades
e ressintese dos gaps utilizando a
cromatide-irma como molde

A
delecao de uma sequéncia de DNA

mas nem sempre € possivel. (B) A reuniao de
extremidades ndo homologas € sempre possivel,
mas a fita reparada apresentara nucleotideos

l"?“’“éo das extremidades  para mais ou para menos na regido da jungéo.

[De Alberts B, Johnson A, Lewis J et al. (2007)
Molecular Biology of the Cell, 5th ed. Garland
Science/Taylor & Francis LLC.]
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+ Na recombinacao homologa, uma fita simples de um cromossomo
homélogo invade o DNA danificado e atua como um molde para o
reparo (Figura 2A). Este tipo de reparo normalmente ocorre apos a
replicagdo do DNA, mas antes da divisao celular, envolvendo a croma-
tide-irma. A maquinaria eucariética para o reparo por recombinacao
nao € téo bem definida quanto os sistemas de reparo por excisao. Ge-
nes humanos envolvidos nesta via incluem NBS (Nijmegen breakage

de DNA nas extremidades reunidas. Esta € uma medida desesperada
que provavelmente causara mutagoes ou rearranjos cromossomais,
mas € melhor do que deixar as extremidades sem reparo. Uma das
razoes pelas quais os teldmeros precisam de uma estrutura especial
€ para proteger as extremidades normais dos cromossomos da acao
deste tipo de resposta a quebras duplas (envolvendo ambas as fitas).

Um dltimo mecanismo de reparo é relacionado a corregao de incom-

syndrome; OMIM 602667), BLM (Bloom syndrome; OMIM 604610)
e os genes de suscetibilidade ao cancer de mama BRCA2 (OMIM
600185) e BRCA1 (OMIM 113705).

patibilidades causadas por erros da replicagao (mismatches). Células
deficientes no reparo de mismatches apresentam taxas de mutacao de

100 a 1.000 vezes superior ao normal, com uma tendéncia particular ao

« Na reunido de extremidades nao homdlogas, complexos multi-
proteicos sdo montados nas extremidades rompidas da molécula de
DNA, e DNAs-ligases retinem as extremidades independentemente de
sua sequéncia (Figura 2B). Existe sempre alguma perda da sequéncia

celular é adiada até que o dano tenha sido reparado, e danos irrepardveis desencadeiam
a apoptose (morte celular programada). Disfungdes do sistema para a detecgao do DNA
danificado e coordenacao da resposta celular ao dano possuem um papel central no de-
senvolvimento do cancer, conforme serd descrito no Capitulo 17.

Mesmo que uma célula seja capaz de sobreviver com DNA danificado, o DNA modifi-
cado e nao reparado serd provavelmente mutagénico. Caso mutagdes ocorram nas células
germinativas, estas podem originar novas variantes na populacao, fornecendo a matéria-
-prima para a evolugao, bem como as variantes intraespecificas consideradas neste capi-
tulo. Uma importante fonte de mutagio é a sintese de DNA translesao suscetivel a erro. As
polimerases suscetiveis a erro { (zeta) e \ (iota) sdo capazes de replicar DNA danificado,
ultrapassando forquilhas de replicagao que pararam em funcéo de lesdes - mas a custa de
uma elevada taxa de erro. Adicionalmente, bases modificadas podem nao parear durante
areplica¢do do DNA, introduzindo mudangas permanentes na sequéncia. Por exemplo, a
uracila produzida pela deaminagio da citosina pareia com a adenina, assim como a 8-hi-
droxiguanina, que é um produto do ataque oxidativo ao DNA.

Um caso especial é a 5-metilcitosina. Quando a citosina é deaminada, o produto é a
uracila. Esta é uma base nao natural no DNA, a qual ¢, de maneira eficiente, reconhecida e
corrigida. No entanto, 5-metilcitosina é deaminada em timina, uma base natural no DNA
(Figura 13.9C). Se o nao pareamento G-T resultante ndo for corrigido antes da préxima
etapa de replicagdo, uma célula filha terd uma mutagao C—T permanente. Evidéncias
oriundas tanto de estudos evolutivos como de doengas humanas demonstram a impor-
tancia da deaminagao da 5-metilcitosina como uma fonte de mudancas de sequéncia. Ci-
tosinas metiladas sdo quase sempre encontradas em sequéncias CpG (i.e., o nucleotideo
3’ da citosina é uma guanina), as quais sdo regioes com elevada taxa de mutagao (mutatio-
nal hotspots) (ver também Capitulos 8 e 11).

Em resposta a essas varias formas de dano, as células utilizam uma ampla gama de
mecanismos de reparo. Diferentes mecanismos corrigem diferentes tipos de lesdo (Qua-
dro 13.3). A importancia de mecanismos eficientes de reparo ao DNA é ressaltada pelos
aproximadamente 130 genes humanos envolvidos em reparo de DNA, bem como pelas
doencas graves que afetam pessoas com sistemas de reparo deficientes.

Replicacao do DNA, transcri¢ao, recombinacao e reparo utilizam
complexos multiproteicos que compartilham componentes

Os diferentes sistemas de reparo, com excegio do reparo direto, requerem exonucleases,
endonucleases, helicases, polimerases e ligases (ver Quadro 13.3). Muitas das mesmas
funcoes também sdo requeridas para a replicagdo do DNA, para a transcri¢do e para a
recombinacao. Em cada caso, grandes complexos multiproteicos sao montados no sitio
de agdo, e a cromatina é remodelada. Embora alguns componentes sejam especializados
para fungoes distintas (como as vdrias polimerases de DNA), muitos atuam em vdrios
complexos diferentes. Estes incluem TFIIA (fator de transcricdo geral IIA), PCNA (do in-
glés proliferating cell nuclear antigen) e RPA (do inglés replication protein A). O fator de
transcri¢do TFITH é um complexo multiproteico que existe em duas formas, uma voltada
a transcricao geral e outra voltada ao reparo, provavelmente de forma especifica para o
reparo de DNA transcricionalmente ativo.

deslizamento da replicagdo em sequéncias homopoliméricas (ver Figura
13.4). Em humanos, 0 mecanismo envolve pelo menos cinco proteinas, e
defeitos causam a sindrome de Lynch (OMIM 120435 e OMIM 609310).
Detalhes do mecanismo serao fornecidos no Capitulo 17.
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célula A célula B

( )

| fusao celular

célula fusionada

teste de reparo
do DNA

deficiéncia no reparo:

mesmo grupo de grupos de
complementagao complementagao
distintos

Figura 13.10 Designando genes
defeituosos de reparo de DNA para
grupos de complementacao. Células
com deficiéncia nos mecanismos de reparo
e pertencentes a dois pacientes distintos
(A e B) sao fusionadas em cultivo celular,
de modo que a célula fusionada possa

ser posteriormente testada quanto a sua
habilidade de reparar o DNA. Caso as
células fusionadas sejam competentes

no reparo de DNA, entdo as células Ae B
pertencem a grupos de complementagao
distintos e provavelmente contém defeitos
em genes distintos envolvidos com o reparo
de DNA. Caso a célula fusionada ainda

nao seja capaz de reparar o DNA, entao

A e B pertencem ao mesmo grupo de
complementacao e devem ter defeitos no
mesmo gene de reparo do DNA.

competéncia no reparo:

Defeitos no reparo de DNA sao a causa de diversas
doencas humanas

Triagens de mutacgoes em E. coli e leveduras identificaram componentes de vias de reparo
por meio da busca por mutantes hipersensiveis aos efeitos danosos da radiacdo ou a agen-
tes quimicos. Em humanos, investigacoes similares utilizaram linhagens celulares derivadas
de pacientes. Uma confusa variedade de doengas genéticas humanas apresenta fendtipos
parcialmente sobrepostos, os quais sugerem defeitos em alguns aspectos do reparo de DNA.
Essas incluem o xeroderma pigmentosum (OMIM 278700), sindrome da cocaina (OMIM
216400), tricotiodistrofia (OMIM 601675), anemia de Fanconi (OMIM 227650), ataxia-telan-
giectasia (OMIM 208900), sindrome de quebra de Nijmegen (OMIM 251260) e a sindrome de
Bloom (OMIM 210900). Clinicamente, pacientes podem apresentar sintomas que incluem
hipersensibilidade a luz solar, problemas neurolégicos e/ou esqueléticos, anemia e uma alta
incidéncia de vérios tipos de cincer. No laboratoério, células derivadas de pacientes com es-
sas desordens apresentam hipersensibilidade a varios agentes que causam dano ao DNA.

Grupos de complementacao

Muitas dessas condigoes podem ser divididas em varios grupos de complementacgao por
meio de testes de fusdo celular (Figura 13.10). Se duas células, A e B, apresentam perda da
fungao de genes de reparo distintos, entao a fusao dessas células produzird um hibrido con-
tendo copias funcionais de ambos os genes. A célula A, com defeito no gene A, fornecera
uma cépia funcional do gene B, enquanto a célula B, na qual o gene B é defeituoso, fornecera
uma cépia funcional do gene A. Assim sendo, o hibrido deve recuperar o fendtipo selvagem
de resisténcia ao dano ao DNA. Utilizando esta abordagem, células de pacientes com xero-
derma pigmentosum, causado por defeitos no reparo por excisiao de nucleotideo (ver Quadro
13.3), foram divididas em sete grupos diferentes. Células de um grupo irdo complementar o
defeito de células de qualquer outro grupo. A anemia de Fanconi, causada por uma resposta
celular defectiva ao dano ao DNA, foi dividida em pelo menos 12 grupos. Em geral, um gene
diferente estd mutado em cada grupo de complementagao, embora os fenétipos clinicos se
sobreponham. Detalhes dessas doengas genéticas e seus grupos de complementagio podem
ser encontrados no banco de dados OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

Estudos moleculares desses vdrios grupos definiram um grande niimero de genes en-
volvidos no reparo de DNA em humanos. A identificacgio das vias individuais foi ampla-
mente auxiliada pela grande conservagao dos mecanismos de reparo por meio de todo o
espectro da vida. Ndo apenas os mecanismos de rea¢do, mas também a estrutura das pro-
tefnas e a sequéncia dos genes sdo frequentemente conservadas desde E.coli até humanos.

Geralmente, eucariotos apresentam muiltiplos sistemas que correspondem a cada
sistema independente em E. coli. Por exemplo, o mecanismo de reparo por excisao de
nucleotideo requer seis proteinas em E. coli mas pelo menos 30 em mamiferos. Um con-
traponto a conservagio é a confusa nomenclatura génica, referindo-se algumas vezes a
doencas humanas (p. ex., xeroderma pigmentosum tipo D, ou XPD), as vezes a mutantes
de leveduras (genes RAD) e por vezes a sistemas de complementacdo de células de ma-
miferos (ERCC, do inglés excision repair cross-complementing). Entao, por exemplo, XPD,
ERCC2 e RAD3 sao os mesmos genes em humanos, camundongos e leveduras.

