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Bases Moleculares das

Doencas Genéticas

Principios Gerais e LicOes a partir

O termo doen¢a molecular, introduzido hd mais de 6
décadas, refere-se a distiirbios nos quais o evento primario
causador da doenca é uma alteracio, herdada ou adquirida,
que afeta um gene(s), sua(s) estrutura(s) e/ou sua expres-
sdo. Neste capitulo, inicialmente abordaremos os mecanis-
mos genéticos e bioquimicos subjacentes aos distirbios
monogénicos ou de um tnico gene. Ilustraremos estes dis-
tirbios no contexto de suas consequéncias moleculares e
clinicas, usando como exemplo as doencgas hereditarias das
hemoglobinas — as hemoglobinopatias. Essa visdo geral
de mecanismos serd detalhada no Capitulo 12, incluindo
outras doengas genéticas que ilustram principios adicionais
da genética na medicina.

Uma doenga genética ocorre quando uma alteragao no
DNA de um gene essencial modifica a quantidade ou fun-
¢do dos seus produtos génicos, ou ambos — tipicamente o
RNA mensageiro (RNAm) e a proteina, e ocasionalmente
RNAs nio codificadores especificos (RNAncs), os quais
possuem fungdes estruturais ou reguladoras. Apesar de a
maioria dos distirbios monogénicos conhecidos resultar de
mutacdes que afetam a fungdo de uma proteina, agora sio
conhecidas algumas excegdes a essa generalizacido. Essas
excecdes sao doencas que resultam de mutagdo em genes
de RNAnRc incluindo genes de microRNA (miRNA) que
regulam genes-alvo especificos, e genes mitocondriais que
codificam RNAs de transferéncia (RNAts; Cap. 12). E essen-
cial entender as doengas genéticas nos niveis bioquimico e
molecular, porque esse conhecimento é fundamental para
a terapia racional. Neste capitulo, restringiremos nossa
atencio as doengas resultantes de defeitos causados em genes
codificantes de proteinas. O estudo do fenotipo no nivel de
proteinas, a bioquimica e o metabolismo constituem a dis-
ciplina da genética bioquimica.

Em 2014, uma versdo on-line do Mendelian Inberitan-
ce in Man listou mais de 5.500 fenotipos para os quais se
conhece a base molecular, a maioria deles com heranga
autossdmica e ligada ao X. Apesar de ser impressionante que
defeitos moleculares basicos tenham sido encontrados em
tantos distirbios, é preocupante saber que a fisiopatologia
ndo é inteiramente conhecida para nenhuma doenga gené-
tica. A anemia falciforme (Caso 42), discutida mais adiante
neste capitulo, esta entre os disturbios hereditdrios mais

das Hemoglobinopatias

bem caracterizados, mas ainda assim o conhecimento estd
incompleto — apesar do fato de ter sido a primeira doenga
molecular a ser reconhecida, hda mais de 65 anos.

0 EFEITO DAS MUTAGOES SOBRE A FUNCAO
PROTEICA

As mutagoes envolvendo genes codificantes de proteinas
causam doenga por meio de pelo menos um de quatro pos-
siveis diferentes efeitos sobre a fun¢io proteica (Fig. 11-1). O
efeito mais comum é a perda de fungao da proteina mutante.
Muitas condigdes importantes surgem, no entanto, de outros
mecanismos: um ganho de funcio, a aquisi¢do de uma nova
propriedade pela proteina mutante, ou a expressio de um
gene no momento errado (expressao heterocronica) e/ou no
local errado (expressdo ectopica).

Mutacdes de Perda de Funcao

A perda de fungdo de um gene pode resultar de uma altera-
¢do em sua sequéncia codificante, reguladora, ou de outras
sequéncias criticas, devido a substitui¢des, delecdes, inser-
¢oes ou rearranjos da sequéncia nucleotidica. Uma perda de
funcdo devido a uma delecio, levando a uma redugio na
dosagem génica, é exemplificada pela o-talassemia (Caso 44),
que é comumente provocada pela delecdo de genes de
o-globina (veja discussio a seguir); por doencas de perda
cromossomica (Caso 27), como as monossomias, tais quais
a sindrome de Turner (Cap. 6) (Caso 47); e por mutagoes
somaticas adquiridas — frequentemente delegbes — que
ocorrem em genes supressores de tumor em muitos canceres,
como o retinoblastoma (Caso 39) (Cap. 15). Muitos outros
tipos de mutag¢io também podem levar a uma perda com-
pleta de funcio, e todos sdo ilustrados pela B-talassemia
(Caso 44) (veja discussdo a seguir), um grupo de hemo-
globinopatias que resulta em uma redugio na abundéncia de
B-globina, uma das principais hemoglobinas nas hemadcias
dos adultos.

A severidade de uma doenga resultante de mutagdes
de perda de fungio geralmente estd correlacionada com
a quantidade da fungdo perdida. Muitas vezes, mesmo
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Figura 11-1 Uma visao geral dos mecanismos pelos quais as mutagoes causadoras de doenca produzem
doenga. As mutagdes em uma regido codificante resulta em proteinas estruturalmente anormais que
apresentam perda ou ganho de fungio, ou uma nova propriedade que resulta em doenca. As mutacoes
em sequéncias ndo codificantes sio de dois tipos gerais: aquelas que alteram a estabilidade ou splicing do
RNA mensageiro (RNAm) e aquelas que alteram elementos reguladores ou mudam a dosagem génica.
As mutagtes em elementos reguladores alteram a abundancia do RNAm, ou o momento ou tipo celular
no qual o gene € expresso. Tanto as mutagdes em regiio codificante, quanto aquelas que ocorrem em
dominios reguladores podem reduzir a quantidade da proteina produzida. HPFH, Persisténcia hereditaria

da hemoglobina fetal.

uma pequena porcentagem de retencio de fungio residual
pela proteina mutante reduz severamente a gravidade da
doenga.

Mutacdes de Ganho de Fungdo

As mutagoes também podem intensificar uma ou mais fun-
¢Oes normais de uma proteina; entretanto, em um sistema
biolégico, mais nio é necessariamente melhor, e uma doenca
pode ocorrer. E critico reconhecer quando uma doenga se
deve a uma mutagio de ganho de fungio, ja que o tratamen-
to deve ser necessariamente diferente daquele dos distirbios
resultantes de outros mecanismos, como as mutacdes de
perda de funcdo. As mutagoes de ganho de fungio pertencem

a duas grandes classes:

* Mutagoes que aumentam a produgao de proteina normal.
Algumas mutag¢des causam doenga por aumentar a sintese
de uma proteina normal nas células nas quais a proteina
esta normalmente presente. A mutagio mais comum
desse tipo resulta de um aumento da dosagem génica,

o que geralmente é ocasionado pela duplicacio de um
cromossomao inteiro ou de parte dele. Como discutido no
Capitulo 6, o exemplo cldssico ¢ a trissomia do 21 (sin-
drome de Down), que se deve a presenca de trés copias
do cromossomo 21. Outras doengas importantes surgem
do aumento da dosagem de genes tinicos, incluindo uma
forma da doenga de Alzheimer familiar, resultante da
duplicagdo do gene da proteina precursora de amiloide
(BAPP) (Cap. 12), e a degeneragio do nervo periférico,
doenca de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (Caso 8), que
geralmente resulta da duplicacio de um tnico gene, o gene
que codifica a proteina da mielina periférica 22 (PMP22).

® Mutacoes que intensificam uma fungio normal de uma

proteina. Raramente uma mutag¢io na regido codificante
aumenta a capacidade de a molécula de proteina executar
uma ou mais das suas fungées normais, mesmo que esse
aumento seja determinante para todo o conjunto de fun-
coes fisioldgicas desta proteina. Por exemplo, uma muta-
¢do missense, que cria a hemoglobina Kempsey, bloqueia a
hemoglobina no seu estado de alta afinidade por oxigénio,
reduzindo assim a distribui¢do de oxigénio para os tecidos.
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Outro exemplo desse mecanismo ocorre em uma forma de
baixa estatura chamada de acondroplasia (Caso 2).

Mutacdes que Conferem Novas Propriedades

Em alguns casos, uma mudanga na sequéncia de aminodci-
dos confere novas propriedades a uma proteina, sem neces-
sariamente alterar suas fungdes normais. O exemplo clds-
sico desse mecanismo ¢ a anemia falciforme (Caso 42), a
qual, como veremos mais adiante neste capitulo, deve-se a
substitui¢io de um aminodcido que nao tem efeito sobre a
capacidade de transporte de oxigénio da hemoglobina falci-
forme. Diferente e contrariamente a hemoglobina normal, as
cadeias da hemoglobina falciforme se agregam quando estao
desoxigenadas e formam fibras poliméricas anormais que
deformam as hemdcias. Nio é de se surpreender que essas
mutacoes que conferem novas propriedades sejam infrequen-
tes, ja que a maioria das substitui¢des de aminodcidos ou ¢
neutra ou é prejudicial para a fungdo ou estabilidade das
proteinas, as quais foram finamente reguladas pela evolucio.

Mutacdes Associadas com a Expressdo Génica
Heterocronica ou Ectopica

Uma classe importante de mutagoes inclui aquelas que levam
a uma expressio inapropriada de um gene em um momento
ou local anormais. Essas mutacoes ocorrem em regioes regu-
ladoras do gene. Assim, o cancer ¢ frequentemente resultado
da expressdo anormal de um gene que em geral promove a
proliferagio celular — um oncogene — em células nas quais
este gene normalmente nio é expresso (Cap. 15). Algumas
mutagdes em elementos reguladores das hemoglobinas levam
a expressdo continua do gene da y-globina em adultos, que

¢ normalmente expressa em altos niveis na vida fetal. Essas
mutacdes no gene da y-globina causam um fenétipo benigno
chamado de persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal
(Hb F), como exploraremos a seguir neste capitulo.

COMO AS MUTA(}OES ALTERAM
A FORMACAO DE PROTEINAS
BIOLOGICAMENTE NORMAIS

As perturbagdes nas fungdes normais de uma proteina, que
resultam dos vdrios tipos de mutagdes citados anteriormen-
te, podem ser bem exemplificadas por varias doengas que se
devem a mutagdes nos genes de globina, como exploraremos
na segunda parte deste capitulo. Para formar uma proteina
biologicamente ativa (como a molécula de hemoglobina),
a informagdo deve ser transcrita da sequéncia nucleotidica
de um gene para o RNAm, e entdo traduzida em um poli-
peptideo, que passa por estdgios progressivos de maturagio
(Cap. 3). As mutagdes podem interferir com qualquer um
desses passos (Tabela 11-1). Como veremos posteriormente,
cinco anormalidades nesses estdgios serdo ilustradas por
varias hemoglobinopatias; as outras serdo exemplificadas
por doengas apresentadas no Capitulo 12.

