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RESUMO: O antincio da finalizagdo do Genoma Humano passard a trazer muitas respostas relacionadas ao
aspecto molecular de diversas patologias mas também trard muitas perguntas como: Qual o beneficio para a
Medicina ao se estudar os genes? Quais 0s aspectos éticos envolvidos? Quais as perspectivas reais diante
dessa decoberta?

Estudar doengas genéticas auxilia o estudo dos genes até mesmo em seu aspecto ético, mesmo tendo em vista
que o Genoma Humano pouco tenha trazido de novidades para as principais doengas genéticas, ja que seus
genes jd eram conhecidos. Aqui serd mostrado o exemplo das Doencas Neuromusculares, mais exatamente as
Distrofias Musculares, desde seus aspectos genéticos e moleculares até suas diferentes apresentagdes, seu
diagnéstico, os fatores de risco e as questdes envolvidas no aconselhamento genético.

DESCRITORES: Distrofias Musculares/diagndstico; Distrofias Musculares/classifica¢do; Distrofias
Musculares/genética; Diagndstico Diferencial; Aconselhamento Genético.

IN TRODUCAO aplicagdes imediatas deste grande feito cien-
tifico. Como o projeto GENOMA HUMA -
NO vai influenciar nossas vidas? Como a

O grande acontecimento do ano medicina tem se beneficiado do estudo dos
2000 foi sem duvida o andncio do sequenci- genes? O que existe de pratico e 0 que espe-
amento do GENOMA HUMANO. A midia ra-se para o futuro? Quais sdo as implicagoes
ndo se cansou de repetir que os conhecimen- éticas?
tos gerados irdo revolucionar a medicina. Na realidade, o antincio do sequenci-
Entretanto, fala-se muito pouco a respeito das amento do genoma humano ainda nio trou-
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xe ainda respostas para questdes fundamen-
tais como: Quantos genes temos? Quantas
proteinas sdo codificadas por estes genes?
Como os genes interagem entre si ¢ com o
ambiente? Quanto os nossos genes determi-
nam a nossa personalidade e 0 nosso com-
portamento?

Em relacdo as doengas genéticas, 0
andncio do sequenciamento do genoma hu-
mano nio trouxe nenhuma grande surpresa
porque a maioria dos genes que causam as
patologias mais comuns jd haviam sido ma-
peados. Entretanto, do ponto de vista prati-
co, o estudo de genes humanos tem permiti-
do o diagndstico molecular para um nimero
crescente de patologias. Esta possibilidade
tem sido fantdstica para evitar outros exames
invasivos, identificar casais em risco e pre-
venir o nascimento de novos afetados (a par-
tir do diagndstico prénatal e do Aconselha-
mento Genético). Além disso, a partir do es-
tudo de doengas genéticas estamos comegan-
do a entender como nossos genes funcionam.
Cada questio respondida, abre um leque de
novas questdes, inclusive do ponto de vista
ético, como veremos a seguir com 0 exem-
plo das doengas neuromusculares. Ainda es-
tamos na ponta do iceberg mas a aventura
promete ser fascinante.

AS DISTROFIAS MUSCULARES
PROGRESSIVAS

As distrofias musculares progressivas
constituem um grupo de doencas , caracte-
rizadas por uma degeneragdo progressiva e
irreversivel da musculatura esquelética, e que
tém sido objeto de muitas pesquisas. Jd fo-
ram mapeados genes responsdveis por mais
de 30 formas de distrofia, cuja heranca pode
ser autossdmica dominante, autossomica re-
cessiva e ligada ao X. Além disso, sabe-se
que existem formas ainda ndo identificadas.
Os avancos da biologia molecular na dltima
década revolucionaram nossos conhecimen-
tos e perguntas fundamentais tais como: Qual
é o defeito bdsico? O que leva os miisculos a
degenerar? Como explicar a heterogeneida-
de genética, isto é, como mutagoes em genes
diferentes podem resultar em um mesmo fe-
notipo? Ou, ao contrdrio, como mutagoes em
um mesmo gene podem levar a quadros cli-
nicos diferentes? comegcam a ser respondi-

das. Por outro lado, a andlise molecular le-
vantou outras questdes intrigantes. Por exem-
plo, tem-se observado em um numero cres-
cente de doengas que pacientes com a mes-
ma mutacdo podem ter quadros totalmente
diferentes’* ou que alguns genes autosso-
micos afetam mais um sexo do que o ou-
tr038'39’93'94.