Nem todas as doencgas que envolvem hipersensibilidade a agentes que causam dano
ao DNA sdo provocadas por defeitos nos sistemas de reparo ao DNA. Em alguns casos é a
resposta celular ao dano, de modo mais abrangente, que estd defectiva. Células normais
reagem ao dano ao DNA atrasando o progresso por meio do ciclo celular - permanecendo
em um determinado ponto de verificagio (checkpoint) até que o dano tenha sido reparado
- ou disparando a apoptose, caso o dano seja irreversivel. Pacientes com ataxia-telangiec-
tasia e anemia de Fanconi possuem mecanismos de reparo intactos, mas sao deficientes
na percepcio do dano ou nos mecanismos de resposta. Defeitos no controle do ciclo celu-
lar e na reposta apoptdtica sdo centrais no desenvolvimento do cancer, sendo discutidos
posteriormente no Capitulo 17.

13.3 VARIANTES PATOGENICAS DE DNA

Conforme mencionado, os genomas de individuos sauddveis apresentam um grande
ntimero de variagoes na sequéncia. Em sua grande maioria, estas variantes sdo comple-
tamente inofensivas e ndo apresentam efeito conhecido sobre o fenétipo. Mesmo entre
aquelas que afetam o fenétipo, a maioria faz parte da variagdo normal que nos torna tini-
cos. Uma atengao especial, no entanto, é direcionada aquelas variantes que sdo patogéni-
cas - ou seja, causam ou nos tornam suscetiveis a uma doenga.
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Decidir se uma mudanca na sequéncia de DNA é patogénica
pode ser dificil

Nem todas as variantes de sequéncia vistas em uma pessoa afetada serdo patogénicas.
Do mesmo modo que pessoas perfeitamente sauddveis carregam intimeras variagoes na
sequéncia, o mesmo serd verdade para uma pessoa com uma doenca genética. Como se
pode decidir se uma mudanca de sequéncia identificada em uma pessoa € a causa de sua
doenga ou apenas uma variante inofensiva? Apenas um teste funcional pode fornecer
uma resposta definitiva - mas testes funcionais sdo muitas vezes dificeis de integrar o tra-
balho de um laboratério de diagndstico. De qualquer modo, para muitos produtos génicos
ndo existe um teste laboratorial disponivel, capaz de testar todos os aspectos da fungao
génica in vivo. Algumas variantes podem ser patogénicas apenas em periodos de estresse
ambiental e outras podem apresentar efeitos sutis que se manifestam suscetivelmente a
uma doenga, mas apenas quando combinadas com algumas outras variantes genéticas.

Na auséncia de um teste funcional definitivo, a natureza da mudanga na sequéncia
com frequéncia fornece uma pista. Primeiro pode-se questionar se a variante afeta uma
sequéncia que ¢ sabidamente funcional. Tais sequéncias incluiriam as sequéncias codifi-
cantes de genes, as sequéncias franqueadoras de jungoes éxon-intron (sitios de splicing),
a sequéncia promotora imediatamente a montante de um gene, assim como qualquer
outra sequéncia regulatdria conhecida. A grande maioria das variantes patogénicas afeta
sequéncias que sdo sabidamente funcionais, as quais representam uma parcela pequena
de DNA total. No entanto, existe sempre a possibilidade de que uma variante localizada
fora de qualquer sequéncia funcional conhecida possa estar presente em um elemento
funcional ainda nao identificado. Conforme visto no Capitulo 11, o projeto ENCODE esté
revelando muitos elementos funcionais previamente ignorados no genoma humano. Sus-
peita-se que tais elementos sejam sitios de variantes que alteram meramente a suscetibili-
dade a uma determinada doenca, em vez de a causar diretamente.

Se uma variante afeta uma sequéncia conhecida, deve-se tentar predizer o seu efeito.
Uma tabela do cédigo genético (ver Figura 1.25) pode ser utilizada para identificar os efei-
tos de uma variagédo na sequéncia codificadora sobre o produto génico. Conforme descrito
a seguir, mutagdes sem sentido (nonsense), trocas de fase de leitura, assim como muitas
delegoes, podem garantidamente predizer a destruigio da protefna. De modo similar, alte-
ragoes nas sequéncias invariantes GT...AG nos sitios de splicing apresentam elevada proba-
bilidade de ser patogénicas. Mudangas que simplesmente substituem um aminodcido por
outro (mutagéo nao sinénima ou missense) sio mais dificeis de ser interpretadas.

Outra abordagem envolve a busca por precedentes. Talvez uma variante ja esteja do-
cumentada no dbSNP, o banco de dados de mutagdes pontuais (ver anteriormente). Alter-
nativamente, ela pode estar documentada em um dos bancos de dados de mutagées pato-
génicas listadas nas Leituras adicionais. Um tipo diferente de precedente pode ser buscado
pela verificacdo de sequéncias normais de genes relacionados, os quais podem estar em
humanos (paralogos) ou em outras espécies (ortélogos). Caso as variantes estejam presen-
tes em sequéncias normais, do tipo selvagem, é improvével que sejam patogénicas.

Mutacées pontuais e outras mudancas de escala menor sao tipos
comuns de mudanca patogénica

Mudangas patogénicas sdo causadas por pequenas alteragdes de sequéncia na regido co-
dificante ou na regiao regulatéria de um dado gene.

Mutacoes nao sindnimas (missense)

Substitui¢des de um tinico nucleotideo na sequéncia codificadora de um gene podem ou nio
alterar a sequéncia da proteina codificada. O cddigo genético é degenerado: os 64 cédons co-
dificam apenas 20 aminoécidos (mais trés cddons de parada). Portanto, algumas mudancas
de c6don ndo alteram o aminoécido - elas sao silenciosas ou sinénimas. Quando a mudanca
no cddon resulta em troca de aminodcido (uma alteragio nio sinénima), o efeito depende
parcialmente das diferengas quimicas entre os aminodcidos antigos e os novos, Conforme
explicado no Capitulo 1, 0s 20 aminodcidos podem ser classificados em 4cidos, basicos, pola-
res ndo carregados e apolares nio carregados. A substitui¢io de um aminodcido por outro da
mesma classe - uma substituigéio conservada possui menos efeito sobre a estrutura da pro-
teina do que uma substituigdo ndo conservada. A adigdo ou a remogao de uma cistefna altera
o potencial para a formacao de pontes dissulfeto, podendo causar grandes alteragdes estrutu-
rais, Matrizes de similaridade foram construidas para fornecer um escore quantitativo para o
provavel efeito disruptivo de cada substituigdo (ver Leituras adicionais).
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Figura 13.11 A mutacao da célula falciforme. (A) Uma
mutagao de A—T no gene da B-globina (HBB) causa uma
troca de aminodcido nesta proteina. A mutagao substitui um
acido glutdmico — um amino&cido hidrofilico e carregado,
por uma valina — um aminoécido hidrofébico e nao polar.
Esta mudanga na superficie da proteina favorece interagoes
de ades&o entre moléculas de hemoglobina. (B, Ce D) O
resultado é a anemia falciforme, na qual as moléculas de
hemoglobina aglutinam, contorcendo os glébulos vermelhos
e prejudicando sua eficiéncia. [Partes B, C e D de Nelson DL
& Cox M (2008) Lehninger Principles of Biochemistry, 4th
ed. Com a permissao de Palgrave Macmillan.]

Alguns aminodcidos sdo cruciais para o funcionamento de uma proteina especifica - por
exemplo, aquelas no sitio ativo de uma enzima. Outras podem ser importantes para a ma-
nutencdo da estrutura da proteina. Proteinas globulares tendem a apresentar aminodcidos
nio carregados no interior e aminodcidos carregados no exterior; qualquer substituigdo que
altere essa distribui¢io pode comprometer a estrutura tridimensional da proteina. A mutacao
da célula falciforme é patogénica porque substitui um aminoacido polar por um aminoécido
ndo polar na parte externa da molécula de globina (Figura 13.11). Isso resulta na tendéncia
de as moléculas permanecerem unidas. A agregagio proteica, que é o resultado da existéncia
de proteinas anormais que apresentam dreas externas unidas, demonstrou-se um mecanis-
mo patogénico comum a uma variedade de doengas, com destaque para as condigdes neuro-
degenerativas progressivas, sendo posteriormente discutidas na p. 425.

Raramente é possivel predizer esses efeitos com elevada confianga. Ajuda se a estru-
tura tridimensional da proteina tiver sido resolvida, de modo que se torne possivel mo-
delar o provdvel efeito estrutural de uma substituigdo. Caso sequéncias de aminoécidos
de protefnas relacionadas (de humanos e outros organismos) sejam conhecidas, pode-se
identificar quais aminoécidos sdo invaridveis e quais parecem livres para variar ampla-
mente entre as espécies. A maioria das substitui¢oes de aminoacidos provavelmente ndo
apresenta efeito no funcionamento da proteina.

Mutacgdes sem sentido (nonsense)

Trés dos 64 cddons do cédigo genético sdo codons de parada (stop codons), de modo que
¢ bem comum que uma substituigao nucleotidica converta o cédon correspondente a um
aminodcido no interior de uma proteina em um cédon de parada. Quando os ribossomos
encontram um cédon de parada eles dissociam-se do mRNA, liberando a cadeia polipepti-
dica nascente (Figura 13.12A). No entanto, genes que contém codons de terminagdo pre-
maturos raramente produzem a proteina truncada que poderia ser predita. As células pos-
suem um mecanismo, nonsense-mediated decay (NMD), que detecta e degrada mRNAs
contendo cédons de terminagdo prematuros. Assim sendo, mutagges sem sentido normal-
mente acabam prevenindo qualquer expressao do gene.