A RELACAO ENTRE GENOTIPO E FENOTIPO
NAS DOENCAS GENETICAS

As variagdes no fenotipo clinico observado em uma doenga
hereditaria podem ter uma de trés explicacdes genéticas, a saber:
e Heterogeneidade alélica

¢ Heterogeneidade de locus, ou

e O efeito de genes modificadores

TABELA 11-1 As Qito Etapas nas Quais as Mutagoes Podem Interromper a Produgio de uma Proteina Normal

Etapa Exemplo de Doenca

Transcrigao

Talassemias devido a produgio reduzida ou auséncia do RNAm de globina, devido a delegdes ou muragdes

nos sitios reguladores e de splicing do RNAm do gene de globina
Persisténcia hereditdria da hemoglobina fetal, que resulta do aumento da transcrigio pos-natal de um ou

mais genes da y-globina
Tradugao

Talassemias devido a RNAms nio funcionais ou com degradagio rapida contendo mutagdes nonsense ou

de mudanga de matriz de leitura (frameshift)

Dobramento do polipeptideo

Mais de 70 hemoglobinopatias se devem a hemoglobinas anormais com delegoes ou substituigdes de

aminodcidos que levam a globinas instiveis que sio prematuramente degradadas (p. ex., Hb Hammersmith)

Modificagdo pos-traducional

Doenga de célula I, uma doenga de armazenamento lisossémico que se deve a uma falha na adigio de

um grupo fosfato a residuos de manose das enzimas lisossomicas. Os residuos de manose 6-fosfato siao
necessarios para direcionar as enzimas para os lisossomos (Cap. 12)

Montagem de monémeros em
uma proteina holomérica

Localizagdo subcelular do
polipeptideo ou do holémero

Tipos de osteogénese imperfeita nos quais uma substitui¢io de aminodcido na cadeia de pré-coligeno
prejudica a montagem normal da tripla-hélice do colageno (Cap. 12)

Mutagoes de hipercolesterolemia familiar (classe 4), na extremidade carboxiterminal do receptor LDL, que
prejudicam a localizagdo do receptor em vesiculas recobertas por clatrina, prevenindo a internalizagio

do recepror e sua subsequente reciclagem para a superficie celular (Cap. 12)

Ligagdo de cofator ou grupo
prostético ao polipeptideo cistationa sintase (Cap. 12)

Funcionamento de uma proteina
corretamente enovelada,
montada e localizada, produzida
em quantidades normais

Tipos de homocisteintria devido a falta ou a baixa ligagio do cofator (piridoxal fosfato) a apoenzima

Doengas nas quais a proteina mutante é normal em quase todos os sentidos, exceto pelo fato de que uma
de suas atividades biolégicas criticas estd alterada devido a uma substituigio de aminodcido (p. ex., Hb
Kempsey, onde ha prejuizo de interagio entre a subunidade que bloqueia a hemoglobina no seu estado
de alta afinidade pelo oxigénio)

LDL, lipoproteina de baixa densidade; RNAm, RNA mensageiro.
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TABELA 11-2 Tipos de Heterogeneidade Associadas a Doengas Genéticas

Tipo de Heterogeneidade  Definigao

Exemplo

Heterogeneidade genética
Heterogeneidade alélica

Heterogeneidade de locus
clinico
Heterogeneidade clinica ou

fenotipica de um tinico locus

A ocorréncia de um ou mais alelos em um locus
A associagdo de mais de um locus com um fenétipo

A associagio de mais de um fenétipo com mutagoes

o-Talassemia

B-Talassemia

A talassemia pode resultar de mutagdes tanto
nos genes de o-globina quanto de B-globina

A anemia falciforme e a B-talassemia resultam
de distintas mutagées no gene da p-globina

Cada umas dessas pode ser ilustrada por mutagoes nos
genes da a-globina e da B-globina (Tabela 11-2).

Heterogeneidade Alélica

A heterogeneidade genética deve-se comumente a presenga
de alelos multiplos em um dnico locus, uma situacio chama-
da de heterogeneidade alélica (Cap. 7 e Tabela 11-1). Muitas
vezes, hd uma clara correlagio gendtipo-fenétipo entre um
alelo especifico e um fenétipo especifico. A explicagio mais
comum para o efeito da heterogeneidade alélica no fenétipo
clinico é que os alelos que conferem mais funcao residual
na proteina mutante estio frequentemente associados com
uma forma mais branda do principal fenotipo associado
com a doenca. Algumas vezes, entretanto, alelos que con-
ferem alguma fungdo proteica residual estio associados
com apenas um ou um subconjunto do conjunto completo
de fenétipos observados, quando ha perda de um alelo
ou este ¢ completamente ndo funcional (frequentemente
chamado de alelo nulo). Como exploraremos melhor no
Capitulo 12, essa situagdo prevalece em certas variantes
do gene da fibrose cistica, o CFTR; estas variantes levam
a uma condicio fenotipica diferente, a auséncia congénita
dos ductos deferentes, mas ndo a outras manifestacoes da
fibrose cistica.

Uma segunda explicacdo para a variacgdo fenotipica
baseada em alelos é que a variagio deve refletir uma pro-
priedade especifica da proteina que foi majoritariamente
alterada pela mutagio. Essa situagdo é bem ilustrada pela
Hb Kempsey, um alelo da B-globina no qual a hemoglobina
tem uma estrutura com alta afinidade pelo oxigénio, cau-
sando policitemia devido a distribuigdo periférica reduzida
de oxigénio, que ¢ interpretada de forma incorreta pelo
sistema hematopoiético como uma produgio inadequada
de hemadcias.

As consequéncias clinicas e bioquimicas de uma mutagio
especifica em uma proteina sdo frequentemente imprevisi-
veis. Assim, ninguém poderia prever que o alelo da B-globi-
na associado a anemia falciforme levaria a formacio de
polimeros de globina que deformam os eritréocitos para a
morfologia celular de foice (veja a seguir neste capitulo).
A anemia falciforme que resulta de uma unica muragio
especifica — a substitui¢do Glu6Val na cadeia da B-globina
¢ altamente incomum, enquanto a maioria dos fenétipos
da doenca surge de qualquer nimero ou de muitas subs-
tituigdes, normalmente murtacdes de perda de funcio na
proteina afetada.

Heterogeneidade de Locus

A heterogeneidade genética também surge quando muta-
¢oes em mais de um locus podem resultar em condicdes
clinicas especificas, uma situa¢io chamada de beteroge-
neidade de locus (Cap. 7). Esse fendmeno ¢é ilustrado pelo
achado de que a talassemia pode resultar de mutacéoes
tanto na cadeia de B-globina quanto na de a-globina
(Tabela 11-2). Uma vez que a heterogeneidade de locus
foi documentada, uma comparag¢io cuidadosa do fené-
tipo associado a cada gene algumas vezes revela que
o fenétipo ndo é tio homogéneo como se acreditava
inicialmente.

Genes Modificadores

Algumas vezes, mesmo as mais robustas relacdes
genotipo-fendtipo ndo se enquadram em um paciente
especifico. Essa variacio fenotipica pode, em principio,
ser devida a fatores ambientais ou a ag¢do de outros
genes, chamados de genes modificadores (Cap. 8). Até
o momento, foram identificados apenas alguns genes
modificadores para distiirbios monogénicos humanos,
entretanto pode-se antecipar a existéncia de numerosos
exemplos a medida que cresce o entendimento da base
das doengas. Um exemplo, descrito posteriormente neste
capitulo, pode ser visto nos homozigotos da B-talassemia
(portadores de mutagdes no locus da B-globina) que
também herdam uma variante da a-talassemia no locus
da a-globina.

AS HEMOGLOBINAS

Para ilustrar em detalhes os conceitos introduzidos na pri-
meira se¢ao deste capitulo, olharemos agora os disturbios
humanos chamados de hemoglobinopatias — as doencas
monogénicas mais comuns em humanos. Esses distiirbios
causam morbidade substancial, e a Organizacio Mundial
de Satde estima que mais de 5% da populagio mundial é
portadora de variantes genéticas clinicamente importantes
de distirbios da hemoglobina. Elas também sio importantes
porque sua patologia bioquimica e molecular ¢, talvez, a
mais bem compreendida entre todo o grupo de doengas
genéticas. Antes de discutirmos as hemoglobinopatias em
detalhes é importante uma breve introdugio sobre os aspec-
tos normais dos genes de globina e a biologia da hemo-
globina.
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Figura 11-2 A estrutura de uma subunidade de hemoglobina. Cada
subunidade tem oito regides helicoidais, designadas de A a H. Os
dois aminodcidos mais conservados estio mostrados: His92, a his-
tidina 4 qual o ferro do heme estd covalentemente ligado; e Phe42, a
fenilalanina que envolve o anel porfirina do heme no “bolso” do heme
na proteina enovelada. Verifique a discussio da Hb Hammersmith e
da Hb Hyde Park, que possuem substitui¢des da Phe42 e His92, res-
pectivamente, na molécula de B-globina.

Estrutura e Funcao da Hemoglobina

A hemoglobina ¢ a transportadora de oxigénio nas hemacias
dos vertebrados. Cada molécula de hemoglobina consiste
em quatro subunidades: duas cadeias de c-globina e duas
cadeias de B-globina (ou tipo B). Cada subunidade é compos-
ta de uma cadeia polipeptidica, a globina, e um grupo pros-
tético, o heme, que é um pigmento contendo ferro que se
combina com o oxigénio para dar a molécula a capacidade
de transportd-lo (Fig. 11-2). A hemoglobina predominante
em humanos adultos, a Hb A, tem uma estrutura o, na
qual as quatro cadeias sio dobradas e ligadas para formar
um tetrimero globular.

Como ocorre em todas as proteinas que foram extensiva-
mente conservadas durante a evolugdo, a estrutura tercidria
das globinas é constante; praticamente todas as globinas
tém sete ou oito regioes helicoidais (dependendo da cadeia)
(Fig. 11-2). Mutacdes que interferem na estrutura tercidria
invariavelmente tém consequéncias patoldgicas. Além dis-
so, mutagoes que substituem um aminodcido altamente
conservado ou que substituem um dos residuos apolares,
que formam a “concha”™ hidrofébica responsavel por excluir
a dgua do interior da molécula, comumente causam uma
hemoglobinopatia (Fig. 11-2). Como todas as proteinas, a
globina tem dreas sensiveis, nas quais muta¢des nio podem
ocorrer sem afetar a funcio, e areas insensiveis, nas quais
as variagdes sio mais livremente toleradas.

Os Genes de Globina

Além da Hb A, com sua estrutura o,3,, existem outras cinco
hemoglobinas humanas normais, cada uma das quais possui
uma estrutura tetramérica, como aquela da Hb A, consis-
tindo em duas cadeias o ou do tipo @ e duas cadeias ndo

o. (Fig. 11-3A). Os genes para as cadeias o e do tipo o sdo
reunidos em um arranjo em tandem no cromossomo 16.
Note que existem dois genes de o-globina idénticos, cha-
mados o1 e ¢2, em cada homdlogo. Os genes de B-globina
e do tipo B, localizados no cromossomo 11, sio membros
de familias relacionadas que, como descrito no Capitulo 13,
surgiram indubitavelmente de um gene ancestral em comum
(Fig. 11-3A). Ilustrando essa relagdo de proximidade evolu-
cionaria, a B- e a d-globina diferem em apenas 10 dos seus
146 aminodcidos.