A explicagdo para estas observacgoes,
além de fascinante, serd extremamente im-
portante para futuros tratamentos. Isto tem
sido possivel gragas a identifica¢do dos ge-
nes responsdveis por estas doencas, do seu
produto e de estudos de correlagdes genoti-
po: fendtipo (isto €, como cada mutagdo gé-
nica interfere no produto génico primdrio e
no quadro clinico). Além dos grandes avan-
¢os na compreensdo dos mecanismos pato-
16gicos, as pesquisas nesta drea tem sido fun-
damentais para um diagnéstico correto e para
prevengio de novos casos, através da identi-
ficagdo de casais em risco, Aconselhamento
Genético e diagndstico pré-natal, o que € fun-
damental principalmente para as doencas
graves para as quais ainda ndo hd tratamen-
tos, como as doengcas neuromusculares dis-
cutidas a seguir.

AS DISTROFIAS DE
DUCHENNE E BECKER

Dentre as diferentes miopatias, a dis-
trofia de Duchenne (DMD), de heranca re-
cessiva ligada ao cromossomo X ¢é a mais
comum, com uma incidéncia de 1 em cada
3000 nascimentos de sexo masculino®. Jd a
distrofia tipo Becker (DMB), alélica a DMD,
é cerca de 10 vézes mais rara. A diferenca
entre essas duas formas estd na idade de ini-
cio e velocidade de progressdo. Na DMD, os
sinais clinicos iniciam-se entre 3-5 anos de
idade (com quedas freqiientes, dificuldades
para subir escadas, correr e levantar do chao),
o confinamento a cadeira de rodas se da até
os 12 anos de idade e os afetados raramente
sobrevivem apés a terceira década. Ja na
DMB, os sintomas iniciam-se em geral na
segunda década, os afetados sempre andam
ap6s os 16 anos e a velocidade de progres-
sdo é extremamente varidvel. Cerca de 30-
50% dos pacientes com DMD tem retardo
mental cujas causam ainda estdo sendo in-
vestigadas®®®




Pacientes com DMD e DMB t€ém um
aumento significante (até 2000 vezes os va-
lores normais) da enzima sérica creatino-qui-
nase (CK) que € liberada do misculo distro-
fico, mesmo antes do aparecimento dos si-
nais clinicos®”*.

Ap6s a localizagdo do gene da DMD/
DMB no brago curto do cromossomo X, em
1981%°, que levou a sua clonagem em
1987442 descobriu-se que o produto do gene
DMD/DMB ¢é uma proteina do citoesqueleto
da membrana, denominada distrofina **7, e
cuja fungdo aparentemente seria 0 de manter a
estabilidade da membrana da célula muscular

Hoje sabe-se que as mutagdes que
causam DMD ou DMB sio dele¢bes em cer-
ca de 60% dos casos, duplicacdes em 5-6%
dos casos e mutacdes de ponto nos casos res-
tantes™#. A diferenga entre a DMD e a DMB
depende da manutengio ou ndo do quadro
de leitura do RNA mensageiro ou RNAm. Isto
¢, na DMB, a delecdo é em fase, o quadro
de leitura do RNAm é mantido e tem-se como
resultado uma proteina quantitativamente
reduzida ou deletada internamente, mas par-
cialmente funcional. J4 na DMD, a delecdo €
fora de fase, o quadro de leitura do RNAm
ndo é mantido, tem-se uma proteina severa-
mente truncada e que € rapidamente destrui-
da pela célula’.