0 NMD funciona porque o mRNA que sofreu splicing conserva uma memdria da posigiao
dos introns. O mecanismo de splicing deixa proteinas do complexo de jungéo de éxons (EJC,
do inglés exon junction complex) ligadas ao sitio de splicing. Durante a primeira rodada de
traducio, 3 medida que o ribossomo ultrapassa cada sitio de splicing, ele libera as proteinas
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EJC que estavam ligadas ao sitio. Se existe um c6don de terminagio prematuro, o ribossomo
ndo terd atravessado todos os sitios de splicing antes de se desprender. Algumas proteinas EJC
irdo permanecer ligadas a0 mRNA, e isto marca o mRNA para a degradagdo (Figura 13.12B).
Nem sempre o nonsense-mediated decay é completamente eficiente. Ele nio se aplica a
cédons de parada prematuros que se encontram no tiltimo éxon do gene ou a menos de 50 nu-
cleotideos a montante da tiltima jungao de splicing. Em alguns casos, certa quantidade de pro-
teina truncada é produzida mesmo quando o cédon de parada néo se encontra nessa regidao
protegida. Protefnas truncadas sao potencialmente mais patogénicas do que a simples ausén-
cia de proteina (Figura 13.12C), uma vez que elas podem interferir na fungio do produto nor-
mal. Tal efeito dominante negativo serd discutido posteriormente neste capitulo (ver p. 431).
Acredita-se que a NMD tenha se desenvolvido como uma protegio contra esse problema,

Mudancas que afetam o splicing do transcrito primario

A posicdo dos sitios de splicing é marcada pela sequéncia (praticamente) invaridvel GT...AG,
imersa em uma sequéncia de reconhecimento de sitio de splicing que apresenta um con-
senso menos estrito (ver Capitulo 1). Mutagdes que alteram os nucleotideos candnicos GT
ou AG irdo sempre impedir o reconhecimento desse sitio pelo spliceossomo e desse modo
desfazer o splicing nesse sitio (Figura 13.13A), mas uma variedade de outras alteragdes de

(A)
gene MITF normal
CCTARAACATTGTTATGCTGGAAATGCTAGAATATAATCACTATCAGgtgagatttattectgact

mutante
CCTAAAACATTGTTATGCTGGAAATGCTAGAATATAATCACTATCAGATGAGATTTATTCTGACT

é

// taaaacggccgagtaa //
12.183 nt l 2.468 nt
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(B)

éxon 19 éxon 20

©
éxon 7

agGGTTTCAGACAAAA

SMN1

éxon 7

agGGTTTTAGACAAAA

SMN2

Figura 13.12 Mutacoes sem sentido
e o nonsense-mediated decay. (A)
Uma troca G—A no éxon 6 do gene
PAX3 substitui o cédon TGG do triptofano
274 por um codon de parada. (B)
Nonsense-mediated decay (NMD). Este
mRNA maduro foi transcrito de um gene
que possui sete éxons. Jungoes de splicing
(barras vermelhas) mantém proteinas

do complexo de jungao de éxons (EJC,
triangulos vermelhos). A medida que o
primeiro ribossomo se desloca ao longo
do mRNA, ele desloca as proteinas do
EJC. Caso ele encontre um coédon de
parada prematuro e se desprenda antes
de remover todos os EJCs, 0 mRNA é
marcado para degradacao. Cédons de
parada no Ultimo éxon ou a menos de
50 nucleotideos a montante da Gltima
jungao de splicing (zona verde) nao
desencadeiam a NMD. (C) Dependendo
se um codon de parada desencadeia ou
nao a NMD, as consequéncias de uma
mutacao sem sentido (nonsense) podem
variar bastante. Mutacoes no gene SOX10
que desencadeiam o NMD (setas verdes),
resultam na Sindrome de Waardenburg
tipo 4 (perda auditiva, anormalidades
pigmentarias; doenga de Hirschsprung;
OMIM 277580). Mutagoes sem sentido
na regiaoc 3’ do mRNA que escapam

da NMD (setas vermelhas) causam um
fendtipo neuroldgico muito mais grave.
Areas sombreadas indicam sequéncias
codificadoras, areas claras indicam as
regioes nao traduzidas 5' e 3' do gene.

Figura 13.13 Mutagoes que afetam

o splicing. (A) No gene MITF, uma troca
G—A na sequéncia candnica GT, que marca
a posicao do primeiro intron, ird sempre
impedir o splicing. A sequéncia do éxon é
representada em letras mailsculas e a do
intron, em mintsculas. O cédon de inicio
da traducao esta indicado em verde. (B)
Uma mudanga Unica de nucleotideo no
intron 19 do regulador da condutancia
transmembrana da fibrose cistica,
codificado pelo gene CFTR (referida como
3849+10 kb C—T, embora o nucleotideo
modificado nao esteja na verdade a 10 kb,
mas a 12.191 nucleotideos da extremidade
3’ do éxon 19), ativa um sitio oculto de
splicing. (C) Uma mudanga aparentemente
silenciosa que afeta o splicing. O gene
SMN1 é altamente expresso, enquanto

0 SMN2 quase nao produz proteina.

A diferenga € dada por uma mudanga
TTT—TTC no éxon 7. Embora ambos os
cddons codifiquem uma fenilalanina, a
mudanca inativa um acentuador de splicing
e evita o splicing correto na jungao entre o
intron 6 e 0 éxon 7 do SMN2.
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Figura 13.14 A fase de leitura. Esta
sequéncia continua de letras (A) utiliza o
sinal de inicio da traducéo AUG (verde)
para estabelecer a fase de leitura correta
(B). A insercao (ou delecao) de uma letra
(vermelho) destréi o significado (C).

normal L G G v N
CTG GGG GGT GTG AAC

mutante L G vV STOP
CTG GGG GTG TGA

Figura 13.15 Uma simples troca de
fase. Uma delegao com troca de fase
de um nucleotideo no gene GJB2 surge
pelo deslizamento da replicagdo em
uma sequéncia com seis nucleotideos
G. A mutagao cria um codon de parada
prematuro no éxon 2.

(A

ACAUUGUUAUGNOWYOUCANSEEHOWTHERNACANGETHIT

(B)

ACAUUGUUAUG NOW YOU CAN SEE HOW THE RNA CAN GET HIT
(©
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sequéncia também pode afetar esse processo. O splicing ndo é um processo do tipo tudo ou
nada. Conforme mencionado no Capitulo 11, sitios de splicing podem ser fortes ou fracos.
Em fungdo do uso varidvel de sitios fracos, a maioria dos genes humanos produz uma varie-
dade de transcritos com formas alternativas de splicing. Sequéncias supressoras ou acentu-
adoras de splicing modulam a forga de um sitio de splicing adjacente pela ligacio a proteinas
das familias SR (ricas em serina e arginina) e hRNP (ribonucleoproteinas heterogéneas),
o que possivelmente ocorre de um modo estdgio-especifico ou tecido-especifico. Se uma
dessas sequéncias moduladoras ¢ mutada em um gene que naturalmente produz vérias iso-
formas com splicing alternativo, o efeito pode ser a alteragdo do balango das isoformas. De-
pendendo da fungdo das vdrias isoformas, isso pode abolir toda a funcao génica ou causar
alteraghes mais sutis, como afetar o padrao de isoformas tecido-especificas.

A inativagdo de sitio de splicing ird normalmente abolir a fungéo do gene, ou pelo me-
nos de todas as isoformas que utilizam aquele sitio, mas ¢ dificil predizer com preciséo as
consequéncias moleculares. Por vezes um éxon é pulado; outras vezes uma sequéncia in-
tronica é mantida no mRNA maduro; com frequéncia um sitio de splicing oculto adjacente
¢ utilizado. Sitios ocultos de splicing sdo sequéncias em um transcrito primério (em éxons
ou introns) que lembram sitios verdadeiros de splicing, mas néo suficientemente seme-
lhantes a ponto de serem assim reconhecidos pela célula. (Figura 13.13B). Uma substitui-
¢édo de nucleotideo em um sitio criptico pode aumentar essa semelhanca o suficiente para
converté-lo em um sitio funcional, o que ird afetar o correto processamento do transcrito.
Alternativamente, uma mudangca de sequéncia pode reduzir a for¢a de um sitio de splicing
verdadeiro, de modo que um sitio oculto adjacente passe a ser utilizado preferencialmente.

E dificil predizer a partir da sequéncia de DNA se uma mudanca ird ou néo afetar o
splicing. Mutagdes aparentemente nio sinénimas ou silenciosas podem, na verdade, ser
patogénicas por afetarem o splicing. A diferenga entre os dois genes SMN humanos ilustra
esse efeito (Figura 13.13C). Pelo menos duas cépias duplicadas mas sutilmente divergen-
tes do gene SMN sdo encontradas no brago longo do cromossomo 5 (5q13); a copia mais
préxima do centrdmero é altamente expressa, enquanto a copia (ou cdpias) préxima ao
telémero praticamente ndo produz proteina. A diferenca é dada por uma troca TTTTTC
no éxon 7. Embora essa troca seja aparentemente silenciosa (ambos os cddons codificam
uma fenilalanina), a mudanga inativa um acentuador de splicing e evita o splicing correto
na jungdo entre o intron 6 e o éxon 7. Individuos homozigotos para a perda da funcio do
gene SMN teloméricos sofrem de uma atrofia espinal muscular (sindrome de Werdnig-
-Hoffmann; OMIM 253300), mas a severidade é reduzida naqueles pacientes que possuem
multiplas cépias fracamente expressas dos genes teloméricos.

Programas de computador estdo disponiveis para estimar a forca de um sitio de spli-
cing, ou verificar se uma mutagao aparentemente nao sinénima pode afetar um supressor
ou acentuador de splicing, mas néo existe substituto para dados experimentais reais obti-
dos por RT-PCR. Esse também ¢ o tinico método provavel de identificar uma mutagéo que
ativa um sitio oculto de splicing escondido em um intron, conforme ocorre com a mutagéo
3849+10 kb C—T da fibrose cistica (ver Figura 13.13B).

Troca de fase de leitura

A fase de leitura da tradugdo é determinada pelo cédon iniciador AUG; qualquer troca a ju-
sante que adicione ou remova um nimero de cédons néo inteiro (ou seja, um nimero de nu-
cleotideos que nio seja multiplo de trés) causard uma troca de fase de leitura (Figura 13.14).
Espera-se que duas a cada trés mudangas no comprimento de uma sequéncia produzam
uma alteragdo na fase de leitura. Como trés dos 64 cddons possiveis sdo cédons de parada,
ler uma mensagem fora de fase ird normalmente levar a um cédon de parada prematuro.
Consequentemente, o NMD ird provavelmente resultar em nenhuma producao de proteina.
Um exemplo pode ser encontrado no gene G/B2, que codifica a conexina 26, um componente
das jungdes gap entre as células. Uma sequéncia de seis nucleotideos G consecutivos predis-
poe ao deslizamento durante a replicagéo, o que introduz um cédon de parada prematuro
(Figura 13.15). Esta mutacdo é a causa isolada mais frequente de perda de audigao congénita
autossdmica recessiva (OMIM 220290) na maioria das populacdes europeias.
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mudanga na

intron/éxon tamanho (pb)  fase de leitura delegoes que causam DMD ou BMD

intron 41 31.823

intron 42 22.380

intron 43 70.465

intron 44 248.40i

intron 45 36.111

intron 46 2.334

intron 47 54.222
. i.n-tron 48 38368

intron 49 16.6.’-34 .

Muitos tipos de eventos distintos podem produzir uma mudanga na fase de leitura.
Assim como pequenas insergoes e dele¢des em um tnico éxon, splicing incorreto, dele-
coes de éxons inteiros e duplicagdes também causam mudangas na fase de leitura. Muitos
éxons ndo sdo de fase neutra (ou seja, o nimero de nucleotideos no éxon néo é um mul-
tiplo de trés), portanto a exclusdo de um ou mais éxons em fungéo de uma delegio ou de
um erro no splicing, na maioria das vezes, causard um mudanca de fase. A maioria dos
introns € muito maior que os éxons adjacentes, e, assim sendo, os pontos de quebra de de-
legdes intragénicas ou duplicagoes irdo normalmente se localizar nos introns. O resultado
serd a dele¢do ou a duplicagdo de um ou mais éxons inteiros (Figura 13.16).