Expressao de Genes de Globina e o “Liga e Desliga”
de Globinas no Desenvolvimento

A expressio dos varios genes de globina se altera durante
o desenvolvimento, um processo chamado de “liga e des-
liga” da globina (globin switching) (Fig. 11-3B). Note que
os genes nos clusters de o- e P-globinas estdo arranjados
na mesma orientagdo transcricional e, de forma notavel, os
genes de cada cluster estio situados na mesma ordem em
que sido expressos durante o desenvolvimento. As mudangas
temporais da sintese de globina sdo acompanhadas por
mudancas no principal sitio de eritropoiese (Fig. 11-3B).
Assim, as trés globinas embriondrias sdo produzidas no
saco vitelino a partir da 3" até a 8" semana de gestagdo, mas
aproximadamente na 15" semana a hematopoiese comega a
se mover do saco vitelino para o figado fetal. A Hb F (o7,),
a hemoglobina predominante durante a vida fetal, constitui
aproximadamente 70% da hemoglobina total no momento
do nascimento. Nos adultos, entretanto, a Hb F representa
menos que poucos pontos percentuais da hemoglobina total,
e pode variar de menos de 1% a aproximadamente 5% em
individuos diferentes.

A sintese da cadeia P se torna significativa por volta do
nascimento, e com 3 meses de idade quase toda a hemoglo-
bina é do tipo adulto, Hb A (0,f3,) (Fig. 11-3B). Em doengas
resultantes de mutagdes que diminuem a abundancia da
B-globina, como a P-talassemia (veja a proxima secdo),
estratégias que aumentam a quantidade normalmente baixa
de y-globina produzida em adultos (e, consequentemente,
de Hb F [0yy:]) tém demonstrado sucesso em melhorar o
distirbio (Cap. 13).

A Regulacao da Expressao do Gene da
B-Globina durante o Desenvolvimento: A Regido
Controladora de Locus

A elucidagdo dos mecanismos que controlam a expressio
dos genes de globina tem contribuido para a compreensio
sobre o0s processos normais e patolégicos. A expressao do
gene da B-globina é apenas parcialmente controlada pelo
promotor e dois acentuadores localizados no DNA ime-
diatamente flanqueadores ao gene (Cap. 3). Um requisito
importante para reguladores adicionais foi inicialmente
sugerido pela identificagio de um grupo tnico de pacientes
que ndo apresentava expressio génica a partir de gualquer
um dos genes do cluster de B-globina, mesmo quando estes
genes estavam intactos (incluindo os elementos reguladores).
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Figura 11-3 Organizagio dos genes de globina humana e hemoglobinas produzidas em cada estagio do
desenvolvimento humano. A, Os genes do tipo « estdo no cromossomo 16, os genes do tipo § estio no
cromossomo 11. As setas curvas indicam as mudangas na expressao génica durante o desenvolvimento. B,
Desenvolvimento da eritropoiese no feto humano e na crianga. Tipos de células responsaveis pela sintese
de hemoglobina, 4rgios envolvidos, e tipos de cadeia de globina sintetizados nos estigios sucessivos sio

mostrados. Veja Fontes & Agradecimentos.

Esses pacientes informativos apresentavam grandes delecoes
a montante do complexo f-globina, dele¢des que removeram
um dominio de aproximadamente 20 kb, chamado de regidao
controladora do locus (LCR), que comega aproximadamente
6 kb a montante do gene da e-globina (Fig. 11-4). Apesar
de a doenga resultante, eydp-talassemia, ser descrita mais
adiante neste capitulo, esses pacientes demonstraram que
a LCR é necessdria para a expressdo de todos os genes do
cluster da B-globina.

A LCR é definida por cinco sitios hipersensiveis a DNa-
se I (Fig. 11-4), regides gendmicas que ndo estdo comu-
mente abertas a certas proteinas (como a enzima DNase
I) e que sao usadas experimentalmente para revelar sitios
potencialmente reguladores. Dentro do contexto do empa-
cotamento epigenético da cromatina (Cap. 3), esses sitios
configuram um estado aberto da cromatina nesse locus nas
células eritroides, cujo papel é manter uma configuragio
aberta no locus, configuracdo esta que permite o acesso de
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Figura 11-4 A regido de controle de locus da B-globina (LCR). Cada uma das cinco regides de cromatina
aberta (setas) contém vdrios sitios de ligagao consenso para fatores de transcrigio eritroide-especificos e
ubiquos. O mecanismo preciso pelo qual a LCR regula a expressio génica é desconhecido. A delegio da
LCR que resulta em eydf3-talasssemia também ¢é mostrada, a qual esta discutida no texto. Veja Fontes &

Agradecimentos.

fatores de transcri¢io a elementos reguladores que medeiam
a expressido de cada um dos genes da B-globina (Cap. 3).
ALCR, juntamente com suas proteinas associadas de ligagio
ao DNA, interage com genes do locus da B-globina para
formar um dominio nuclear chamado de centro de cromatina
ativa, onde a expressio do gene da -globina ocorre. O “liga
e desliga” sequencial da expressdo génica, que ocorre entre 0s
cinco membros do complexo de genes da B-globina durante
o desenvolvimento, resulta da associa¢io sequencial do cen-
tro de cromatina ativa com diferentes genes no cluster a
medida que o centro se move do gene mais proximal para o
mais distal (genes de 8- e B-globina em adultos).

Trés situacdes estdo associadas a significincia clinica da
LCR. Primeiramente, como mencionado, pacientes com
dele¢oes da LCR falham em expressar os genes do cluster
de B-globina. Em segundo lugar, os componentes da LCR
sdo provavelmente essenciais na terapia génica (Cap. 13)
para distirbios do cluster da B-globina, jd que uma cépia
normal do gene em questdo ¢ expressa no momento corre-
to da vida e no tecido apropriado. E em terceiro lugar, o
conhecimento dos mecanismos moleculares que governam
o “liga e desliga” de globinas pode permitir a inducio do
aumento da expressdo do gene da y-globina em pacientes
com f-talassemia (que tenham mutagdes apenas no gene
das B-globinas), ja que a Hb F (av;) é uma transportadora
eficaz de oxigénio em adultos que nio possuem a Hb A
(02B) (Cap. 13).

Dosagem Génica, Expressao de Globinas no
Desenvolvimento e Doenca Clinica

As diferencas na dosagem génica de o- e f-globinas (quatro
genes de a-globina e dois de B-globina, por genoma diploide)
e seus padrdes de expressao durante o desenvolvimento
sdo importantes para compreender a patogénese de mui-
tas hemoglobinopatias. Mutagdes no gene da B-globina
comumente causam mais doengas que mutagoes da cadeia o,
porque uma tnica mutagio no gene da f-globina afeta 50%
das cadelias B, enquanto uma unica muta¢io no gene da
cadeia o afeta apenas 25% das cadeias @. Por outro lado,
as mutagoes em B-globina ndo tém consequéncias pré-natais,
ja que a y-globina é a principal globina tipo p antes do nas-
cimento, com a Hb F constituindo 75% da hemoglobina
total a época do parto (Fig. 11-3B). Em contraste, como as
cadeias o 530 os Uinicos componentes tipo o das hemoglobi-
nas durante as 6 semanas apds a concepgio, as mutacoes de

o-globina causam doenga severa tanto na vida fetal quanto
na pos-natal.

AS HEMOGLOBINOPATIAS

Os distirbios hereditdrios da hemoglobina podem ser
divididos em trés grandes grupos, que em alguns casos se
sobrepoem:

* Variantes estruturais, que alteram a sequéncia de ami-
noacidos do polipeptideo globina, alterando proprie-
dades como sua capacidade de transportar oxigénio ou
reduzindo sua estabilidade. Exemplo: Anemia falciforme
(Caso 42), devido a uma mutagdo que torna a B-globina
desoxigenada relativamente insolivel, mudando a forma
das hemadcias (Fig. 11-5).

e Talassemias, que sio doengas resultantes do decréscimo na
abundancia de uma ou mais cadeias de globina (Caso 44).
O decréscimo pode resultar da producdo reduzida de
uma cadeia de globina ou, de maneira menos comum,
de uma variante estrutural que desestabiliza a cadeia.
O desequilibrio resultante, na razdo entre cadeias o:f3,
determina a fisiopatologia dessas condicoes. Exemplo:
Mutagdes no promotor que diminuem a expressiao do
RNAm da B-globina e causam a B-talassemia.

e Persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal é um grupo
de condi¢des clinicamente benignas que impede a troca
perinatal da sintese de y-globina pela B-globina. Exem-
plo: Uma delegio, encontrada em afro-americanos, que
remove ambos os genes da 8- e B-globina, mas leva a
expressao pos-natal continuada dos genes de y-globina,
para produzir Hb F, que é uma transportadora efetiva de
oxigénio (Fig. 11-3).

Variantes Estruturais da Hemoglobina

A maioria das hemoglobinas variantes resulta de mutagoes
pontuais em um dos genes estruturais de globina. Mais de
400 mutagdes estruturais em hemoglobinas foram descritas,
e aproximadamente metade destas sio clinicamente signifi-
cativas. As variantes estruturais da hemoglobina podem ser
separadas nas trés classes a seguir, dependendo do fenétipo
clinico (Tabela 11-3):
® Variantes que causam anemia hemolitica, mais comumen-
te porque tornam o tetrimero de hemoglobina instavel.
e Variantes com transporte de oxigénio alterado, devido ao
aumento ou a diminui¢do da afinidade pelo oxigénio ou
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Figura 11-5 Micrografia eletrénica de varredura de hemacias de paciente com anemia falciforme.
A, Células oxigenadas sdo arredondadas e cheias. B, A forma celular clissica de foice é produzida apenas
quando as células estdo no seu estado desoxigenado. Veja Fontes & Agradecimentos.

TABELA 11-3 As Principais Classes de Variantes Estruturais da Hemoglobina

Classe Variante*® Substituicao de Aminoacido

Efeito Fisiopatologico da Mutagao

Heranca

Hb S Cadeia B: Glu6Val

Hb S desoxigenada polimeriza — células falciformes— oclusio AR

vascular e hemélise

Hb Hammersmith Cadeia B: Phe42Ser

Hb instdvel — precipitagio da Hb — hemélise; também baixa  AD

afinidade pelo oxigénio

Hb Hyde Park (a Hb M)  Cadeia B: His92Tyr

A substituigdo torna o ferro oxidado do heme resistente a AD

meta-hemoglobina redutase — Hb M, nido pode transportar
oxigénio — cianose (assintomadtico)

Hb Kempsey Cadeia P: Asp99Asn

A substitui¢do mantém a Hb na estrutura de seu estado AD

de alta afinidade pelo oxigénio — menos oxigénio para
os tecidos — policitemia

HbE Cadeia p: Glu26Lys

A muragio — Hb anormal e com sintese diminuida (splicing AR

anormal do RNA) — talassemia branda’ (Fig. 11-11)

“Variantes de hemoglobina sio nomeadas apos o nome da cidade do primeiro paciente descrito.
'Variantes estruturais adicionais de cadeia f que causam B-talassemia sio mostradas na Tabela 11-5.
AD, autossomica dominante AR, autossomica recessivo; Hb M, meta-hemoglobina; veja o texto.

a formacdo da meta-hemoglobina, uma forma incapaz
de oxigenacio reversivel.

* Variantes que resultam de mutag¢io na regido codificante e
causam talassemia porque reduzem a abundéncia do poli-
peptideo globina. A maioria dessas mutacdes prejudica
a taxa de sintese do RNAm ou afeta o nivel da proteina

codificada.