O estudo de mais de 1000 pacientes
com DMD/DMB em nosso laboratério™,
mostrou que cerca de 60% dentre eles (tanto
os casos de DMD como de DMB) tém dele-
¢des no gene da distrofina. Além da manu-
tengdo do quadro de leitura do RNAm, o si-
tio da delecdo é muito importante na deter-
minagio da severidade do quadro clinico.
Por exemplo, dele¢des nas regides de liga-
¢do da distrofina a outras protefnas (regioes
C terminal e N-terminal) resultam na maioria
dos casos em quadro mais grave’’®. A re-
gido C terminal, em particular, ¢ fundamen-
tal porque constitui o ponto de ligacdo da
distrofina com glicoproteinas associadas a
membrana e portanto delecOes nessa regidao
levam quase sempre & um quadro grave de
DMD. Por outro lado, delecdes de até 50%
do gene podem estar associados a um qua-
dro benigno® desde que estejam restritas a
regido central do gene. O quadro leve expli-
ca-se porque se a dele¢do estd restrita ao
dominio em bastdo da distrofina, mesmo que
se tenha um encurtamento dessa proteina, 0s
sitios de ligacdo ndo ficam alterados, permi-
tindo uma fungdo parcial.
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ASPECTOS GENETICOS

Cerca de 1/3 dos casos de DMD sio
causados por mutagdes novas*® e os restan-
tes 2/3 sdo herdados de maes portadoras. A
maioria (mais de 90%) das mulheres porta-
doras de muta¢des no gene da distrofina sdo
assintomaticas?’. Entretanto t€m um risco de
50% de passar o gene defeituoso para a sua
descendéncia, isto é, metade dos filhos po-
derdo ser afetados e metade das filhas porta-
doras, porém clinicamente normais. Outro
aspecto importante ¢ o mosaicismo gonadal,
isto é, aproximadamente 10% das maes de
casos isolados de DMD, nas quais ndo foi
detectada mutacdo no sangue periférico po-
dem ser portadoras da mutagdo na linhagem
germinativa®®. Estas mulheres t€ém um ris-
co aumentado de vir a ter filhos afetados pela
DMD.

DIAGNOSTICO E
ACONSELHAMENTO
GENETICO

Diagnéstico

O exame de DNA em sangue perifé-
rico (ou em raspado de mucosa bucal) tem
sido muito importante para o diagndstico
evitando em muitos casos a realizacdo de
exames invasivos como a biopsia muscular
ou a eletromiografia (que além de ser um
exame doloroso ndo auxilia no diagndstico
diferencial entre as vérias formas de distro-
fias). Do ponto de vista pritico, em casos
suspeitos os passos a serem seguidos para o
diagndstico sdo os seguintes:

1. Dosagem de CK no soro:se aumentado
sugere o diagndstico de distrofia muscu-
lar87$96

2. Anilise de DNA: pesquisa de delecdo no
gene da distrofina; se for encontrada de-
legdio confirma-se o diagndstico de DMD/
DMB '

3. Biopsia muscular: é indicada se néo for
encontrada delecdo no gene da distrofina,
se ndo houver histéria familiar de heranga
recessiva ligada ao cromossomo X ou em
criangas que sdo casos isolados, nas fases
iniciais, para um diagnéstico diferencial
entre DMD e DMB. A primeira proteina a
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ser pesquisada € a distrofina, através de téc-

nica de imunofluorescéncia e western

blot’®”’. Os possiveis resultados sdo:

a) distrofina ausente: confirma-se o diag-
noéstico de distrofia de Duchenne.

b) distrofina quantitativamente diminuida
ou com peso molecular diminuido
(através de andlise por western blot):
o diagndstico de distrofia tipo Becker
¢ o mais provivel

¢) Distrofina normal: pode tratar-se de
distrofia tipo cinturas ou outra forma
de distrofia muscular . O passo seguinte
¢ analisar as diferentes proteinas asso-
ciadas as formas autossdmicas reces-
sivas tais como as sarcoglicanas, a cal-
paina-3, a disferlina, a teletonina em

biopsia muscular®#*77,

Estimativas de riscos genéticos

Para identificacdo de portadoras e es-
timativas de riscos genéticos 0s passos a se-
rem seguidos sdo:

1) O paciente é caso isolado e tem dele¢do
no gene da distrofina:

a) se a mie (e/ou irma do afetado) for por-
tadora da dele¢do confirma-se que
é(sd0) heterozigota(s). Neste caso tém
um risco de 50% de vir a ter filhos afe-
tados e filhas portadoras. E possivel
realizar diagnéstico prénatal de certe-
za através da andlise de DNA extraido
de vilosidades coribnicas, ao redor de
10 semanas de gestacgdo.

b) Se a mae nio tiver delecdo em sangue
periférico existe ainda um risco de mo-
saicismo gonadal que varia de acordo
com o sitio da dele¢do®. Se for no ini-
cio do gene, o risco para um feto de
sexo masculino € de cerca de 15%; se
for na regido central do. gene, o risco
para um feto de sexo masculino € de
cerca de 2%.