Mudancgas que afetam o nivel da expressao génica

Uma variante de uma sequéncia controladora poderd afetar o nivel de transcri¢gao de um
gene, de modo que, apesar de o produto génico ser completamente normal, muito pouco
(ou uma quantidade muito maior) desse produto é gerado. Isso ocorrerd de maneira mais
6bvia se a variante alterar a sequéncia promotora. Na verdade, poucas dessas variantes
foram descritas. Isso ocorre parcialmente porque o sequenciamento de promotores nio
faz parte da rotina dos laboratérios de diagndstico. Mesmo que eles encontrassem uma al-
teragéo, raramente saberiam como interpretar o impacto de tal alteracdo. Conforme des-
crito no Capitulo 1, promotores podem incluir sitios consenso de ligagao a uma variedade
de fatores de transcrigao, e o efeito de uma mudanga de sequéncia na maioria dos casos sé
poderd ser determinado experimentalmente.

Pacientes com a- ou B-talassemia tém sido minuciosamente investigados na bus-
ca por mutagoes que afetam a transcri¢do. Suas doengas sdo formas de anemia causa-
das por uma deficiéncia significativa de a- ou B-globina, respectivamente, tendo sido,
portanto, os primeiros candidatos para mutagoes desse tipo. No entanto, a-talassemia
€ mais comumente causada por niimeros reduzidos de genes ativos de a-globina (ver a
seguir). Algumas mutacées no promotor do gene da B-globina foram identificadas (ver
OMIM 141900, mutagdes 370 a 381 e também a Figura 13.17A), mas a grande maioria
das mutagbes na B-talassemia atua na produgdo de um mRNA instavel, ou uma proteina
globina instdvel em vez de afetar diretamente a transcrigdo. Trés tipos comuns de even-
tos foram observados:

» Muitas das mutacdes causadoras de talassemia sio erros de splicing ou mutagées
sem sentido que produzem um cddon de parada prematura, resultando na NMD
do mRNA.

Figura 13.16 Efeitos das delecoes

no gene da distrofina. O gene consiste
em 79 éxons pequenos rodeados por
introns maiores. Cerca de 65% de todas
as mutacoes neste gene sao delecoes
intragénicas. Como os introns sao muito
maiores que 0s éxons, 0s pontos de
quebra quase sempre se localizam nos
introns. O efeito ¢ a dele¢ao de um ou
mais éxons inteiros. Quando isso resulta
em uma troca de fase (barras vermelhas),
ocasiona a distrofia muscular de Duchenne
grave (DMD; OMIM 310200). Se os éxons
deletados néo alteram a fase de leitura
(barras verdes) o resultado é a distrofia
muscular de Becker (mais branda) (BMD;
OMIM 300376), mesmo que a delegao seja
maior do que aquela causadora da DMD.
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Figura 13.17 Duas mutagoes no gene
da globina que causam talassemia. (A)
Substituicoes de nucleotideos localizados
entre as posigoes —31 a —28 (vermelho)
sao associadas com B-talassemias. Estes
nucleotideos constituem o chamado TATA
box, o qual & uma parte essencial do
promotor. A sequéncia dos éxons esta
representada em letras maitisculas e o
codon de inicio da tradugao estd em verde.
(B) A variante Hb Constant Spring do gene
HBA2, principal gene de a-globina, possui
uma substituigdo TAA—CAA no codon de
parada normal. A proteina resultante possui
31 aminoacidos extras (apresentados em
vermelho), o que a torna instavel e causa

a a-talassemia. A sequéncia do éxon 3 do
gene também é indicada.

sitio de inicio

da transcrigao
(A)

-40 -20
. .cagggaggacaggaccagcataaaaggcagggcagagtcgactgttgcttACACTTTC
40
TTCTGACATAACAGTGTTCACTAGCAACCTCARACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCT. . .

N H B D BN

(B)

HBA2 normal GCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAA
A Y H A 8 L DIK B L A8 W E TV BT 8 K

TACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCC
Y R X

CAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCC
Q@ A @8 A 8 V A VvV P P A R W A 8§ Q0 R A

Hb Constant Spring

CTCCTCCCCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCAGCA
L L P 8 L B R P P L VvV F B X

« Mudangas na regido 3’ ndo traduzida podem levar a instabilidade do mRNA. Uma
mudanga nessa regido pode criar ou eliminar um sftio critico para a ligagdo de um
microRNA ou de uma proteina que regule a tradugdo (ver Capitulo 11).

« As células sio muito eficientes na detec¢do e na degradagao de proteinas anormais,
com dobramento incorreto. Por exemplo, uma forma de a-talassemia é causada pela
modifica¢do do cddon de parada normal TAA, do gene da globina, para CAA. Esse
cddon codifica uma glutamina e a tradugdo do mRNA continua por mais 31 aminoa-
cidos até que outro cédon de parada seja encontrado (Figura 13.17B). Esta hemoglo-
bina modificada (Hb Constant Spring) é instavel e o efeito clinico é uma «-talassemia
resultante da deficiéncia quantitativa de cadeias de a-globina.

Mutagoes sindnimas (silenciosas) patogénicas

Conforme mencionado anteriormente, mudangas sin6nimas sdo substituigdes de nucleo-
tideos que convertem um cédon de um dado aminodcido em outro cédon que codifica o
mesmo aminoécido. Nio é esperado que tais mudangas tenham qualquer efeito fenotipico.
Algumas vezes, no entanto, o nucleotideo alterado é parte de um acentuador ou supressor
de splicing, de modo que sua mudanga altera o splicing. Conforme mencionado, na atrofia
espinal muscular uma troca silenciosa TTC—TTT marca a diferenga entre um gene ativo,
com splicing correto, e um gene inativo, com splicing incorreto (ver Figura 13.13C). Mesmo
mutagdes silenciosas que ndo afetam o splicing podem nao ser completamente neutras. O
gene MDRI codifica a glicoproteina P, a qual é importante no transporte de muitos farma-
cos; sua superexpressdo ¢ um fator determinante da resisténcia a multiplos firmacos na qui-
mioterapia. Uma mudanga silenciosa, ¢.3435C—T, no éxon 26 do gene, resulta na produgao
de uma proteina que possui a mesma sequéncia de aminodcidos (ocorre a troca entre dois
c6dons de isoleucina 1145). No entanto, ela apresenta uma sutil diferenga no dobramento
e possui um perfil de atividade distinto. Acredita-se que isso ocorra em fungéo de o codon
alternativo requisitar um tRNA alternativo que seja mais escasso, 0 que consequentemente
altera a cinética da traducao. Todavia, a frequéncia de efeitos como esses néo ¢ conhecida.

Variagoes em curtas repeticoes em tandem sao
ocasionalmente patogénicas

Ao passo que mutagdes pontuais podem afetar qualquer sequéncia codificadora, a maioria
das repeticoes curtas em tandem é localizada em DNA néo codificante. Contudo, varian-
tes de repeticdes em tandem localizadas préximas a promotores ou sitios de splicing de
genes podem algumas vezes afetar a expressdo de genes. Por exemplo, alelos distintos de
um minissatélite com 14 pb localizado na proximidade do promotor do gene da insulina
(11p15) estio associados com o risco diferencial ao diabetes tipo 2 (ver OMIM 176730). Ou-
tro exemplo ocorre entre o gene regulador da condutancia transmembrana da fibrose cisti-
ca (CFTR), em que uma sequéncia de nucleotideos T préximos a extremidade 3' do fntron 8
afeta a eficiéncia do sitio de splicing adjacente. Alelos com cinco, sete ou nove nucleotideos
sdo comuns. Enquanto o splicing de alelos 7-T ou 9-T é normal, alelos 5-T geralmente so-
frem splicing incorreto, de modo que o éxon 9 é perdido. Alelos 5-T ndo reduzem por conta
propria a produgdo de mRNAs com splicing correto com uma intensidade que os leve a ser
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aceptor fraco
de splicing

intron 8 l

atcttttatttttgatgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtttttttaacag

patogénicos. No entanto, em conjunto com outras variantes de baixa funcionalidade, eles
podem estar entre as causas da fibrose cistica. Seu efeito é acentuado se uma repeti¢io
(TG), préxima ao intron apresenta mais do que 11 repeti¢oes (Figure 13.18).

Repeticoes em tandem localizadas em sequéncias codificantes normalmente nao sao
polimérficas, mas podem predispor a mutagoes patogénicas em fungao de deslizes da po-
limerase. Muta¢des somaticas desse tipo sdo a maior causa de doenga em pessoas com
defeitos no sistema de reparo por mau pareamento pés-replicativo (ver Capitulo 17). Se-
quéncias longas de polialaninas em certas proteinas sdo responséveis por vérias doengas
hereditdrias. Os exemplos incluem a proteina PHOX2B nas pessoas com a sindrome de
hipoventilagdo central congénita (OMIM 209880) e a proteina HOXD13 nos pacientes com
simpolidactilia 1 (OMIM 186000). Essas variantes foram provavelmente originadas pelo
deslize da polimerase, mas dentro de cada familia elas sdo estavelmente transmitidas, do
mesmo modo que qualquer outro alelo de STRP. Em pelo menos alguns casos, a sequéncia
longa de alaninas interfere na localizagdo correta da proteina na célula.

Mutacoes dinamicas: uma classe especial de variantes
patogénicas de microssatélites

As mutagdes dinamicas sao STRPs que, acima de determinado tamanho, tornam-se inten-
samente instdveis. As causas moleculares nao sdo bem compreendidas, mas elas podem ser
uma consequéncia do modo como uma das fitas de DNA (fita retardada) ¢ sintetizada por
meio de uma série de fragmentos descontinuos - os fragmentos de Okazaki (ver Capitulo
1). Uma endonuclease especial, FEN1, corta as extremidades sobressalentes dos fragmen-
tos de Okazaki. Um mecanismo proposto para a expanséo de repeti¢oes se baseia na fa-
lha da FEN1 em realizar esses cortes, de modo que fragmentos sobrepostos acabam sendo
reunidos por suas extremidades. Repeti¢oes até determinado comprimento sdo estaveis, e
pode ser significativo que, na maioria dos casos, o ponto de corte da instabilidade ocorra
quando a sequéncia repetida alcangar o tamanho tipico de um fragmento de Okazaki. Nem
todas as mutagoes dindmicas sao patogénicas, mas muitas sdo (Tabela 13.1). Outras sdo
responséveis pelos sitios frageis nao patogénicos vistos por citogeneticistas quando célu-
las de algumas pessoas sao sujeitas a estresse replicativo (ver Figura 13.5). Por exemplo, o
sitio fragil FRAI6A no cromossomo 16 é devido a uma repetigdo (CCG),, enquanto o sitio
FRA16B, no mesmo cromossomo, ¢ causado pela expansao de um minissatélite com 33 pb.