Anemias Hemoliticas

Hemoglobinas com Propriedades Fisicas Novas: Anemia
Falciforme. A hemoglobina falciforme é de grande impor-
tancia clinica em muitas partes do mundo. A doenca resulta
da substitui¢do de um tinico nucleotideo que muda o cédon
do sexto aminodcido da B-globina de dcido glutdmico para
valina (GAG — GTG; Glu6Val; Tabela 11-3). A homozigose
- para essa mutacdo é a causa da anemia falciforme (Caso 42).
A doenga tem uma distribui¢io geografica caracteristica,
ocorrendo mais frequentemente na Africa equatorial e,
menos comumente, na area Mediterrinea e na India, e em
paises para os quais as pessoas dessas regides migraram.
Aproximadamente 1 em cada 600 afro-americanos nasce
com a doenga, que pode ser fatal na primeira infancia, embo-
ra o aumento da sobrevida esteja se tornando mais comum.

Caracteristicas Clinicas. A anemia falciforme ¢ uma con-
di¢do hemolitica autossémica recessiva, caracterizada por
uma tendéncia das hemacias a apresentar uma forma gros-

seiramente anormal (i.e., tem forma de foice) sob condicoes de
baixa tensdo de oxigénio (Fig. 11-5). Os heterozigotos,
chamados de portadores do trago falciforme, sio em geral
clinicamente normais, mas suas hemdcias podem mudar para
forma de foice quando eles sio submetidos a baixa pressdo de
oxigeénio i vitro. Ocasioes nas quais iSto ocorre sao incomuns,
embora os homozigotos estejam sob risco de infarto esplénico,
especialmente em grandes altitudes (p. ex., em aeronaves com
pressio de cabine reduzida) ou quando exercem competicoes
atléticas de niveis extremos. O estado heterozigoto estd pre-
sente em aproximadamente 8% dos afro-americanos, mas em
areas onde a frequéncia do alelo falciforme (/%) é alta (p. ex.,
centro-oeste da Africa) mais de 25% da populagio recém-nas-
cida € representada por heterozigotos.

A Patologia Molecular da Hb S. Ha aproximadamente
60 anos, Ingram descobriu que a anormalidade da hemo-
globina falciforme era uma substituicio de um dos 146 ami-
nodcidos da cadeia B da molécula de hemoglobina. Todas
as manifestacoes clinicas da hemoglobina falciforme sao
consequéncia dessa inica modificagio no gene da B-globi-
na. A descoberta de Ingram foi a primeira demonstracdo
de que uma mutagdo em um gene estrutural em qualquer
organismo pode causar uma substitui¢do de aminodcido na
proteina correspondente. Como a substituicdo é na cadeia
da B-globina, a férmula para a hemoglobina falciforme
¢ escrita como 0B ou, mais precisamente, o, *p3. Um
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heterozigoto tem uma mistura dos dois tipos de hemoglo-
bina, A e S, resumida como o, B, * /o, 4B, , assim como um
tetrimero hibrido de hemoglobina, escrito como o, *p*p° .
Fortes evidéncias indicam que a mutagio falciforme surgiu
no oeste da Africa, mas deve ter ocorrido de forma indepen-
dente em outros lugares. O alelo B° tem alta frequéncia em
areas do mundo onde ha malaria porque confere protegio
contra esta doencga em heterozigotos (Cap. 9).

O Afoicamento e suas Consequéncias. A patologia
molecular e celular da doenca falciforme estda sumarizada
na Figura 11-6. Moléculas de hemoglobina contendo as
unidades da B-hemoglobina mutante sio normais na sua
capacidade de executar sua fung¢do primaria de ligagio ao
oxigénio (quando presentes, elas ndo polimerizam, como
descrito a seguir), mas no sangue desoxigenado elas apresen-
tam apenas um quinto da solubilidade, quando comparado
a hemoglobina normal. Sob condi¢des de baixa tensdo de
oxigénio, essa relativa insolubilidade da desoxi-hemoglobina
S faz que as moléculas de hemoglobina falciforme se
agreguem em polimeros, em forma de bastoes ou fibras
(Fig. 11-5). Esses bastdes moleculares distorcem os eri-
trocitos 0By para a forma de foice, o que os impede de
comprimirem-se em uma fileira tinica nos capilares, como
ocorre com as hemdcias normais, bloqueando assim o fluxo
sanguineo e causando isquemia local. Eles também podem
causar o rompimento da membrana das hemacias (hemo-
lise) e liberagio de hemoglobina livre, que pode ter efeitos
deletérios sobre a disponibilidade de vasodilatadores, como
o oxido nitrico, exacerbando consequentemente a isquemia.

Genes Modificadores Determinam a Severidade Clinica
da Anemia Falciforme. Hd muito tempo sabe-se que um
forte modificador da severidade clinica da doenga falciforme
¢ o nivel de Hb F do paciente (0uY,), sendo que altos niveis
estio associados com menor morbidade e baixa mortalida-
de. A base fisiolégica do efeito amenizador da Hb F é clara:
a Hb F é uma transportadora perfeita de oxigénio na vida
pos-natal e também inibe a polimerizacio da desoxi-hemo-
globina S.

Até recentemente, entretanto, nio se sabia se a variagdo
na expressio da Hb F era hereditaria. Estudos de associa-

Vaso-oclusao

Figura 11-6 A patogénese da anemia falciforme. Veja Fontes
& Agradecimentos.

¢io gendomica ampla (GWAS) (Cap. 10) demonstraram que
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) em trés loci — o
gene da y-globulina e dois genes que codificam fatores de
transcri¢io, BCLT1A e MYB — sio responsaveis por 40%
a 50% da variacdo nos niveis de Hb F nos pacientes com
anemia falciforme. Além disso, os SNPs associados com Hb
F estdo também associados com episodios clinicos de dor
em fung¢io da oclusio de capilares causada pelas hemdcias
falciformes (Fig. 11-6).

As variagoes genéticas no nivel de Hb F também estao
associadas com a severidade clinica na P-talassemia (dis-
cutida a seguir), visto que a abundancia reduzida da B-globi-
na (e, consequentemente, de Hb A [0,]) nessa doenga é
parcialmente aliviada por altos niveis de y-globina e, assim,
de Hb F (0272). A descoberta desses modificadores genéticos
da abundancia de Hb F explica nio apenas muito sobre
a variacdo na severidade clinica da anemia falciforme e
B-talassemia, mas também ressalta um principio geral intro-
duzido no Capitulo 8: genes modificadores podem exercer
papéis importantes na determinacio da severidade clinica e
fisiologica de distiirbios monogénicos.

BCL11A, um Silenciador da Expressao do Gene da
1-Globina em Células Eritroides Adultas. A identificacio de
modificadores genéticos dos niveis de Hb F, particularmente
o BCL11A, tem grande potencial terapéutico. O produto do
gene BCL11A é um fator de transcrigio que normalmente
silencia a expressio da y-globina, reprimindo a produgdo pos-
-natal de Hb E Sendo assim, fairmacos capazes de suprimir a
atividade de BCL11A apds o nascimento, consequentemente
aumentando a expressio de Hb F, podem ser de grande
beneficio para pacientes com anemia falciforme e B-talas-
semia (Cap. 13), distirbios estes que afetam milhdes de
individuos no mundo. Programas de triagem de pequenas
moléculas para identificar firmacos potenciais desse tipo
estao em andamento em muito laboratorios.

Trissomia do 13, MicroRNAs e MYB, Outro Silencia-
dor da Expressao do Gene da y-Globina. A indicacio,
pelo GWAS, de que o MYB é um importante regulador
da expressio de y-globina recebeu suporte de uma dire-
¢do inesperada, estudos investigando a base da persis-
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Figura 11-7 Um modelo demonstrando como o aumento dos microRNAs 15a e 16-1 na trissomia do 13
pode resultar em expressdo elevada de hemoglobina fetal. Normalmente, o nivel basal desses microRNAs
pode moderar a expressdo de alvos como o gene MYB durante a eritropoiese. No caso da trissomia do 13,
niveis elevados destes microRNAs resultam em sub-regulagio (down-regulation) adicional da expressio
de MYB, que consequentemente resulta em atraso na troca de hemoglobina fetal pela adulta e expressio
persistente da hemoglobina fetal. Veja Fontes & Agradecimentos.
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Figura 11-8 Visualizagao de um efeito patolégico da deficiéncia de cadeias p na B-talassemia: a precipi-
tacao do excesso de cadeias o normais para formar o corpo de Heinz nas hemdcias. A-C, O esfregaco de
sangue periférico (A) mostra células “mordidas™ com dreas semicirculares da membrana, correspondentes
aos corpos de Heinz, removidas por macréfagos do bago, causando destruicio prematura da hemacia.
A preparagio do corpo de Heinz (B) mostra corpos de Heinz aumentados no mesmo espécime quando
comparado ao controle (C). Veja Fontes & Agradecimentos.

téncia da expressio aumentada de Hb F pds-natal em
pacientes com trissomia do 13 (Cap. 6). Dois miRNAs,
miR-15a e miR-16-1, tem como alvo direto a regido 3’
nio traduzida (UTR) do RNAm de MYB, reduzindo
assim a expressdo de MYB. Os genes para esses dois
miRNAs estdo localizados no cromossomo 13; pre-
diz-se que sua dosagem extra na trissomia do 13 reduz
a expressdo de MYB abaixo dos niveis normais, e assim,
em parte, diminui a repressido pos-natal da expressio do
gene da y-globina, normalmente mediada pela proteina
MYB, resultando em expressio aumentada de Hb F
(Fig. 11-7).

Hemoglobinas Instaveis. As hemoglobinas instdveis resul-
tam em grande parte de mutagdes pontuais que causam a
desnaturacio do tetramero de hemoglobina em hemadcias
maduras. Os tetrameros de hemoglobina desnaturados
sdo insoliveis e precipitam-se formando inclusdes (corpos
de Heinz) que contribuem para danificar a membrana das

hemadcias, causando hemélise das hemacias maduras na
arvore vascular (Fig. 11-8, mostrando o corpo de Heinz
resultante da B-talassemia).

A substituicio de um aminoacido na hemoglobina ins-
ravel Hb Hammersmith (cadeia B Phe42Ser; Tabela 11-3)
leva a desnaturacdo do tetrdmero e, consequentemente,
a hemélise. Essa mutagio é particularmente notdvel, ja
que o residuo de fenilalanina substituido é um dos dois
aminodcidos que sdo conservados em todas as globinas
encontradas na natureza (Fig. 11-2). Assim, ndo é sur-
preendente que substituicdes dessa fenilalanina produzam
doenga grave. Na B-globina normal, a fenilalanina, que é
um aminoacido volumoso, segura o grupo heme em um
“bolso” dentro no mondémero enovelado da B-globina.
A substitui¢do desse aminodacido por serina, um residuo
pequeno, cria um espago que permite que o heme escape
do seu bolso. Além da sua instabilidade, a Hb Hammers-
mith tem baixa afinidade por oxigénio, causando cianose
em heterozigotos.
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Ao contrario das mutacoes que desestabilizam o tetramie-
ro, outras variantes desestabilizam o mondmero de globina e
nunca formam o tetrimero, causando desequilibrio e talas-
semia (veja a secao seguinte).