¢) Se uma irma de afetado ndo tiver de-
lecdo em sangue periférico, o risco de
que seja portadora é desprezivel.

2) O paciente € caso isolado e ndo tem dele-

cdo no gene da distrofina
Nestes casos compara-se 0 Cromossomo
X (através de marcadores polimérficos ao
longo do gene da distrofina) do afetado
com outros individuos da genealogia. As
pessoas a serem analisadas e a estimativa
de risco genético vai depender da estru-
tura da familia

3) Existe histéria familiar compativel com
heranga ligada ao X
Nesta situacdo todas as mies de afetados
sdo portadoras certas do gene (risco de
50% para descendentes de sexo masculi-
no) e todas as irmis tém risco de 50% de
serem portadoras®®. O exame de DNA a
ser realizado vai depender da presenca ou
ndo de delecdo no afetado.

DISTROFIAS TIPO CINTURAS

As distrofias tipo cinturas (limb-gird-
le muscular dystrophies) constituem um gru-
po heterogéneo de doencas caracterizadas
por uma fraqueza proximal das cinturas dos
membros (cintura pélvica e escapular) e do
tronco, sem comprometimento dos muscu-
los faciais ou da inteligéncia. Ja foram iden-
tificados 15 genes responsdveis por este qua-
dro clinico, 6 com heranca autossOmica do-
minante € 9 com heranga autossdmica reces-
siva?> 523683 " E um exemplo de heterogenei-
dade genética nao alélica, isto é, genes di-
ferentes resultando em um fend6tipo seme-
lhante. As formas dominantes sdo relativa-
mente raras e constituem menos de 10% dos
CaSOSZZ’()G’QS.

Dentre as formas recessivas, distin-
gue-se um subgrupo, as sarcoglicanopatias,
geralmente associadas a um quadro clinico
geralmente mais severo, semelhante 4 forma
Duchenne. Por este motivo, estas formas tam-
bém sdo classificadas como “Duchenne-
like”!2 %695 Existem quatro formas de sarco-
glicanopatias, causadas por mutagdes nos
genes que codificam quatro glicoproteinas
associadas a distrofina formando o comple-
xo distrofina-glicoproteinas associadas. Sao
elas: a LGMD2C que codifica a g-sarcogli-
cana, a LGMD2D, que codifica a a-sarcogli-
cana, a LGMD2E que codifica a b-sarcogli-
cana e a LGMD?2F que codifica a d-sarco-
glicana 12, 16, 17,18, 44, 5(),57,63,64,65,72' EStaS 4 prote—
inas estdo interligadas® 8% e porisso uma
mutacdo que cause auséncia de qualquer uma
das sarcoglicanas causa uma desestruturacdo
de todo o complexo resultando geralmente
em um quadro severo de distrofia. Esta ob-
servagdo explica como muta¢des em genes
diferentes podem causar um mesmo quadro
clinico.

Com excecdo da forma LGMD2D,
cujo quadro clinico é muito varidvel as ou-




tras 3 sarcoglicanopatias geralmente mostram

uma evolugdo rdpida e os pacientes dificil-

mente conseguem andar apds os 16 anos de
idade> %3649 Entretanto, existem excecdes

e ja foram identificados pacientes com um

quadro mais benigno pertencentes a qualquer

uma das sarcoglicanopatias. A enzima CK
também apresenta-se muito elevada no soro,
principalmente nas fases iniciais A maioria
dos pacientes t€ém hipertrofia de panturrilhas
quando na fase ambulatéria. Quando o paci-
ente € do sexo masculino e ndo existe histo-
ria familiar o diagndstico clinico € indistin-
guivel da forma Duchenne ligada ao cromos-
somo X. Por outro lado, em meninas afeta-
das, que sdo casos isolados, deve excluir-se
uma distrofinopatia. Em todos estes casos, a
confirmacdo do diagnéstico depende da and-
lise das proteinas distrofina e sarcoglicanas
em biopsia muscular e da andlise de DNA.
Nas distrofias tipo cinturas ndo sar-
coglicanas, o quadro clinico geralmente €
mais leve e a maioria dos afetados consegue