As doencas na Tabela 13.1 sdao heterogéneas em varios aspectos. Existem diferentes
tamanhos da unidade de repetigao, diferentes graus de expansao, diferentes localizagées
com relagédo ao gene afetado, além de diferentes mecanismos. Entre essas, as doencas de po-
liglutamina formam um grupo bem definido, no qual a doenga de Huntington (HD; OMIM
143100) é o fendtipo. Nessas condigdes, expansoes modestas de repeti¢ées (CAG), na se-
quéncia codificadora do gene levam a uma sequéncia expandida de poliglutamina na pro-
tefna codificada (Figura 13.19C). Isto, por sua vez, predispde a proteina a formar agregados
intracelulares que sdo t6xicos a célula, especialmente neur6nios (Quadro 13.4), O resultado
€ uma doenca neurodegenerativa progressiva de inicio tardio.

Outras mutagdes dinamicas afetam a sequéncia do gene fora das regioes codificantes,
podendo estar envolvidas em expansdes muito maiores. As expansdes de repeticoes em tan-
dem podem estar no promotor, na regido 5’ ou 3’ nio traduzida ou em um intron. Normal-
mente o efeito € a ndo expressdo do gene (Figura 13.19A) e a patologia se desenvolve pela
auséncia da funcao do gene. Quando isso ocorre, a mesma doenga pode algumas vezes ser
causada por outras mutagdes de perda de fungio no mesmo gene. Na distrofia miotonica
tipo 1 (DM1; OMIM 160900) o mecanismo ¢ bastante diferente. Existe um ganho de fungio
envolvendo um mRNA téxico. Uma sequéncia (CTG), expandida massivamente na regiio 3’
nao traduzida do gene DMPK produz um mRNA que sequestra proteinas de ligagdo a CUG,
no niicleo. Essas proteinas sdo necessdrias para o splicing correto do transcrito primério de
vérios genes nao relacionados, os quais, consequentemente, deixam de funcionar correta-
mente. O resultado é uma doenga multissistémica cujas caracteristicas nio tém qualquer
relagdo com o produto do gene DMPK, uma proteina quinase, a qual ainda é produzida em
quantidades normais. Nenhuma outra mutagéo no gene DMPK produz distrofia mioténica,

Figura 13.18 Variagées em um intron
do gene CFTR afetam a eficiéncia

do splicing. Proximo a extremidade 3’

do intron 8 (letras minGsculas) existem
sequéncias (TG), (verde) e T, (vermelho)
com comprimento variavel. Alelos com as
variantes 5T e (TG),; apresentam splicing
incorreto de uma grande quantidade de
transcritos, levando a uma produgao muito
reduzida da proteina CFTR funcional. Estas
mudancas nao sao, por si s6, patogénicas.
No entanto, se esta copia génica também
possui uma variante codificante, como

a p.R117H, que abaixa a atividade da
proteina intacta, o efeito combinado

de baixos niveis de proteina e a fungao
reduzida da proteina o tornam um alelo CF
patogénico. Note gque na literatura sobre
fibrose cistica, por razdes histéricas, este
par intron/éxon é normalmente referido
como intron 8/éxon 9, mas nos bancos de
dados gendmicos eles estao anotados como
intron S/éxon 10.
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TABELA 13.1 Doencas causadas por expansoes instaveis de repeticoes nucleotidicas

Doenca

N° OMIM Heranga®

1. GRANDES EXPANSOES DE REPETICOES FORA DA REGIAO CODIFICANTE

Sitio A do X frégil

309550 X
(FRAXA)
Sitio E do X fragil 309548 X
(FRAXE)
Ataxia de Friedreich 229300 AR
(FRDA)
Distrofia miotonica tipo 160900  AD
1 (DM1)
Distrofia miotonica tipo 602668  AD
2 (DM2)
Ataxia espinocerebelar 603516  AD
tipo 10 (SCA10)
Epilepsia mioténicade 254800 AR

Unverricht e Lundborg

2. EXPANSOES INTERMEDIARIAS DE REPETICOES CAG EM SEQUENCIAS CODIFICANTES

Doenga de Huntington 143100  AD
(HD)

Doenga de Kennedy 313200 X
(SBMA)

Ataxia espinocerebelar 164400 AD
tipo 1 (SCA1)

Ataxia espinocerebelar 183090  AD
tipo 2 (SCA2)

Doenca de Machado- 109150 AD
-Joseph (SCA3)

Ataxia espinocerebelar 183086  AD
tipo 6 (SCAB)

Ataxia espinocerebelar 164500 AD
tipo 7 (SCAT)

Ataxia espinocerebelar 607136  AD
tipo 17 (SCA1T7)

Atrofia dentatorrubro- 125370 AD

-palidolusiana (DRPLA)
3. OUTRAS EXPANSOES DINAMICAS

Ataxia espinocerebelar 608768  AD
tipo 8 (SCA8)
Ataxia espinocerebelar 604326  AD

tipo 12 (SCA12)

Modo de Nome e localizagao Localizagao das Sequéncia N° estavel de  N° instavel de
do gene repeticoes no gene repetida repeticoes repeticoes
FMR1 Xq27.3 regiao 5’ nao (CGG), 6-54 200-1.000+

traduzida
FMR2 Xq28 regiao 5’ nao (CCa), 4-39 200-900
traduzida
FXN 9q13 intron 1 (GAA), 6-32 200-1.700
DMPK 19q13 regiao 3’ nao (CTG), 5-37 50-10.000
traduzida
ZNF9 3q21.3 intron 1 (CCTG), 10-26 75-11.000
ATXN10 22q13.31  intron © (ATTCT), 10-20 500-4.500
CSTB 21q22.3 promotor (CCCCGCCCCGLG), 2-3 40-80
HD 4p16.3 regiao codificante (CAG), 6-34 36-100+
AR Xql12 regido codificante (CAG), 9-35 38-62
ATXN1 6p23 regido codificante (CAG), 6-38 39-82
ATXN2 12q24 regiao codificante (CAG), 15-24 32-200
ATXN3 14932.1 regiao codificante (CAG), 13-36 61-84
CACNA1A 19p13 regiao codificante (CAG), 4-17 21-33
ATXN7 3pi4.1 regido codificante (CAG), 4-35 37-306
TBP 6q27 regiao codificante (CAG), 25-42 47-63
DRPLA 12p13.31 regiao codificante (CAG), 7-34 49-88
? 13g21 RNA ngo traduzido  (CTG),, 16-34 T4+
PPP2R2B 5q32 promotor (CAG), 7-45 55-78
JPH3 16qg24.3 exon com variagao  (CTG), 7-28 66-78

Doenca Huntington-like 606438  AD
tipo 2 (HDL2)

de splicing

?Modos de heranga: X, ligada ao X; AD, autossomica dominante; AR, autossomica recessiva.

mas uma doenga muito semelhante (DM2; OMIM 116955) pode ser causada pela expansao
massiva de uma sequéncia (CCTG), em um gene completamente néo relacionado (ZNF9).
Uma caracteristica das doencas causadas por repeti¢des dinimicas é a antecipagdo
- em geragdes sucessivas a idade de inicio é mais baixa e/ou a severidade é maior, em fun-
¢do de expansdes sucessivas das repetigoes. Veja no Capitulo 3 uma nota de adverténcia
sobre o viés no qual 0 modo como os membros da familia sdo verificados pode produzir
uma falsa aparéncia de antecipagio. Em alguns casos, o ponto de corte para a instabilida-
de é menor do que o ponto de corte para os efeitos patogénicos. Nesses casos, é visto que
alelos de pré-mutacido de tamanho intermedidrio e nao patogénicos sdo prontamente
expandidos em alelos de mutagdo completa quando transmitidos a prole (p. ex., repeti-
¢bes FRAXA com 50-200 unidades na sindrome do X fragil; OMIM 300624). Em outros ca-
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sos, alelos abaixo do ponto de corte patogénico expandem apenas ocasionalmente (p. ex.,
alelos HD com 29 a 35 repetigdes). Em alguns casos existe um efeito sexual, de modo que
grandes expansoes sao vistas principalmente em alelos herdados de parentes de um de-
terminado sexo (o pai na HD, a mée na distrofia mioténica). Isso reflete uma sobrevivéncia
diferencial de gametas que carregam grandes expansées e ndo uma tendéncia hereditéria
para expandir preferencialmente em um dos sexos.

Comparagées entre pais e filhos quanto aos comprimentos das repeticdes sdo dificeis
de ser interpretadas mecanicamente, pois podem refletir a instabilidade mitdtica ou mei-
dtica da repetigao na linhagem germinativa parental ou, alternativamente, a habilidade
dos gametas em transmitir repeticdes extensas. Além disso, comprimentos de sequéncia
sao muitas vezes estudados em DNA extraido de linfgcitos de sangue periférico e, se existe
uma instabilidade mitética, os linfécitos podem ter um comprimento de repeti¢des muito
diferente daquele presente nos espermatozoides, nos évulos ou nos tecidos envolvidos
com a patologia da doenga. Algumas repetigdes sdo somaticamente instéveis, produzindo
uma banda borrada quando o DNA sanguineo é analisado por eletroforese. Qutras sdo
instaveis entre pais e filhos, mas estdveis na meiose. Nesse caso o DNA sanguineo apresen-
ta bandas bem definidas, mas com tamanhos diferentes entre pais e filhos.

Variantes que afetam a dose de um ou mais genes
podem ser patogénicas

O potencial patogénico de doses anormais de um gene ¢ conhecido h4 muito tempo em
fungdo dos fenétipos severos produzidos por trissomias cromossémicas. No entanto, ape-
nas uma minoria dos genes é sensivel a efeitos de dose. Se uma condigdo é recessiva, signi-
fica que os heterozigotos sao fenotipicamente normais apesar de terem apenas uma cpia
funcional do gene em questdo. Para tais genes, a dosagem evidentemente nio interessa.
As descobertas recentes de variagoes abundantes e de larga escala, quanto ao niimero de

Figura 13.19 Trés mecanismos pelos
quais mutagoes dinamicas podem

ser patogénicas. (A) Na sindrome do X
frégil, a repeticdo expandida na regido 5’
nao traduzida (UTR) do gene desencadeia
a metilagao do promotor e previne a
transcrigdo. (B) Na distrofia miotonica,

a repeticdo expandida na regido 3’ ndo
traduzida provoca 0 mRNA transcrito a
sequestrar fatores de splicing no nucleo

da célula, impedindo o splicing correto de
diversos genes nao relacionados. (C) Na
doenca de Huntington, o gene contendo

a repeticao expandida é transcrito e
traduzido normalmente, mas o produto
proteico possui um trecho expandido de
poliglutamina que o torna toxico. Repetigoes
expandidas sao apresentadas em vermelho
e regides codificantes em azul-escuro.