Variantes com Transporte de Oxigénio Alterado

Mutagdes que alteram a capacidade da hemoglobina de
transportar oxigénio, apesar de raras, sdo de interesse
geral, visto que ilustram como uma mutag¢do pode impedir
uma fungio proteica (neste caso, a liga¢do e liberagio do
oxigénio) e ainda deixam outras propriedades proteicas
intactas. Por exemplo, as mutagdes que afetam o transporte
de oxigénio geralmente tém pouco ou nenhum efeito sobre
a estabilidade da hemoglobina.

Meta-hemoglobinas. A oxiemoglobina ¢é a forma de
hemoglobina com capacidade de oxigenacio reversivel; o
ferro do heme estd no seu estado reduzido (ou ferroso). O
ferro do heme tende a se oxidar espontaneamente a forma
férrica, e a molécula resultante, chamada de meta-hemo-
globina, é incapaz de oxigenagio reversivel. Se quantida-
des significativas de meta-hemoglobina se acumularem no
sangue, o resultado ¢ a cianose. A manutengéo do ferro no
seu estado reduzido é papel da enzima meta-hemoglobina
redutase. Em muitas globinas mutantes (tanto o, quanto
B), substituicdes na regiio do bolso do heme afetam a
ligagio globina-heme de uma maneira que torna o ferro
resistente a acio da redutase. Apesar de heterozigotos
para essas hemoglobinas mutantes serem cianéticos, eles
sio assintomdticos. Presume-se que o estado homozi-
goto seja letal. Um exemplo de meta-hemoglobina de
cadeia — B é a Hb Hyde Park (Tabela 11-3), na qual
uma histidina conservada (His192 na Fig. 11-2) ligada
covalentemente ao heme é substituida por uma tirosina
(His92Tyr).

Hemoglobinas com Afinidade Alterada pelo Oxigé-
nio. Mutagdes que alteram a afinidade pelo oxigénio
demonstram a importincia da interacdo entre subuni-
dades para o funcionamento de proteinas multiméricas,
como a hemoglobina. No tetrimero de Hb A, a interface
0:f foi altamente conservada durante a evolugdo, pois ¢
submetida 2 movimentacio significativa entre as cadeias
quando a molécula de hemoglobina passa de seu estado
oxigenado (relaxado) para o estado desoxigenado (tenso).
Substituicdes nos residuos dessa interface, exemplificadas
pela hemoglobina mutante Hb Kempsey (Tabela 11-3),
impedem o movimento entre as cadeias relacionado a
oxigenagdo; a mutagdo “bloqueia” a hemoglobina no seu
estado de alra afinidade pelo oxigénio, reduzindo assim
a distribuicio de oxigénio para os tecidos e causando
policitemia.

Talassemias: Um Desequilibrio na Sintese
de Cadeias de Globina

As talassemias (do grego, thalassa, mar, e haema, sangue)
sdo coletivamente os distirbios monogénicos humanos

mais comuns no mundo (Caso 44). Elas sio um grupo
heterogéneo de doengas da sintese de hemoglobina, nas
quais as mutagdes reduzem a sintese ou estabilidade da
cadeia de v-globina ou de B-globina, causando a-talas-
semia ou B-talassemia, respectivamente. O desequili-
brio na razdo de cadeias o:p é a base da fisiopatologia.
A cadeia que é produzida a uma taxa normal fica em
relativo excesso; na auséncia de uma cadeia complemen-
tar com a qual deveria formar um tetrimero, 0 excesso
de cadeias normais eventualmente precipita na célula,
danificando a membrana e levando a destrui¢ao das hemad-
cias. O excesso de cadeias B, ou do tipo B, é insolavel e
precipita tanto nos precursores de hemacias (causando
uma eritropoiese ineficaz), quanto nas hemdacias maduras
(causando hemélise, pois danificam a membrana celu-
lar). O resultado é a perda de hemacias (anemia), nas
quais as essas células sio tanto hipocromicas (i.e., células
vermelhas palidas) quanto microciticas (i.e., hemdcias
pequenas).

O nome talassemia foi usado inicialmente para mos-
trar que a doenga foi descoberta em pessoas originarias do
Mediterrineo. Entretanto ambas, a-talassemia e p-talas-
semia, tém alta frequéncia em muitas populagdes, apesar de
a o-talassemia ser mais prevalente e mais amplamente dis-
tribuida. A alta frequéncia da talassemia deve-se 4 vantagem
protetora contra a maldria que ela confere aos portadores,
analoga a vantagem do heterozigoto nos portadores da
hemoglobina falciforme (Cap. 9). Existe uma distribuigio
caracteristica das talassemias em um faixa ao redor do Velho
Mundo — no Mediterraneo, Oriente Médio e partes da
Africa, India e Asia.

Uma consideracio clinica importante é que os alelos para
ambos os tipos de talassemia, assim como nas anormalida-
des estruturais da hemoglobina, nio incomumente coexis-
tem em um mesmo individuo. Como resultado, interacoes
clinicamente importantes podem ocorrer entre diferentes
alelos do mesmo gene de globina ou entre alelos mutantes
de diferentes genes de globina.

As o-Talassemias

Os distiirbios genéticos de produgao de a-globina alteram
a formagdo das hemoglobinas fetal e adulta (Fig. 11-3)
e, consequentemente, causam doengas intrauterinas e
pés-natais. Na auséncia de cadeias de a-globina com
as quais podem se associar, as cadeiras do cluster de
B-globina ficam livres para formar uma hemoglobina
homotetramérica. A hemoglobina com a composicio vy, ¢
chamada de Hb de Bart, e o tetrimero de By é chamado
de Hb H. Ja que em condigdes normais nenhuma dessas
hemoglobinas é capaz de liberar oxigénio nos tecidos,
elas sio completamente ineficazes como transportadoras
dessa molécula. Consequentemente, recém-nascidos com
o-talassemia severa e altos niveis de Hb de Bart (y;) sofrem
de hipoxia intrauterina severa e nascem com acimulo
disseminado de fluidos, uma condigdo conhecida como
hidropsia fetal. Nas o-talassemias mais brandas, uma
anemia se desenvolve em funcio da precipitagao gradual
de Hb H (Bs) no eritrécito. A formagio de inclusdes de
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Hb H em hemdcias maduras e a remocio dessas inclusoes
pelo bago danificam as células, levando a sua destruigio
prematura.

Delegoes em Genes de a-Globina. As formas mais
comuns de o-talassemia sdo resultado de delegdes génicas.
A alta frequéncia de dele¢des em mutantes da cadeia o, e
nio da cadeia B, deve-se a presenca de dois genes idénticos
de a-globina em cada cromossomo 16 (Fig. 11-3A); as
sequéncias intronicas dos dois genes da o-globina também
sdo similares. Esse arranjo em tandem de genes homélogos
de o-globina facilita o alinhamento incorreto durante o
pareamento de homélogos e a subsequente recombina-
¢do entre o dominio génico o1 de um cromossomo com
a regido génica o2 correspondente do outro cromossomo
(Fig. 11-9). Evidéncias que suportam esse mecanismo
patogénico foram fornecidas por relatos de individuos
normais raros com o complexo génico de o-globina tri-
plicado. Dele¢des e outras alteracoes de uma, duas, trés
ou todas as quatro copias dos genes de o-globina causam
anormalidades hematoldgicas proporcionalmente severas
(Tabela 11-4).

O trago de o-talassemia, causado pela delecio de dois
dos quatro genes de o-globinas, estd distribuido ao redor
do mundo. Entretanto, o tipo de delecio em homozigose
da o-talassemia, envolvendo as quatro cépias da o-globina,
que leva a Hb Bart (y,) e a hidropsia fetal, esta bastante res-
trito ao sudeste da Asia. Nessas populacdes, a alta frequén-
cia de hidropsia fetal devido a a-talassemia pode ser expli-

ol

o

cada pela natureza da delecio causadora. Individuos com
duas a-globinas normais e duas muradas sio chamados
portadores do trago da o-talassemia, que resulta em um de
dois fenétipos provéveis (- -/ ou —w/~a1), dependendo de
se a delecdo estd ou ndo em cis ou em trans. A heterozigose
para a delecio de ambas as copias do gene da a-globina em
cis (gendtipo — —/ao) € relativamente comum no sudeste da
Asia, e a prole de dois portadores de alelos dessa delecao
pode, consequentemente, receber dois cromossomos — —/— —,
Em outros grupos, entretanto, o trago de ¢-talassemia ¢
normalmente resultado do gendtipo —o/-a em trans, que
pode ndo originar uma prole — —/— —,

Além das mutagdes da o-talassemia que resultam em
delegdo de genes da o-globina, mutagdes que deletam
apenas a LCR do complexo de a-globina também causam
o-talassemia. Na verdade, de forma similar as observacdes
discutidas anteriormente a respeito da LCR da B-globina,
esse tipo de delecdo € critica para demonstrar a existéncia
desse elemento regulador no locus da a-globina.

Outras Formas de a-Talassemia. Em todos os casos de
a-talassemia descritos previamente, delecdes nos genes de
o-globina ou mutagdes nas suas sequéncias que atuam em
cis levam a redug¢do da sintese de a-globina. Outros tipos
de a-talassemia ocorrem muito menos comumente. Uma
forma importante e rara de a-talassemia é a sindrome
ATR-X, que esta associada com a o-talassemia e deficién-
cia intelectual, e ilustra a importancia do empacotamento
epigenética do genoma na regulagio da expressio génica

—]

— — Complexo de gene tnico

Pareamento homdlogo
e ‘crossover” desigual

Complexo de genes triplo

Figura 11-9 O mecanismo provavel que determina a forma mais comum de c-talassemia, a qual se deve
a delecao de um dos dois genes de a-globina no cromossomo 16. Alinhamento incorreto, pareamento
homélogo, e recombinagio entre o gene ol em um cromossomo e o gene a2 no cromossomo homélogo

resultam na delecdo de um gene da o-globina.

TABELA 11-4 Estados Clinicos Associados aos Genétipos de o-Talassemia

Nimero de Genes Genotipo do Gene  Produgao
Condigao Clinica o Funcionais da o-Globina de Cadeia o0
Normal 4 L0/ LoL 100%
Portador silencioso 3 oo/o— 75%
Trago de a-Talassemia (anemia branda, microcitose) 2 o~/0— ou oo/— — 50%
Doenga da Hb H (B4) (anemia hemolitica moderadamente severa) 1 o—/—— 25%
Hidropsia fetal ou o-talassemia homozigética (Hb Bart’s: y4) 0 -—/-= 0%
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(Cap. 3). O gene ATRX ligado ao X codifica uma proteina
remodeladora de cromatina que funciona em trans, para
ativar a expressdo dos genes de o-globina. A proteina
ATRX pertence a familia de proteinas que funcionam
dentro de grandes complexos multiproteicos que alteram
a topologia do DNA. A sindrome ATR-X é umas das cres-
centes doengas monogénicas que resultam de mutagdes
em proteinas remodeladoras de cromatina.

A sindrome ATR-X foi inicialmente reconhecida como
incomum, ja que as primeiras familias nas quais foi iden-
tificada foram de norte-europeus, uma populagio na qual
as formas de delegdo de a-talassemia sdo incomuns. Além
disso, os individuos afetados eram homens que também
possufam deficiéncia intelectual ligada ao X severa, junta-
mente com uma ampla gama de outras anormalidades, como
caracteristicas faciais particulares, defeitos esqueléticos e
malformagdes urogenitais. Essa diversidade de fenétipos
sugere que a ATRX regula a expressdo de numerosos outros
genes além das a-globinas, apesar desses outros alvos serem
desconhecidos até o momento.