deambular apds os 16 anos®” embora o

quadro também seja muito varidvel. As for-

mas jd mapeadas sdo:

a) LGMD2A, em 15¢*", que codifica a en-
zima calpaina 3, também denominada
calpainopatia (CAPN3). As calpainas sio
proteases e a forma especifica do muscu-
lo, a calpaina-3, é uma protease ativada
pelo célcio "7, Dentre as distrofias de
cinturas de heranca AR, a LGMD2A ¢ a
tnica forma descrita até o momento cujo
produto génico € uma proteina com pro-
priedades enzimdticas e ndo uma protei-
na estrutural. A funcio da calpaina-3 ain-
da ndo estd completamente esclarecida
mas trabalhos recentes sugerem que ela
poderia estar associada 4 uma cadeias de
eventos levando a apoptose O gene da
calpaina tem 24 exons e até o presente ja
foram descritas cerca de 100 mutagdes pa-
togénicas que causam a LGMD2A."'. A
maioria delas (70%) sdo Unicas em cada
familia o que torna extremamente diffcil
o diagnoéstico desta forma de distrofia a
partir do estudo molecular, em casos iso-
lados. Entretanto, a analise molecular de
pacientes brasileiros tem mostrado que
existem 2 mutagOes recorrentes que cor-
respondem a 40% dos casos. A possibili-
dade recente de estudar-se a expressdo da
calpaina-3 em biopsia muscular tem sido
valiosa para confirmagdo clinica e estu-
dos de correlagdes gendtipo: fendtipo.
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Estudos realizados em pacientes brasilei-
ros mostraram que a calpaina encontra-
se totalmente deficiente em cerca de 70%
dos pacientes com LGMD2A e parcial-
mente deficiente nos outros 30%.

A enzima sérica CK apresenta um aumen-
to médio de 19 vezes (entre 2 € 93)°° . A
maioria deles tem hipertrofia de panturri-
lhas e consegue andar nas pontas dos pés
mas nao nos calcanhares nas fases inici-
ais do processo.

b) LGMD2B, em 2p, codifica a proteina dis-

ferlina, € também classificada como dis-
ferlinopatia (DYSF)*!*4_ A sua fung¢io na
patologia da distrofia tipo 2B permanece
desconhecida. No miusculo esquelético
humano a disferlina localiza-se na mem-
brana da fibra muscular e mostrou-se de-
ficiente em pacientes afetados por esta
forma de distrofia. O gene da disferlina ¢é
muito grande (tem cerca de 55 exons) o
que torna, do mesmo modo que na
LGMD?2A, o diagnéstico molecular extre-
mamente dificil, através da andlise de
DNA, em pacientes isolados. Portanto,
hoje o diagnéstico diferencial desta for-
ma de distrofia baseia-se no estudo da pro-
teina disferlina em bidpsias musculares.
Clinicamente, esta forma de distrofia é em
geral mais benigna mas também apresen-
ta grande variabilidade inter e intrafami-
lial. A hipertrofia de panturrilhas € rara
nesta forma de distrofia e observa-se co-
mumente uma atrofia distal.
Uma observagdo interessante é que fre-
qlientemente os pacientes perdem a ca-
pacidade para andar nas pontas dos pés
antes de perder a capacidade para andar
nos calcanhares. Os niveis séricos da en-
zima CK podem estar muito elevados (em
média 36 vezes acima do normal, varian-
do entre 3 e 211 vezes) principalmente
nos estdgios iniciais®>*.

c) LGMD2G,mapeada em 17q>2. Esta forma
de distrofia foi mapeada em uma familia
brasileira e recentemente o produto géni-
co foi identificado, a proteina sarcoméri-
ca telotonina®. O gene da telotonina é pe-
queno (tem s6 dois exons) e portanto é
vidvel em casos suspeitos fazer uma tria-
gem de mutagdes para confirmacdo de
diagnéstico.