QUADRO 13.4 Doencas causadas pela agregacao de proteinas anormais

A formagao de agregados proteicos € atualmente reconhecida como uma

caracteristica comum a vérias doengas neuroldgicas com inicio na fase
adulta. Estas incluem as doencas de poliglutamina, das quais a doenca
de Huntington é o fendtipo, doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson,
doenga de Creutzfeldt-Jakob e o grupo heterogéneo das amiloidoses.
Moléculas de proteinas globulares assemelham-se a gotas de dleo,
com resfduos hidrofébicos no interior e grupos polares no exterior. O do-
bramento correto & um processo critico e muito especifico, de modo
que as proteinas normais s&o selecionadas dentre todas as possiveis
sequéncias de polipeptideos, parcialmente em fungéo de sua habilida-
de de sofrer o dobramento correto. Proteinas mutadas podem ser mais
suscetiveis ao mau dobramento (misfolding). Moléculas maldobradas
com grupos hidrofébicos expostos padem se agregar umas as outras,
ou com outras proteinas, o que & de algum modo téxico para as células,

especialmente para os neurdnios. Algumas vezes parece que a mudanga
conformacional pode propagar-se por meio da populagao de proteinas,
convertendo as de sua conformacao nativa (estavel) para uma conforma-
¢ao nova, com propriedades distintas, em um processo que talvez seja
analogo a cristalizacéo.

0 comportamento das proteinas pridnicas, em doengas como a Creutz-
feldt-Jakob, € o exemplo mais evidente. O misfolding pode comegar por
um mau dobramento ao acaso, de uma molécula recém-sintetizada e
estruturalmente normal (casos esparadicos), por uma sequéncia mutante
com uma maior propensao ao mau dobramento (uma doenga genética)
ou ainda por uma molécula maldobrada que seja de algum modo adqui-
rida a partir do meio ambiente (doenca infecciosa). Assim sendo, esta
dltima rota comum retine um conjunto de doengas com origens muito
diversas. Esse tdpico é revisado por Hardy & Orr (ver Leituras adicionais).
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(A)

Figura 13.20 Delegoes de genes de
«-globina na «-talassemia. (A) Cdpias
normais do cromossomo 16, cada uma
carregando dois genes de a-globina
(vermelho) arranjados em tandem.

Blocos repetidos flanqueando os genes
(apresentados em cinza e amarelo) podem
desalinhar, permitindo crossover desigual. A
figura apresenta uma dentre varias destas
recombinagoes desalinhadas que podem
produzir um cromossomo que carrega apenas
um gene «a ativo. Crossovers desiguais entre
outras repeti¢oes (nao apresentado) podem
produzir Cromossomos que nao carregam
um gene « funcional. Portanto, o nimero
de genes de «-globina pode variar entre
individuos, desde nenhum, até quatro ou
mais. (B) As consequéncias tornam-se mais
graves a medida que o nimero de genes «
diminui. Ver Weatherall et al., (nas Leituras
adicionais) para mais detalhes.

(B)
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cépias de genes entre pessoas aparentemente normais, reforga a mensagem de que nem
todas as variantes de niimero de cdpias sdo danosas.

Trissomias cromossémicas provavelmente devem seus fendtipos a apenas alguns
poucos genes sensiveis a efeitos de dose. Por exemplo, acredita-se que os aspectos carac-
teristicos da sindrome de Down sejam em grande parte ocasionados por efeitos de dose de
apenas dois genes, DSCR1 e DYRKIA. E esperado que mais genes produzam efeitos feno-
tipicos quando expressos em metade da dose do que quando expressos 1,5 vezes acima da
dose normal. Assim sendo, grandes dele¢cdes ou mesmo a monossomia de um cromosso-
mo inteiro sdo menos toleradas durante o desenvolvimento humano do que a duplicagdo
génica ou a trissomia cromossmica.

Um mecanismo comum capaz de gerar mudancas na dose génica é a recombina-
¢iio homéloga nio alélica (NAHR, do inglés non-allelic homologous recombination). Du-
plicagdes de segmentos (frequentemente definidas como sequéncias com 1 kb ou mais
e com identidade acima de 95%) podem desalinhar quando cromossomos homdélogos
formam pares na meiose. A NAHR produz entdo delegdes ou duplicagoes. As repetigoes
mal-alinhadas possuem a mesma sequéncia, mas nio possuem a mesma localizagéo cro-
mossmica, de modo que a recombinagio é homdloga, mas as sequéncias néo sao aléli-
cas. Muitas (mas nfo todas) das variantes comuns de nimero de cépias ndo patogénicas
encontradas em pessoas normais sdo geradas por esse mecanismo. A a-talassemia for-
nece um bom exemplo de NAHR produzindo uma variagdo patogénica na dose génica.
A maioria das pessoas possui quatro c6pias do gene da a-globina (xo/ca) como resul-
tado de uma duplicacéo ancestral em tandem. Conforme apresentado na Figura 13.20,
a NAHR entre sequéncias repetidas com baixo niimero de cépias flanqueando os genes
de a-globina podem produzir cromossomos que carregam mais ou menos genes de
a-globina. O ntimero de cépias reduzido de genes da «-globina produz efeitos sucessi-
vamente mais graves. Pessoas com trés cdpias (ao/a-) sao sauddveis; aquelas com duas
(seja na fase a-/a- ou a/--) sofrem de uma a-talassemia moderada; aquelas com ape-
nas um gene (a-/--) apresentam doenga grave; enquanto a auséncia de todos os genes o
(--/--) causa a hidropsia fetal (acumulagio fatal de fluidos no feto).

A monossomia e a trissomia do cromossomo X sdo particularmente interessantes por-
que a inativagdo do X (inativagdo de todos os - exceto um - cromossomos X na célula; ver
Capitulo 3) deve torna-las assintomatica nos tecidos somdticos. Todavia, conforme obser-
vado no Capitulo 11, um niimero surpreendentemente grande de genes do cromossomo X
escapa da inativagdo. Alguns destes possuem um homélogo no cromossomo Y, mas a maio-
ria ndo possui. Para aqueles genes que escapam da inativa¢ao do X mas nao possuem um
homaélogo no Y, fémeas normais teriam duas cépias funcionais e homens apenas uma. Fé-
meas Turner (45,X) teriam a mesma cdpia simples ativa, como nos machos - mas talvez no
contexto de desenvolvimento da fémea uma cépia tinica ndo seja suficiente. As anormalida-
des esqueléticas da sindrome de Turner sdo causadas por uma haploinsuficiéncia de SHOX
(50% do produto génico normal nao sdo suficientes para produzir um fenétipo normal). Este
é um gene homeobox localizado na regido pseudoautossémica Xp/Yp, estando, portanto,
presente em duas cépias tanto em homens como em mulheres normais. Abaixo do nivel
convencional de resolugdo citogenética mas acima do nivel de genes tinicos, variagoes pa-
togénicas no niimero de cGpias sdo classificadas como microdelegées ou microduplicagoes
(Tabela 13.2). Entre estas, trés patologias moleculares distintas podem ser distinguidas:

« Sindromes de gene tinico, nas quais todos os efeitos fenotipicos sao causados pela
delecdo (ou as vezes duplicagdo) de um gene tinico. Por exemplo, a sindrome de Ala-
gille (OMIM 118450) é vista em pacientes com microdele¢ao em 20p1l. No entanto,
93% dos pacientes com essa sindrome nio apresentam delegéo, sendo na verdade
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TABELA 13.2 Exemplos de sindromes associadas com microdelecoes cromossomicas

Sindrome N° OMIM Localizacao Tipo de anomalia genética
; \N:o-lf-Hirschhom 194190 4pter aneuploidia segmentar

Cri-du-chat 123450 Spter aneuploidia segmentar

Williams-Beuren 194050 7911.23 aneuploidia segmentar

Langer-Giedon 150230 8q24 genes contiguos (TRPS1, EXT1)

WAGR 194072 11p13 genes contiguos (PAX6, WT1)

Prader-Willi 176270 15¢g11-q13 aneuploidia segmentar (auséncia da copia paterna)
Angelman 105830 15¢11-q13 gene Unico (auséncia do UBE3A materno)
Rubinstein-Taybi 180849 16p13.3 gene Unico (dosagem do CBP)
Miller-Dieker (Lisencefalia) 247200 17pter genes contiguos (LIS1, etc.)
Smith-Magenis 182290 17p11.2 aneuploidia segmentar

Alagille do tipo 1 118450 20p12 gene Unico (dosagem do JAG1)
DiGeorge/NCFS 188400/192430 22g11.21 aneuploidia segmentar

Aquelas sindromes causadas pela presenca de apenas uma copia funcional de um Unico gene também s&o vistas em pacientes que, em vez de uma microdelegao, possuem uma
mutagao de ponto no gene. WAGR, Tumor de Wilms, aniridia, anormalidades genitais, retardo mental; VCFS, sindrome velocardiofacial.

heterozigotos para mutagoes de ponto no gene JAGI, localizado em 20p12. A causa
da sindrome, em todos os casos, é uma dosagem da metade do produto do gene JAGI.
 Sindromes de genes contiguos sio vistas primariamente em machos com delecoes
no cromossomo X (Figura 13.21A). O caso cldssico foi um garoto BB que possuia dis-
trofia muscular de Duchenne (DMD; OMIM 310200), doenga granulomatosa crénica
(CGD; OMIM 306400) e retinite pigmentosa (OMIM 312600), em conjunto com retar-
do mental. Ele teve uma delegido cromossdmica em Xp21, a qual removeu um con-
junto contiguo de genes e, incidentalmente, forneceu aos pesquisadores um meio de
clonar os genes cuja auséncia causava duas de suas doengas (DMD e CGD). Delecies
da extremidade do brago curto do cromossomo X (Xp) sdo vistas em um outro con-
junto de sindromes de genes contiguos. Delecoes sucessivamente maiores removem
mais genes e adicionam mais doencas & sindrome. Microdelegaes sdo relativamente
frequentes em algumas partes do cromossomo X (tais como Xq21 e a porgio proximal
de Xp) mas sdo raras ou desconhecidas em outras (como Xp22.1-22.2 e Xq28). Sem
duvida a delegdo de alguns genes individuais e as delegdes visiveis em regides ricas

(A) mapado X (B) mapa autossémico
paciente n® 1 2 3 4 B 6 i 8
Xt At
X 1 | e | A A
2 = Figura 13.21 Sindromes com
Xt b At microdelegao autossomica e ligada
ao X. (A) No cromossomo X, pacientes
Xit " At masculinos 1-3 apresentam uma série
combinada de sindromes de genes
Xe ] Ayt r contiguos, enguanto o paciente 4 apresenta
ﬁ uma sfndrome de genes contiguos distinta.
XgT 22 AgT i Delecao do gene X, ou X; é letal nos
machos. (B) Nos autossomos, sindromes
X, AT de genes contiguos sao raras em fungao
[ do equilibrio proporcionado pelo segundo
XgT AgT cromossomo. Neste exemplo, apenas o
gene A, € sensivel a efeitos de dose. Os
IS ii pacientes 5-7 apresentam delecoes de
fertipoda x2 x2 X, % As A5 Aa As diferentes tamanhos, todas incluindo o gene
paciente: P R A.. Todos apresentam o mesmo fenétipo
) U A do paciente 8, o qual é heterozigoto para
)‘(*' uma mutagao pontual de perda de fungao,
4

localizada no gene A..
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em genes seriam letais. Sindromes de genes contiguos, semelhantes as descritas para
o X, sdo muito menos comuns com autossomos em fun¢do do equilibrio fornecido
pelo cromossomo normal (Figura 13.21B). A sindrome de Langer-Giedon (sindrome
tricorrinofalangeana, tipo II; OMIM 150230) é um exemplo raro.