Em pacientes com a sindrome ATR-X, a redugdo da
sintese de a-globina deve-se ao crescente acimulo de uma
variante de histona, chamada de macroH2A, no cluster
génico da a-globina (Cap. 3), um acimulo que reduz a
expressio do gene da a-globina e causa o-talassemia. Todas
as mutagdes identificadas até o momento, no gene ATRX da
sindrome ATR-X, sdo mutagdes de perda de fungdo parcial,
que resultam em defeitos hematolégicos moderados quando
comparados aqueles observados nas formas cldssicas de
o-talassemia.

Em pacientes com a sindrome ATR-X, anormalidades
nos padrdes de metilagio do DNA indicam que a proteina
ATRX é também necessdria para estabelecer e manter o
padrio de metilagio de certos dominios do genoma, talvez
pela modulagio do acesso da enzima DNA metiltransferase
aos seus sitios de ligagdo. Este achado é muito importante,
j4 que mutagdes em outro gene, 0 MECP2, que codifica a
proteina que se liga ao DNA metilado, causam a sindrome
de Rett (Caso 40), pela alteragio da regulagio epigenética de
genes em regides do DNA metilado, levando a regressdo do
neurodesenvolvimento. Normalmente, as proteinas ATRX
e MeCP2 interagem, e o prejuizo dessa interagio, devido
a mutagdes no ATRX, pode contribuir para a deficiéncia
intelectual observada na sindrome ATR-X.

As B-Talassemias

As B-talassemias compartilham muitas caracteristicas com
a o-talassemia. Na B-talassemia, o decréscimo na produgio
de B-globina causa anemia hipocrémica, microcitica e
desequilibrio da sintese de globina, devido ao excesso de
cadeias o As cadeias o em excesso sdo insoliveis e preci-
pitam (Fig. 11-8) tanto nas células precursoras dos eritr6-
citos (causando eritropoiese ineficaz), como nas hemacias
maduras (causando hemélise), ji que elas danificam a
membrana celular. De modo diferente da a-globina, entre-
tanto, a cadeia B é importante apenas no periodo pos-natal.
Consequentemente, o surgimento da B-talassemia nio é
aparente até poucos meses apds o nascimento, quando
a B-globina normalmente substitui a y-globina como a

principal cadeia ndo o (Fig. 11-3B), e apenas a sintese da
principal hemoglobina do adulto, a Hb A, é reduzida. O
nivel de Hb F estd aumentado na B-talassemia nio por
causa da reativagdo da expressio do gene de y-globina
que foi desligada ao nascimento, mas sim por causa da
sobrevida seletiva e talvez também devido & produgio
aumentada de uma populagio minoritiria de hemdcias do
adulto, contendo Hb F.

Em contraste com a o-talassemia, as B-talassemias sdo
normalmente resultado da substituigdes de um tinico par de
bases e ndo de delecdes (Tabela 11-5). Em muitas regides do
mundo onde a B-talassemia é comum, existem muitas muta-
¢des distintas de B-talassemia, nas quais as pessoas carrean-
do dois alelos de B-talassemia sdo mais provavelmente com-
postos genéticos (i.e., carregam dois alelos diferentes para
a B-talassemia) do que homozigotos verdadeiros para um
alelo. A maioria dos individuos com dois alelos da p-talas-
semia tem a talassemia maior, uma condigio caracterizada
por anemia severa e necessidade de cuidados médicos por
toda a vida. Quando os alelos da B-talassemia permitem uma
produgdo quase nula de B-globina, resultando em auséncia
de Hb A, a condigio é chamada de B’-talassemia. Se alguma
Hb A é detectdvel, o paciente tem B*-talassemia. Apesar de a
severidade da doenga clinica depender do efeito combinado
dos dois alelos presentes, a sobrevida até a vida adulta era,
até recentemente, incomum.

Criangas homozigotas para a B-talassemia apresentam
anemia logo que a produgio pés-natal de Hb F diminui,
geralmente antes dos 2 anos de idade. Até o momento,
o tratamento das B-talassemias baseia-se na corregio da
anemia e na expansio da medula por meio de transfusdes
sanguineas, e pelo controle do consequente acimulo de
ferro com a administragao de agentes quelantes. O trans-
plante de medula dssea é eficaz, mas é uma opgdo disponivel
somente se um membro da familia HLA compativel for
encontrado.

Os portadores de um alelo de B-talassemia sdo clini-
camente normais e diz-se que eles tém talassemia menor.
Esses individuos tém hemadcias hipocromicas, microciti-
cas, e podem ter anemia leve, que pode ser erroneamente
diagnosticada no inicio como deficiéncia de ferro. O diag-
néstico da talassemia menor pode ser determinado pela
eletroforese de hemoglobinas, que geralmente revela um
aumento no nivel de Hb A2 (0,8,) (Fig. 11-3A). Em muitos
paises, heterozigotos para talassemia sio tdo numerosos
que exigem diagnéstico diferencial para anemia resultante
da deficiéncia de ferro, e sio fonte comum de referéncia
para o diagnéstico pré-natal de fetos homozigotos afetados
(Cap. 17).

Alelos da a - Talassemia como Genes Modificadores
da p-Talassemia. Um dos melhores exemplos de um gene
modificador na genética humana surge do fato de que ambos
os alelos da a-talasssemia e da B-talassemia podem estar
presentes em uma mesma populagdo. Nessas populagdes,
homozigotos da B-talassemia podem herdar também um
alelo da o-talassemia. A severidade clinica da B-talassemia
¢ algumas vezes atenuada pela presenga do alelo da a-talas-
semia, que age como um gene modificador: o desequilibrio
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TABELA 115 A Base Molecular de Algumas Causas de B-Talassemia Simples

Tipo Exemplo Fenétipo Populagao Afetada
Sintese de RNAm Defeituosa
Defeitos no splicing de RNA (Fig. 11-11C) Sitio aceptor anormal no intron 1: AG — GG p° Negros
Mutantes de promotor Mutacio no TATA box B Japoneses
=31 -30 -29 -28 -31 -30 -29 -28
AT ATA TG TEATTA
Sitio de cap do RNA anormal Transversio de A — C no sitio de cap do RNAm  B* Asidticos
Defeitos no sinal de poliadenilacao AATAAA — AACAAA B Negros
RNAms Nao Funcionais
Mutagdes sem sentido (nonsense) Codon 39 B’ Mediterraneos
Gln— término (especialmente
CAG — UAG na Sardenha)
Mutagoes de mudanga na matriz de leitura (frameshift) Codon 16 (delegio de 1 pb) o5 Indianos
Normal trp gly lys val asn
185 16 17 .18 19
UGG GGC AAG GUG AAC
UUG GCA AGG UGA
Mutante trp ala arg término
Mutagdes em Regiao Codificante que também Alteram o Splicing*
Mutagdes sindnimas Codon 24 p* Negros
gly = gly
GGU --GGA

*Uma outra hemoglobina variante estrutural que causa B-talassemia é mostrada na Tabela 11-3. RNAm, RNA mensageiro.

Derivada parcialmente de Weatherall D], Clegg JB, Higgs DR, Wood WG: The hemoglobinopathies. In Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, editors: The metabolic
and molecular bases of inherited disease, ed 7, New York, 1995, McGraw-Hill, pp 3417-3484; and Orkin SH: Disorders of hemoglobin synthesis: the thalassemias.
In Stamatoyannopoulos G, Nienhuis AW, Leder P, Majerus PW, editors: The molecular basis of blood diseases, Philadelphia, 1987, WB Saunders, pp 106-126.

na sintese da cadeia de globina que ocorre na B-talassemia,
devido ao excesso relativo de cadeias o, é reduzido pelo
decréscimo na producdo de cadeias o, que resulta de muta-
¢do da o-talassemia.

pB-Talassemia, Talassemias Complexas e Persisténcia
Hereditaria da Hemoglobina Fetal. Quase todos os tipos
de mutagio capazes de reduzir a sintese de um RNAm ou
de uma proteina tém sido identificados como causa de
[B-talassemia. A visdo geral a seguir desses defeitos genéticos
¢, portanto, clarificadora sobre 0s mecanismos mutacionais
em geral, descrevendo, em particular, a base molecular
de uma das doengas genéticas mais comuns e severas no
mundo. As mutagoes do complexo de genes de B-globina
estdo separadas em dois grandes grupos, com diferentes
fenétipos clinicos. Um grupo de defeitos, que engloba a
maioria dos pacientes, compromete apenas a produgio de
B-globina e causa a B-talassemia simples. O segundo grupo
de mutagdes consiste em grandes delecdes que causam as
talassemias complexas, nas quais tanto o gene da B-globina
como um ou mais dos outros genes — ou a LCR — no clus-
ter da B-globina é(sdo) removido(s). Finalmente, algumas
delecoes dentro do cluster da B-globina ndo causam talas-
semia, mas sim um fendtipo benigno chamado de persis-
téncia hereditaria da hemoglobina fetal (i.e., a persisténcia
da expressdo do gene da y-globina durante a vida adulta)
que nos informa sobre a regulagdo da expressdo génica
da globina.

A Base Molecular da §-Talassemia Simples. A B-talassemia
simples resulta de uma marcada diversidade de defeitos

moleculares, predominantemente mutagdes pontuais no

gene da P-globina (Fig. 11-10; Tabela 11-5). A maioria das

mutagdes que causam a P-talassemia simples leva a um
decréscimo na abundancia do RNAm da B-globina e inclui
mutantes na regido promotora, mutantes do splicing de

RNA (os mais comuns), mutantes relativos a adi¢io do cap

e da cauda poli(A) do RNAm, e mutacdes de mudanga de

matriz de leitura (frameshift) e sem sentido (nonsense) que

introduzem codons de término prematuros dentro da regido
codificante do gene. Algumas poucas variantes estruturais
da hemoglobina também comprometem o processamento

do RNAm da B-globina, como exemplificado pela Hb E

(descrita a seguir).

Mutacoes do Splicing do RNA. A maioria dos pacien-
tes com P-talassemia que tém abundincia reduzida do
RNAm da B-globina apresenta anormalidades no splicing
do RNA. Mais de duas dezenas de defeitos deste tipo ja
foram descritos, e sua importincia clinica combinada tem
grande relevdncia. Essas mutagdes também ganharam gran-
de visibilidade devido aos seus efeitos no splicing serem
frequente e inesperadamente complexos, e a andlise dos
RNAms mutantes tem contribuido muito para o conheci-
mento de sequéncias criticas para o processamento normal
do RNA (introduzido no Cap. 3). Os defeitos de splicing
sdo separados em trés grupos (Fig. 11-11), dependendo
da regido do RNA nio processado na qual a mutacio esta
localizada.

e Mutacoes de juncio de corte incluem muragdes nas jun-
¢oes de corte do sitio doador 5 ou aceptor 3’ dos intro-
ns ou nas sequéncias consenso adjacentes as jungoes.
A natureza critica do dinucleotideo GT conservado no
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Figura 11-10 Mutagoes pontuais e pequenas delegdes representativas que causam f-talassemia. Note
a distribuicio de mutagdes ao longo do gene e que as mutagdes afetam praticamente todos 0s processos
necessarios para a produgio da B-globina normal. Mais de 100 mutagdes pontuais diferentes na B-globina
estdo associadas com a B-talassemia simples. Veja Fontes & Agradecimentos.

sitio doador 5’ do intron e do AG no sitio aceptor 3’
(Cap. 3) é demonstrada pela perda completa do splicing
normal quando ocorrem mutagdes nesses dinucleotideos
(Fig. 11-11B). A inativagdo do sitio aceptor normal
resulta na urilizacio de outras sequéncias semelhantes
ao aceptor em alguma outra posigdo na molécula pre-
cursora do RNA. Esses sitios alternativos sdo chamados
de sitios cripticos de corte porque eles normalmente
nio sdo usados pelo aparato de splicing quando o sitio
correto esta disponivel. Os sitios de corte doadores ou
aceptores cripticos podem ser encontrados em éxons ou
em introns.