O quadro clinico é bastante varidvel, com
a idade de inicio variando de 9 a 15 anos,
¢ aumento da enzima sérica CK de 10 a
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30 vezes acima do normal. Os afetados
apresentam uma fraqueza importante na
musculatura proximal e podem. ou nao ter
atrofia distal. Isto é, clinicamente o feno-
tipo pode ser semelhante a forma
LGMD2A ou LGMD2B*.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
ENTRE DISTROFIAS TIPO
CINTURAS E ATROFIA
ESPINHAL PROGRESSIVA
(AEP)

As atrofias espinhais progressivas
(AEP), de heranga autossdmica recessiva,
constituem a forma mais comum de doenga
do neurdnio motor em criangas e jovens adul-
tos. Sua incidéncia é de cerca de 1/10.000 e
a frequéncia de heterozigotos de cerca de
1/50. As AEPs sdo classificadas em trés gru-
pos: tipo I ou Werdnig-Hoffmann (WH), que
¢ a mais severa; tipo II ou forma intermedia-
ria; tipo I1T ou Kugelberg-Welander (KW) que
¢ a menos grave. As trés formas sdo condi-
cionadas por um mesmo gene, SMNI (sur-
vival motor neuron). O gene SMNI e uma
copia quase idéntica (SMN2) estdo localiza-
dos em 5pl3 e codificam proteinas idénti-
cas. Entretanto a c6pia SMN2 sofre um pro-
cessamento alternativo do exon 7 levando a
produgdo de uma proteina truncada. A mai-
oria dos pacientes tém dele¢des (nos exons
7 e ou 7/8) do gene SMNI e aparentemente
a severidade do fenétipo é modulada pelo
nimero de copias de SMN2.

O estudo molecular do gene SMN1
em 281 pacientes brasileiros com diagndsti-
co de AEP mostrou a seguinte frequencia de
delecdes: 34 em 43 ( ~80 %) no grupo I, 51
em 101 (=50 %) no grupo II e 23 em 54
(42.6%) no grupo III. Além disso, a andlise
de DNA extraido de vilosidades coridnicas
em 16 casos encaminhados para diagndstico
prénatal, mostrou que 4 fetos eram portado-
res de dele¢do no gene SMN.

Pacientes afetados por DMC e AEP
podem ter um quadro clinico muito seme-
lhante, principalmente nas formas adultas.
Além disso, a atividade da enzima sérica CK
pode apresentar-se aumentada nas AEPs ,
com valores semelhantes aos encontrados
nas DMC. Na prdtica, a andlise molecular
do gene SMN tem se mostrado extremamen-

te importante para confirmagdo do diagnos-
tico clinico e diagndstico diferencial sem
necessidade de exames mais invasivos .

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
NAS DMPS E
ACONSELHAMENTO
GENETICO.

Em pacientes isolados, nos quais o

estudo de DNA exclui uma distrofinopatia, o

estudo de proteinas musculares € fundamen-

tal para diferenciar este grupo de distrofias,

das formas de herancga ligada-ao X, para o

Aconselhamento Genético, como exemplifi-

cado abaixo:

a) Nas formas AR, pais de criangas afetadas
tem um risco de 25% de vir a ter outro
descendente afetado, independentemen-
te do sexo, enquanto nas distrofinopatias
ligadas ao X s existe risco para descen-
dentes de sexo masculino.

b) O risco para a descendencia de irmés nor-
mais de afetados nas formas AR € despre-
zivel (desde que ndo se casem com con-
sanguineo) e pode ser de até¢ 50% na
DMD/DMB, independentemente de casa-
mento (se a irma for portadora da muta-
¢do presente no seu irmao).

¢) No caso de heranga AR, s existe risco
para aquele casal, enquanto na DMD/
DMB, se a mie do afetado for portadora,
o risco para a sua futura prole independe
do casamento.

DISTROFIA FACIO-
ESCAPULO-HUMERAL
(DFSH)

Essa forma de distrofia, de heranca
autossOmica dominante, caracteriza-se por
um envolvimento predominante da muscu-
latura facial e da cintura escapular , com uma
grande variabilidade inter e intrafamilial™.