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

Algumas outras sindromes recorrentes sao produzidas por delegoes terminais aleatd-
rias em cromossomos nos quais um gene sensivel 4 dose se localiza proximo aos teléme-
ros. $do exemplos as sindromes de Wolf-Hirschhorn (OMIM 194190) e Cri-du-chat (OMIM
123450). Na sindrome de Miller-Dieker (Lisencefalia; OMIM 247200), delegdes terminais
aleatdrias no brago curto do cromossomo 17p podem remover um ou mais genes sensiveis
a dose, produzindo uma sindrome de dele¢do de genes contiguos.

13.4 PATOLOGIA MOLECULAR: ENTENDENDO O EFEITO
DAS VARIANTES

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

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

Para a patologia molecular, 0 que importa nao é a sequéncia de um mutante, mas seu
efeito. Conhecer a sequéncia de um alelo mutante é importante para testes genéticos, mas
para a patologia molecular precisa-se saber o que o alelo faz ou deixa de fazer. Um gene
mutado pode apresentar todos os tipos de efeitos sutis sobre o organismo, mas uma ques-
tdo inicial valiosa é se ele produz perda ou ganho de funcao:

» Nas mutagdes de perda de funcio o produto apresenta funcado reduzida ou ausente.
« Nas mutacdes de ganho de fungio o produto realiza algo positivamente anormal.

Inevitavelmente, algumas mutagdes ndo podem ser facilmente classificadas em nenhu-
ma das categorias. Um canal de fon permanentemente aberto perdeu a fun¢ao de fecha-
mento ou ganhou a fungao de abertura inapropriada? O produto de um gene mutante que
interfere na funcao do alelo normal em um heterozigoto nao s6 perdeu sua fungao normal,
como também ganhou uma nova funcio danosa. Uma mutacéo pode alterar o balango entre
diversas fungdes ou produtos de um gene. No entanto, a distingio entre perda ou ganho de
funcgdo é a primeira ferramenta essencial quando se pensa em patologia molecular.

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

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

Heterogeneidade alélica é uma caracteristica comum em
fenétipos de perda de fungao

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

Quando um fendtipo clinico resulta da perda de fungdo de um gene, deveria-se ser
capazes de encontrar mutagoes de ponto que possuam o mesmo efeito como delecdo
ou ruptura do gene. Por exemplo, o gene mutado na ataxia-telangiectasia (ATM), no cro-
mossomo 11g23, codifica uma proteina com 3.056 aminoécidos de comprimento, a qual
é envolvida na detecgao de DNA danificado. Quando o dano é detectado, a ATM fosforila
proteinas a jusante, o que aciona o processo de reparo. Pacientes com ataxia-telangiecta-
sia sdo deficientes na reparacdo de dano ao DNA. Pacientes diferentes apresentam uma
ampla variedade de mutag¢des do gene ATM. Na maioria dos casos, sdo pequenas inser-
¢oes/delecdes com troca de fase de leitura, mas também ocorrem mutagdes sem sentido,
mutagdes de sitio de splicing, algumas mutagdes nao sinénimas e ocasionais delecées de
grande porte (Figura 13.22). Claramente, a causa da ataxia-telangiectasia é a perda da
fungao de ambas as cdpias do gene ATM.

Mutacoes de perda de funcao produzem fenétipos dominantes
quando ha haploinsuficiéncia

Conforme mencionado, para a maioria dos produtos génicos a quantidade precisa néo é
crucial. A maioria das mutagoes de perda de fun¢io produzem fendtipos recessivos, o que
significa que uma pessoa que possui apenas uma cépia funcional do gene serd fenotipica-
mente normal. Em alguns casos, no entanto, 50% dos niveis normais nao sao suficientes
para a funcao normal. Pessoas heterozigotas para uma mutagio de perda de fungio apre-
sentam um fenétipo herdado como um trago dominante. Isso é chamado haploinsufi-
ciéncia. A sindrome de Waardenburg do tipo I (OMIM 193500: perda de audigio e anoma-
lias de pigmentacao) fornece um exemplo. Conforme a Figura 13.23 apresenta, mutacdes
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Figura 13.22 0 espectro de mutagoes
no gene ATM em pacientes com
ataxia-telangiectasia. A grande variedade
de mutagoes, cuja maioria produziria um
produto génico truncado, mostra que esta
doenga recessiva é causada pela perda

de funcao do gene ATM. [Dados relatados
em Li A & Swift M (2000) Am. J. Med.
Genet. 92, 170-177. Com a permissao de
Wiley-Liss, Inc, uma subsidiaria de John
Wiley & Sons, Inc.; e de Esembl e OMIM.]
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Figura 13.23 Mutacgbes de perda de
fungao no gene PAX3 em pacientes com
a sindrome de Waardenburg do tipo

I. Um amplo espectro de mutacdes que
causam e que ndo causam truncamento

é identificado, de modo similar aos

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

da protefna PAX3. Embora a doenca seja
dominante, os dados na figura indicam

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

Seria razodvel perguntar por que deveria haver haploinsuficiéncia para qualquer pro-
duto génico. Por que a selegdo natural nao gerenciou isso de uma maneira melhor? Se um
gene é expresso de modo que duas cépias fazem apenas a quantidade necessaria do produ-
to, a selegdo por variantes com niveis mais elevados de expressao deveria levar a evolugao
de um organismo mais robusto, sem nenhum custo evidente a ser pago por isso. A resposta
€ que na maioria dos casos isso de fato aconteceu - o que explica por que relativamente
poucos genes sao sensiveis a efeitos de dose. Existem alguns casos nos quais a célula com
apenas uma c6pia funcional do gene ndo pode suprir a demanda de um produto génico
que é necessdrio em grandes quantidades. Um exemplo pode ser a elastina. Em pessoas
heterozigotas para uma delegio ou mutagoes de perda de fungao do gene da elastina, teci-
dos que necessitam apenas moderadas quantidades de elastina (p. ex., pele e pulmées) nao
sdo afetados, mas a aorta, onde muito mais elastina é requerida, geralmente apresenta uma
anormalidade, a estenose adrtica supravascular (OMIM 185500). Contudo, certas fungoes
génicas sdo inerentemente sensiveis a efeitos de dose. Estas incluem:

« produtos génicos que sdo parte de um sistema de sinaliza¢do quantitativo cuja fungao
depende da ocupagio de um receptor ou de um sitio de ligagao ao DNA, por exemplo;

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

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

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

TABELA 13.3 Exemplos de fendtipos provavelmente causados por haploinsuficiéncia

Condigao N° OMIM Gene®
Sindrome de Alagille do t;;)T 118450 JAG1
Sindrome da exostose multipla do tipo 1 133700 EXT1
Neuropatia tomaculosa 162500 PMP22
Estenose adrtica supravascular 185500 ELN
Sindrome tricorrinofalangiana tipo 1 190350 TRPS1

“ Individuos com um alelo de perda de fungao séo afetados, pois o produto de uma Unica cépia funcional nao é suficiente

para o funcionamento ou desenvolvimento normais.
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0 efeito dominante negativo ocorre quando um produto génico
mutado interfere na funcao do produto normal

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

Coldgenos fibrilares, as principais proteinas estruturais do tecido conectivo, sdo for-
mados por uma tripla-hélice de cadeias polipeptidicas, podendo ser homotrimeros ou
heterotrimeros, as quais sdo montadas em arranjos cruzados fortemente empacotados,
formando fibras rigidas. Nas cadeias polipeptidicas recém-sintetizadas (pré-pré-colage-
no), pré-peptideos N- e C-terminais flanqueiam uma sequéncia regular repetitiva (Gly-
-X-Y),, em que X e Y sdo aminodcidos varidveis, sendo que pelo menos um deles frequen-
temente € uma prolina. Trés cadeias de pré-pré-coldgeno associam-se para formar uma
tripla-hélice sob controle do pré-peptideo C-terminal. Ap6s a formacao da tripla-hélice,
os pré-peptideos N- e C-terminais sao removidos. Mutagdes que substituem a glicina por
qualquer outro aminodcido normalmente apresentam forte efeito dominante negativo
por desfazerem o empacotamento da tripla-hélice. As mutacoes ndo sindnimas (missense)
no coldgeno tipo I sdo responsdveis pelas formas mais graves de osteogénese imperfeita
(brittle bone disease ou osteogenesis imperfecta tipo I1A; OMIM 166210), em fungio destes
efeitos dominantes negativos. Nos heterozigotos, os polipeptideos mutados de colageno
associam-se a cadeias normais, mas acabam impedindo a formacdo da tripla-hélice. Isso
pode reduzir para menos de 50% a disponibilidade de coldgeno funcional. Seria de se es-
perar que mutacdes nulas no mesmo gene causassem efeitos mais graves, mas na verdade
causam uma doenga mais branda. A simples auséncia de um coldgeno é menos danosa
que a presenca de cadeias anormais (Figura 13.24),

normal 0Ol grave Ol moderada
COL1IA1  COL1A2 mutagao nao mutagao
locus locus sindnima importante
17q 7q k k
= J_I Il P I_l expresséo|'_l I_‘ P I] sem expressao I] I]
EHESSA0 anormal
n cadeias n cadeias —  ncadeias
2n cadeias n cadeias normais n cadeias
+ n cadeias mutantes
2 moléculas normais de 2 moléculas de
n moléculas de protocolgeno protocolageno
protocolageno i 4
(trés cadeias) NSNS
LRty ST 0 covtion a2 sxcoventes
AR =T (Gsgimdacie)

30 moléculas normais de
protocolageno

substituicao na porgao
N-terminal da tripla-hélice:
disturbio leve no
empacotamento

substitui¢do na porgao
C-terminal da tripla-hélice:
distarbio grave
no empacatamento

Figura 13.24 Efeito dominante
negativo de mutacdes no gene do
colageno. Fibras de coldgeno sao
construidas por arranjos cruzados de
unidades da tripla-hélice de protocolageno.
0 protocolageno do tipo | compreende duas
cadeias codificadas pelo gene COL1A1,

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

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

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

£ improvével que uma mutacio fornega uma fungio radicalmente nova para um produto
génico. O nico mecanismo que garantidamente gera novas fungoes é quando um rear-
ranjo cromossdmico cria um novo gene quimérico reunindo éxons de dois genes distintos.
Emabaralhamentos de éxons deste tipo tém sido importantes para a evolugio, mas néao
em doengas hereditdrias. As translocagdes ou inversdes cromossémicas que produzem
estes genes quiméricos podem propagar-se através de divisdes mit6ticas sucessivas, quan-
do cada cromossomo se comporta de maneira independente. No entanto, cromossomos
homdlogos pareiam e recombinam durante a meiose. Conforme visto no Capitulo 2, em
portadores de rearranjos cromoss6micos, o pareamento envolve conformagoes cromos-
somicas complicadas, as quais podem resultar em segregac¢ao incorreta; em alguns casos,
a replicagdo ird produzir duplicagdes e delegoes. Como resultado, genes quiméricos sao
frequentemente vistos em tumores, os quais dependem unicamente da mitose - muitos
exemplos sio descritos no Capitulo 17 - mas ndo em condig¢des hereditdrias, nas quais
eles teriam que passar por meiose. Os exemplos evolutivamente bem-sucedidos devem
ser raras excecgoes.