Mutacdes intronicas resultam de defeitos dentro de um
sitio criptico de corte de um intron, que aumentam o uso
do sitio criptico, tornando-o mais similar ou idéntico ao
sitio normal de corte. O sitio criptico “ativado” compe-
te assim com o sitio normal, com efetividade varidvel,
reduzindo assim a abundancia do RNAm normal, devi-
do ao decréscimo do splicing no sitio correto, que per-
manece perfeitamente intacto (Fig. 11-11C). Mutagoes
em sitios de corte cripticos sdo frequentemente “pouco
estringentes”, o que significa que alguma utilizagio do
sitio normal pode ocorrer, produzindo o fendtipo de
[*-talassemia.

Mudancas na sequéncia codificante que também afe-
tam o splicing resultam de mutagdes na fase de leitura
aberta que podem ou nio alterar a sequéncia de ami-
nodcidos, mas que ativam um sitio de corte criptico
em um éxon (Fig. 11-11D). Por exemplo, uma forma
branda da [*-talassemia resulta da mutacdo no cédon

24 (Tabela 11-5) que ativa um sitio de corte cripti-
co, mas nio altera o aminoacido codificado (ambos,
GGT e GGA, codificam glicina [Tabela 3-1]); este é um
exemplo de mutagao sinénima que #ao € neutra em seu
efeito.

RNAms Nao Funcionais. Alguns RNAms ndo sao fun-

cionais e assim niao podem dirigir a sintese de um polipepti-
deo completo, ji que a mutagdo gera um codon de término
prematuro, que termina prematuramente a tradugdo. Duas
mutacdes da B-talassemia proximas a extremidade amino-
terminal exemplificam esse efeito (Tabela 11-5). Em uma
(GIn39Término), a falha na traducio se deve a uma tnica
substituicio nucleotidica que cria uma mutagdo sem sentido
(nonsense). Em outra, uma mutagio de matriz de leitura
(frameshift) resulta da delegio de um tdnico par de bases
no inicio da fase de leitura aberta, removendo o primeiro
nucleotideo do cédon 16, que normalmente codifica glicina;
na fase de leitura aberta mutante, um cédon de término
prematuro é logo encontrado a jusante, bem antes do sinal
de término normal. Ja que a B-globina ndo ¢ produzida a
partir desses alelos, ambos os tipos de mutagoes de RNAm
ndo funcionais causam B’-talassemia no estado homozigoto.
Algumas vezes, mudangas na matriz de leitura proxima a
extremidade carboxiterminal da proteina permite que a
maior parte do RNAm seja traduzida normalmente, ou que
se produza cadeias de globina alongadas que dao origem a
uma hemoglobina variante, em vez da B’-talassemia.

Além de bloquear a produgio do polipeptideo de B-globi-

na, os codons nonsense, incluindo os dois descritos ante-
riormente, com frequéncia resultam em uma redugio na
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Mutacao B* CCTATTAG|T
Sitio aceptor consenso  YYYYNYAG (G
Sequéncia normal CCTATTGGT

Mutagéo acentuadora de um sitio de corte doador criptico em um éxon

Hb E: mutagéo do éxon 1 ___———>»uso reduzido do sitio normal
em um sitio doador criptico > Uso moderado do sitio criptico

Exon 1 Exon 3

Novo sitio de corte
/ em um cédon
Codon 24 25 26 27 Hb E
Mutagao 3+ GGTGEAAGGCC G—__CAégO"Asz
Doador consenso  AAGGTAAGT I->\
Sequéncia normal do Exon 1 GGTGGTGAGGCC glu->lys

Figura 11-11 Exemplos de mutagdes que afetam o splicing normal do gene da p-globina causando a f-talas-
semia. A, Padrio normal de splicing. B, Uma mutagdo no intron 2 (IVS2-2A>G) no sitio de corte aceptor
normal abole o splicing normal. Essa mutacio resulta no uso de um sitio aceptor criptico no intron 2. O sitio
criptico se acomoda perfeitamente a sequéncia de corte aceptora consensual (onde Y é uma pirimidina, T ou
C). Como o éxon 3 foi aumentado na sua extremidade 5° pela inclusdo de sequéncias do intron 2, 0 RNA
mensageiro (RNAm) anormal, produzido pelo gene mutante, perde a fase de leitura aberta correta e nio
pode codificar a B-globina. C, Uma mutagdo no intron 1 (G > A no par de bases 110 do intron 1) ativa um
sitio aceptor criptico, criando um dinucleotideo AG, e aumenta sua semelhanga com a sequéncia consenso do
sitio aceptor. Entdo o RNAm de globina formado é alongado (19 nucleotideos extras) no lado 5* do éxon 2;
um codon de término prematuro ¢ introduzido no transcrito. O fendtipo da B*-talassemia ocorre porque o
sitio aceptor correto ainda ¢ usado, embora o nivel do tipo selvagem seja de apenas 10%. D, No defeito Hb
E, uma mutagio missense (Glu261ys) no codon 26 do éxon 1 ativa um sitio de corte doador criptico no codon
25, que compete efetivamente com o sitio doador normal. Essa via alternativa de splicing tem uso moderado,
mas a maior parte do RNA ainda ¢ processada a partir do sitio correto, resultando em B*-talassemia branda.
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abundincia do RNAm mutante ¢, de fato, os RNAms podem
nao ser detecrados. Os mecanismos que sio a base desse
fen6meno, chamado de decaimento de RNAm mediado
por mutagoes nonsense, parecem estar restritos a codons
nonsense localizados a mais de 50 pb a montante da jungio
éxon-éxon final.

Defeitos na Adicdo do Cap e da Cauda Poli(A) do
RNAm da B-Globina. Varias mutagoes de B*-talassemia
demonstram a natureza critica das modificagdes pos
-transcricionais dos RNAms. Por exemplo, a 3’-UTR de
quase todos os RNAms terminam com uma sequéncia
poli(A), e se esta sequéncia ndo for adicionada, o RNAm
fica instavel. Como introduzido no Capitulo 3, a polia-
denilagio do RNAm precisa primeiro da clivagem enzi-
matica do RNAm, que ocorre em resposta a um sinal
de clivagem, AAUAAA, encontrado préximo a extremi-
dade 3° da maioria dos RNAms eucaridticos. Pacientes
que possuem uma substituicio que altera a sequéncia
sinal para AACAAA produzem apenas uma pequena
fracio de RNAm de B-globina poliadenilada da maneira
correta.

Hemoglobina E: Uma Hemoglobina Variante
que Resulta em Fenotipos de Talassemia

A Hb E ¢ provavelmente a hemoglobina estruturalmente
anormal mais comum no mundo, ocorrendo com alta
frequéncia no sudeste asidtico, onde existem pelo menos
um milhdo de homozigotos e 30 milhGes de heterozigotos.
A Hb E é uma variante da B-globina (Glu26Lys) que reduz
a taxa de sintese da cadeia f-mutante, e é outro exemplo

de uma mutagdo na sequéncia codificante que também
prejudica o splicing normal pela ativacio de sitios de corte
cripticos (Fig 11-10D). Apesar de os homozigotos para a
Hb E serem assintomaticos, e apenas brandamente ané-
micos, individuos que sio composto genéticos de Hb E e
outro alelo ligado a B-talassemia tém fendtipos anormais
que sdo amplamente determinados pela severidade do
outro alelo.

Talassemias Complexas e a Persisténcia
Hereditaria da Hemoglobina Fetal

Como mencionado anteriormente, grandes dele¢oes que
causam talassemias complexas removem o gene na B-globina
¢ mais um ou mais dos outros genes — ou a LCR — do
cluster de B-globina. Assim, individuos afetados possuem
expressao reduzida de B-globina e de uma ou mais cadeias
do tipo B. Esses distirbios sio nomeados de acordo com
os genes deletados, por exemplo, a (8B)’-talassemia ou a
(¥8B)"-talassemia, ¢ assim por diante (Fig. 11-12). As dele-
¢oes que removem a LCR da B-globina comegam cerca de
50 a 100 kb a montante do cluster de genes da B-globina e
se estendem até 3°, em graus variados. Apesar de algumas
dessas delecoes (como a delecio Hispanica mostrada na
Fig. 11-12) deixarem todos ou alguns dos genes do locus
da B-globina completamente intactos, elas bloqueiam a
expressao do cluster inteiro, causando a (ey3p)°-talassemia.
Essas muta¢des demonstram a total dependéncia entre a
expressdo do cluster de genes da B-globina e a integridade
da LCR (Fig. 11-4).

LCR

5'HS Cromossomo 11p15
Wt b Gy Ay 5 B

1= = ey == -} Fya 3'
T T T T T T T T T 7/ 1 T T T
-20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 120 130 140 150 kb
(e6p) | = Hispanica
talassemia Inglesa

=== Turca
= Tailandesa

(6p)” talassemia

(Ay3p)" talassemia

__—,_ Afro-americana

HPFH

ey | ndiana

emmmmemm Siciliana

Figura 11-12 Localizagio e tamanho das delegoes de varios mutantes de (ey5B) -talassemia, (53)’-talassemia,
(*v3P)" talassemia ¢ HPFH. Note que as delegoes na regido controladora de locus (LCR) impedem a expres-
sio de todos os genes do cluster de B-globina. As delecdes responsdveis pela 8p-talassemia, “y8B-talassemia
e HPFH se sobrepdem (veja o texto). HPFH, persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal; HS, sitios

hipersensiveis. Veja Fontes & Agradecimentos.
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Um segundo grupo de grandes delecoes do cluster de
genes da B-globina de significincia médica é aquele que
deixa pelo menos um dos genes 7y intactos (como a dele-
cdo Inglesa na Fig. 11-12). Pacientes portadores dessas
mutagdes apresentam uma de duas manifestagdes clinicas,
dependendo da delecio: 8B -talassemia ou uma condicdo
benigna chamada de persisténcia hereditaria da hemo-
globina fetal (HPFH) que se deve ao bloqueio da troca
perinatal da sintese de y-globina pela de B-globina. Os
homozigotos com uma dessas condi¢des sao viaveis porque
0 gene Y ou genes remanescentes ainda estdo ativos apos
o nascimento, em vez de serem desligados como ocorreria
normalmente. Como resultado, a sintese de Hb F (¢*p?)
continua em altos niveis no periodo pés-natal e compensa
a auséncia de Hb A.

A natureza clinicamente in6cua da HPFH, que resulta
da producio substancial de cadeias v, se deve ao alto nivel
de Hb F nos heterozigotos (17% a 35% de Hb F) compa-
rado aquele geralmente observado nos heterozigotos de
8p’-talassemia (5%-18% de Hb F). Ja que as mutagdes
que causam 8f-talassemia se sobrepdem aquelas que cau-
sam HPFH (Fig. 11-12), nio estd claro porque pacientes
com HPFH apresentam niveis mais altos de expressiao
do gene y. Uma possibilidade é que algumas delegoes da
HPFH trazem os acentuadores mais para perto de genes
de y-globina. Indicios do papel de reguladores da expres-
sao de Hb F, como o BCL11A e o MYB (veja a discussio
anterior), derivam em parte de estudo de pacientes com
delecoes complexas no cluster de genes de B-globina. Por
exemplo, o estudo de virios individuos com HPFH resul-
tante de dele¢des raras no cluster de genes da p-globina
identificou uma regido de 3,5 kb, proxima a extremidade
57 do gene da 8-globina, que contém sitios de ligacdo
para BCL11A, um silenciador critico da expressio de
Hb F no adulto.

Estratégias de Satde Publica para Prevenir
as Talassemias

Triagem Populacional em Grande Escala. A severidade
clinica de muitas formas de talassemia, combinada com a
sua alta frequéncia, imp6e uma tremenda carga a saude
publica em muitas sociedades. Somente na Tailandia, por
exemplo, a Organizacdo Mundial da Saide determinou
que em um milhdo de criangas pelo menos um quarto
ou metade delas tem formas graves de talassemia. Para
reduzir a alta incidéncia da doenga em algumas partes
do mundo, os governos tém introduzido com sucesso
os programas de controle de talassemia com base na
oferta e exigéncia de triagem de individuos portadores
na populacdo infantil (Quadro). Como resultado desses
programas, em muitas partes do Mediterraneo a taxa
de nascimentos de criancas afetadas tem sido reduzida
em quase 90%, por meio de programas educacionais
dirigidos a populacdo em geral e aos prestadores de
servigos de saliide. Na Sardenha, foi iniciado em 1973
um programa de rastreio voluntdrio seguido por testes
extensivos as familias, uma vez que o portador seja
identificado.

ASPECTOS ETICOS E SOCIAIS RELACIONADOS A TRIAGEM
POPULACIONAL PARA B-TALASSEMIA*

Aproximadamente 70.000 criangas nascem no mundo a
cada ano com P-talassemia, com alto custo econdmico
para os sistemas de saiide e grande custo emocional
para as familias afetadas.

A triagem é realizada em muitos paises para identificar
os individuos e familias sob risco aumentado para a doen-
¢a. Diretrizes nacionais e internacionais recomendam que a
triagem ndo seja compulsoria e que a educagdo e o aconse-
lhamento genético devam informar a tomada de decisdo.
Fatores culturais, religiosos, economicos e sociais ampla-

mente diferentes influenciam a adesao as diretrizes.

Por exemplo:

Na Grécia, a triagem € voluntdria, disponivel em carater
pré-nupcial e pré-natal, exige o termo de consentimento,
¢ amplamente divulgada pelas midias de massa e em pro-
gramas militares e escolares, e também é acompanhada por
aconselhamento genético para casais portadores.

No Ira e na Turquia, essas praticas diferem apenas pelo
fato de que a triagem é obrigatdria antes do casamento
(mas em todos os paises onde a triagem é obrigatoria, os
casais de portadores tém o direito de se casar caso desejem).

Em Taiwan, a triagem pré-natal estd disponivel e é
voluntdria, mas o termo de consentimento nio é necessario
e a triagem ndo € atualmente acompanhada de programas
educacionais ou de aconselhamento genético.

No Reino Unido, a triagem ¢ oferecida a todas as ges-
tantes, mas a conscientizacao publica é baixa, e a triagem
voluntaria é questionavel porque virias, se nio a maioria,
das mulheres testadas nio sdo avisadas que foram testadas
a ndo ser que se descubra que sdo portadoras. Em alguns
programas do Reino Unido, as mulheres nao recebem os
resultados do teste.

Principais obstdculos para wma triagem populacional mais
eficaz para a P-talassemia
Os principais obstaculos incluem os fatos de que mulhe-

res gravidas sentem-se sobrecarregadas pela variedade de
testes a elas oferecidos, os profissionais nao tém conheci-
mento suficiente sobre os distiirbios genéticos, a educagio e
aconselhamento apropriados sdo dispendiosos, comumente
informando incorretamente as mulheres sobre um teste
como sendo equivalente ao consentimento, e a efetividade
da educagio em massa varia grandemente, dependendo da
comunidade ou pais.

A eficdcia dos programas bem executados de triagem de
P-talassemia
Em populagoes nas quais a triagem de B-talassemia foi

efetivamente implementada, a redugio na incidéncia da

doenca tem sido impressionante. Por exemplo, na Sarde-
nha, a triagem entre 1975 e 1995 reduziu a incidéncia de
um caso em 250 individuos para um em 4.000. De maneira
similar, em Ciprus, a incidéncia de nascidos afetados caiu
de 51, em 1974, para nenhum, em 2007.

*Baseado em Cousens NE, Gaff CL, Metcalfe SA, et al: Carrier
screening for B -thalassaemia: a review of international pracrice,
Eur | Hum Genet 18:1077-1083, 2010.

Triagem Restrita a Familias Grandes. Nos paises em
desenvolvimento, o inicio de programas de triagem para
a talassemia é um grande desafio econémico e logistico.
Trabalhos recentes no Paquistio e Arabia Saudita, entre-
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tanto, demonstraram a efetividade de uma estratégia de
triagem que pode ser amplamente aplicada em paises onde
os casamentos consanguineos sio comuns. Na regido
de Rawalpindi, no Paquistdo, a B-talassemia estd bastante
restrita a um grupo especifico de familias que chamou
atengdo porque apresentava um probando identificvel
(Cap. 7). Em 10 grandes familias com esse tipo de caso
indexado, o teste de cerca de 600 pessoas estabeleceu que
aproximadamente 8% dos casais examinados consistiam
em um par de portadores, enquanto nio foram identifi-
cados casais sob risco em 350 mulheres grividas e seus
parceiros, sendo estes selecionados aleatoriamente entre
pessoas que nio pertenciam a essas 10 familias. Todos
os portadores relataram que a informagao fornecida foi usada
para evitar gestagBes posteriores, caso eles ja tivessem dois
ou mais filhos sauddveis ou, no caso de um ou nenhum
filho saudivel, o resultado fosse usado para a realizagdo
de diagnéstico pré-natal. Apesar de o grande impacto desse
programa ser estabelecido em longo prazo, os testes de
triagem desse tipo, envolvendo familias numerosas, deve
contribuir de forma relevante no controle de doengas reces-
sivas em diferentes partes do mundo, onde a preferéncia
cultural pelo casamento consanguineo estd presente. Em
outras palavras, devido a consanguinidade, variantes géni-
cas de doengas ficam “restritas” dentro da mesma familia,
e assim uma crianga afetada torna-se um indicador nessa
extensa familia sob alto risco para a doenga.

O inicio de programas de testes para detecgio de por-
tadores e de diagndstico pré-natal para a talassemia exige,
além da educagio da populagio e dos médicos, o estabele-
cimento de laboratdrios centrais preparados e o consenso
da populagdo a ser triada (Quadro). Apesar de os amplos
programas populacionais de controle da talassemia serem
indiscutivelmente mais baratos que o custo do tratamento de
uma grande populagio de individuos afetados durante toda

sua vida, a tentativa dos governos e médicos em pressionar
os individuos a aceitar esses programas deve ser evitada. A
autonomia dos individuos na sua escolha reprodutiva, pedra
fundamental da bioética moderna, e as visGes culturais e
religiosas de suas comunidades devem ser respeitadas.
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PROBLEMAS

1. Uma crianga morreu de hidropsia fetal. Desenhe o heredo-
grama com gen6tipos que ilustram aos pais portadores a
base genética da talassemia da crianga. Explique porque
um casal, que eles conheceram na clinica de hematologia,
€ em que ambos possuem o trago de a-talassemia, prova-
velmente ndo terd filhos afetados de forma similar.

2. Por que a majoria dos pacientes com [-talassemia pro-
vavelmente compreende compostos genéticos? Em quais
"situagdes vocé poderia prever que um paciente com
B-talassemia provavelmente teria dois alelos de B-globina
idénticos?

3. Tony, um jovem italiano, tem B-talassemia moderada, com
uma concentra¢do de hemoglobina de 7 g/dL (concen-
tragdes normais sio de 10 a 13 g/dL). Quando vocé realiza
um Northern blot do RNA de seus reticulécitos, ines-
peradamente encontra trés bandas de RNAm da B-globina,
uma de tamanho normal, uma maior que o normal, e uma
menor que o normal.

Quais mecanismos mutacionais poderiam ser responsaveis
pela presenca das trés bandas conforme observado neste
paciente com B-talassemia? Neste paciente, o fato de a
anemia ser branda sugere que uma fragdo significativa do
RNAm da B-globina normal est4 sendo produzida. Que
tipos de mutagio poderiam permitir isto?

4. Um homem ¢é heterozigoto para a Hb M Saskatoon, uma
hemoglobinopatia na qual um aminodcido normal His
¢ substituido por Tyr na posi¢io 63 da cadeia f. Sua
parceira é heterozigota para a Hb M Boston, na qual a
His e substituida por Tyr na posi¢do 58 da cadeia a. A
heterozigose para qualquer um desses alelos mutantes
produz meta-hemoglobina. Descreva os possiveis genotipos
e fenétipos de sua prole.

5. Uma crianga tem um tio paterno e uma tia materna com
anemia falciforme; mas nenhum de seus pais tem a doenga.
Qual a probabilidade de que esta crianga tenha anemia
falciforme?
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. Uma mulher tem o traco falciforme, e seu parceiro é hete-
rozigoto para a Hb C. Qual a probabilidade de seus filhos
nao possuirem hemoglobina anormal?

. Correlacione as duas colunas:

[3-talassemia 1. Hb A detectavel
complexa 2. trés

[*-talassemia 3. P-talassemia

nimero de genes 4. o-talassemia

de o-globina 5. alto nivel de expressio
ausentes na de cadeias B

doencada Hb H 6. traco de a-talassemia
dois alelos mutan- 7. heterozigoto composto
tes diferentes em 8. delecio de genes 8 B
um locus 9. quatro

sindrome ATR-X 10. deficiéncia intelectual

cadeias-f} insoliiveis
numero de genes
de a-globina
ausentes na
hidropsia fetal
com Hb de Bart
regiao controladora
de locus

gendtipo o, — [fo—
Hb A2 aumentada

8. Mutagoes nas sequéncias nao codificantes podem alterar o

namero de moléculas proteicas produzidas, mas cada molé-
cula proteica sintetizada geralmente terd uma sequéncia
normal de aminodcidos. Dé exemplos de algumas excegoes
a esta regra, e descreva como alteragoes na sequéncia de
aminoacidos sao geradas.

. Quais sdo as possiveis explicagdes para o fato de que

os programas de controle de talassemia, como aquele
bem-sucedido da Sardenha, nio reduziram a zero a taxa de
nascimento de bebés com talassemia severa? Por exemplo,
na Sardenha, de 1999 a 2002, nasceram aproximadamente
de duas a cinco criancas deste tipo a cada ano.