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

TABELA 13.4 Mecanismos das mutacoes de ganho de funcao

Defeito Gene N° OMIM Doenca Comentarios

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

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

Canal de ion aberto de SCN4A 168300 paramiotonia congénita de  mutagoes especificas neste gene de canal de

maneira imprépria von Eulenburg sddio atrasa o fechamento

Agregacao proteica HD 143100 doencga de Huntington proteinas com expansao de poliglutamina

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

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

Desordens causadas pelo ganho de funcao de receptores de hormonio
associados a proteina G

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

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

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

« O distirbio 6sseo conhecido como condrodisplasia metafisaria tipo Jansen (OMIM
156400) pode ser causado por um receptor hormonal da paratireoide, constitutiva-
mente ativo.

A homogeneidade alélica nao é sempre dada pelo ganho
de funcao

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

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

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

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

* Aselecao em favor do heterozigoto acentua o efeito fundador e geralmente resulta em
uma, ou algumas poucas, mutagdes especificas que sdo comuns em uma populagio.

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

Inicia-se esta se¢do sobre patologia molecular enfatizando a distingéo entre mutacoes de
perda e de ganho de fungéo. Contudo, ¢ possivel ver ambos os tipos de mutagio no mesmo
gene. Quando isso acontece, os fenétipos resultantes sao frequentemente muito distintos.

Conforme descrito, mutagoes de perda de fungdo no gene PAX3 causam o defeito de
desenvolvimento conhecido como sindrome de Waardenburg do tipo I (ver Figura 13.23).
Um fenétipo totalmente diferente é visto quando uma translocagao cromossémica cria
um novo gene quimérico, fusionando o gene PAX3 com outro gene de fator de transcrigio,
0 FKHR, em células somadticas. O ganho de fungao deste fator de transcrigéo hibrido causa
o0 desenvolvimento de um tumor, o rabdomiossarcoma (OMIM 268220). Outro exemplo
marcante diz respeito ao gene RET. Este gene codifica um receptor transmembrana do
tipo tirosina quinase. A associacao do ligante (GDNF, do inglés glial cell line-derived neu-
rotrophic factor) ao dominio extracelular induz a dimerizagdo dos receptores. Isso ativa
mddulos de tirosina quinase no dominio citoplasmatico, os quais transmitem o sinal para
a célula (ver Figura 4.15, p. 110).

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

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

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

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

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

Perda (—) ou
Gene Localizagao  ganho (+) Doencas Simbolo N° OMIM
PAX3 2q35 = Sindrome de Waardenburg ~ WS1 193500
do tipo 1
+ Rabdomiossarcoma RMS2 268220
alveolar
RET 10q11.2 + Neoplasia enddcrina MEN2A 171400
multipla tipo IIA
+ Neoplasia endécrina MEN2B 162300
multipla tipo 11B
+ Carcinoma medular de FMTC 155240
tireoide familiar
— Doenga de Hirschsprung HSCR 142623
PMP22 17p11.2 = Neuropatia de Charcot-Ma- CMT14 118220
rie-Tooth tipo 1A
+ Neuropatia tomaculosa HNPP 162500
GNAS1 20g13.2 = Osteodistrofia hereditaria PHP1A 103580
de Albright
+ Sindrome McCune-Albright MAS 174800
AR Xql12 = Sindrome de feminilizacao  TFM 300068
testicular
+ Atrofia muscular SBMA 313200

espinobulbar
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13.5 A BUSCA POR CORRELAGOES ENTRE
GENOTIPO E FENOTIPO

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

0 efeito fenotipico das mutacdes de perda de funcao depende do
nivel residual da funcao génica

Mudangcas na sequéncia de DNA podem causar graus varidveis de perda de fungido. Mui-
tas substitui¢oes de aminodcidos apresentam efeito reduzido ou mesmo inexistente, en-
quanto algumas mutagdes eliminam completamente a fungao. Uma mutagio pode estar
presente em uma ou nas duas cépias de um gene. Pessoas com condigdes autossdmicas
recessivas geralmente sdo heterozigotos compostos - ou seja, eles tém mutagaes diferen-
tes em cada alelo. Se ambas as mutagdes causam uma perda de fungao, mas com graus
distintos, o alelo menos severo ird determinar o nivel residual da fungio. A Figura 13.27
representa quatro possiveis relagdes entre o nivel residual da fungéo génica e o fenétipo

(A) sem efeito doenga

(8) sem efeito

doenca

doenga

© sem efeito Moderadae=easaascacacaas grave

efeito no sistema A efeito no sistema A+B

Ot 17 )

L I J

100 50 0
nivel residual da fungao do gene (%)

(D) sem efeito

Figura 13.26 Tanto o aumento como
a reducao de dose do gene PMP22 sao
patogénicos, mas causam patologias
distintas. O crossover desigual entre
repeticoes flanqueadoras (quadros
amarelos) gera duplicagoes ou delegoes
de 1,5 Mb da regiao contendo o gene
PMP22 (quadro azul). A duplicagao causa
a doenca de Charcot-Marie-Tooth; a
delec&e causa a neuropatia tomaculosa.
As mesmas duas doencas podem resultar
de mutagdes de ponto que aumentam ou
reduzem a atividade do gene PMP22 ou que
0 inativam.

Figura 13.27 Quatro possiveis relagoes
entre a perda da fungao génica e o
fenoétipo clinico. As barras indicam o

nivel geral de fungao produzido pelo efeito
combinado de dois alelos do gene. (A) Essa
condicdo, com 50% da funcao residual

do gene sem causar efeitos, serd um
recessivo simples. (B) Essa condigao sera
dominante em fungao da haploinsuficiéncia;
a perda de 50% da fungao do gene causa
a doenca. (C) Essa condigao é recessiva,
mas a gravidade depende do nivel da
fungao residual, de modo que existe uma
correlagé@o entre gendtipo e fendtipo. (D)
Se as consequéncias clinicas sdo muito
diferentes, dependendo do grau da fungao
residual, os resultados podem ser descritos
como sindromes distintas (A e A + B), e
elas podem ter modos distintos de heranca,
como aqui. Exemplos especificos sao
discutidos no texto.
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TABELA 13.6 Consequéncias da redugao na funcao da hipoxantina guanina fosforribosil

transferase (HPRT)

Atividade da HPRT (% do normal)  Fendtipo

> 60 sem doenca

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

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

1,4-1,6 sindrome de Lesch-Nyhan, mas com inteligéncia normal

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

coreoatetose, automutilagao, retardo mental

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

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

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

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

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

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

o Nos genes COLIAI ou COL1A2, que codificam coldgeno do tipo I, mutagdes no mes-
mo gene podem produzir outras duas condi¢ées dominantes, a mais branda por sim-
ples haploinsuficiéncia e as formas mais graves por efeitos dominantes negativos (ver
Figura 13.24).

Correlagoes entre genotipo e fenétipo sao especialmente fracas
para condi¢oes causadas por mutacoes mitocondriais

Mutagoes no DNA mitocondrial apresentam efeitos praticamente imprevisiveis, tanto
com relagdo a causar ou ndo uma doenga como com relagdo a qual doenga ird causar. Uma
dada mudanca de sequéncia de mtDNA pode ser vista em pacientes com vdrias patologias
distintas, e pacientes com a mesma doencga mitocondrial podem apresentar mutagoes
distintas em seu mtDNA. Além disso, como as células contém milhares de moléculas de
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mtDNA, elas podem ser homopldsmicas (todas as moléculas de mtDNA sao idénticas) ou
heteropldsmicas (uma populagio mista de mtDNA normal e mutante). Diferentemente do
mosaicismo, a heteroplasmia pode ser transmitida da mée para o filho por meio de um
6vulo heteropldsmico. O évulo contém mais de 10 mil mitocondrias, de modo que todos
os filhos de uma mulher infectada irdo herdar pelo menos algumas das mitocoéndrias mu-
tantes, mesmo se a mae for heteroplasmica. No entanto, doengas mitocondriais frequen-
temente apresentam baixa penetrancia (ver Figura 3.10, p. 68).

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

Existem diversas razoes possiveis para essa fraca correlacdo:

» O DNA mitocondrial é muito mais varidvel que o DNA nuclear e algumas sindromes
podem depender da combinacdo da mutacdo reportada com outras variantes ainda
ndo identificadas.

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

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

» Precocemente no desenvolvimento da linhagem germinativa, as células passam por
um estagio no qual elas contém apenas um niimero reduzido de mitocondrias (o gar-
galo mitocondrial). Por um erro aleatério de amostragem neste estdgio, em uma mae
heteropldsmica a proporgao de mitocondrias normais e mutantes pode ser significan-
temente distinta ap6s esse gargalo. Assim sendo, o grau de heteroplasmia pode variar
amplamente entre a mée e o filho.

« Duplicagoes e delegoes no genoma mitocondrial frequentemente evoluem com o
passar dos anos em um unico individuo afetado; de modo similar, a proporgao de
mitocondrias mutadas em pessoas heteropldsmicas pode variar ao longo do tempo.

» Muitas fun¢des mitocondriais sao codificadas por genes nucleares, de modo que uma
variagdo nuclear pode ser uma causa importante ou um modificador de um fenétipo
mitocondrial.

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

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

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

Correlagdes entre gendétipo e fendtipo passariam a ser significativamente mais preci-
sas se 0s genodtipos considerassem os modificadores tanto quanto as mutagdes primdrias.
No entanto, a identificacdo e a caracterizacdo de genes modificadores em humanos é ex-
tremamente desafiadora. Dados os limites inevitdveis da andlise genética em humanos,
uma abordagem mais produtiva poderd vir com a identificagao de todos os componentes
das rotas bioquimicas envolvidas em uma doenga.
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LEITURAS ADICIONAIS

CONCLUSAO

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

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

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