Alguns pacientes t&ém uma forma ex-
tremamente leve que pode se limitar a uma
fraqueza na face ou na cintura escapular du-
rante a vida toda enquanto outros podem ter
inicio na infancia e uma progressdo rapida
com perda precoce da ambulagdo. Em mé-




dia, entretanto, a progressdo ¢ muito lenta e
a maioria dos pacientes tem uma sobrevida
normal.

O gene da DFSH foi localizado no
cromossomo 4 mas 0 mecanismo molecular
ainda ndo é conhecido. Nos pacientes afeta-
dos ocorre uma delecdo de sequéncias repe-
tidas de 3.3 kb. Existe uma correlacio entre
o tamanho da delegdo e a severidade do qua-
dro clinico embora numa mesma familia to-
dos os afetados tém a mesma dele¢ao* 8%,

Pesquisas em familias brasileiras com
FSHD mostraram que: a) cerca de 1/3 dos
casos sdo resultantes de mutagdes novas; b)
a andlise de familias com duas ou mais gera-
¢Oes sugere que a antecipagdo (agravamen-
to do quadro clinico em geracdes subsequen-
tes) pode ocorrer nesta forma de distrofia; c)
Os casos mais graves s3o geralmente resul-
tantes de muta¢gdes novas ou de heranga
materna®®.

Outro achado intrigante € que, ape-
sar de tratar-se de um gene autossomico do-
minante (e que portanto deveria afetar igual-
mente os dois sexos), observamos que 0 sexo
masculino é mais freqiientemente e em mé-
dia mais severamente afetado do que o sexo
feminino®. O estudo molecular de pacientes
brasileiros mostrou que esta diferenga se-
xual na freqiiéncia de afetados é devida a
uma propor¢do significantemente maior de
mulheres portadoras da dele¢cdo e que per-
manecem assintomdticas. Ainda ndo se tem
uma explicag@o para estes achados mas com-
preender porque as mulheres sdio em média
menos afetadas do que os homens vai ser
muito importante para futuros tratamentos.

Apesar do gene responsdvel pela
DFSH ainda nao ter sido isolado, o mecanis-
mo molecular proposto para explicar esta
miopatia seria uma delecdo de um nimero
integral de c6pias de uma seqiiéncia de 3.3
kb “em tandem”. Sugere-se que a fungdo do
gene FSHD poderia estar alterada (ou “au-
mentada”) devido a um efeito de posi¢do ou
a perda das repeti¢des de 3.3 kb. Nesse sen-
tido, dele¢des maiores levariam a uma desa-
tivacdo desse gene proximal em uma pro-
por¢do maior de células. E possivel também
que o gene estrutural da DFSH produza trans-
critos alternativos distintos em diferentes te-
cidos musculares ou de acordo com a ida-
de®.

Do ponto de vista pritico de Aconse-
lhamento Genético, é importante salientar
que enquanto o gene nao for clonado, a and-
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lise do fragmento 4q35 s6 ¢ possivel: a) em
familias com maltiplos afetados ou b) nos
casos isolados, quando for possivel confir-
mar que um fragmento de tamanho reduzi-
do encontrado no probando estd ausente nos
seus pais. Por outro lado, sabe-se que pa-
cientes afetados tém um risco de 50% de pas-
sar o gene defeituoso para a sua descendén-
cia. Entretanto, o aconselhamento genético
nas familias em risco é complexo pois deve
levar-se em conta a possibilidade de anteci-
pacdo clinica e também a diferenca de mani-
festacdo de acordo com o sexo do afetado.
Isto é , ndo é possivel prever a severidade do
quadro clinico em criangas portadoras da
mutagdo. Por este motivo, do ponto de vista
ético, a conduta tem sido de ndo testar crian-
cas assintomdticas em risco enquanto nao
houver um tratamento preventivo.

DISTROFIA MIOTONICA DE
STEINERT

A distrofia miotonica de Steinert
(DMS), uma patologia multisistémica, € a
forma mais comum de distrofia muscular do
adulto com uma incidéncia estimada em 1
em cada 8500 individuos. A heranga é au-
tossdmica dominante e a idade de inicio pode
variar desde o nascimento (distrofia mioto-
nica congénita) até apds os 60 anos de idade
com quadro clinico extremamente varidvel.
Uma carateristica importante € a presenca de
antecipacao clinica, isto ¢, em genealogias
com vdrias geragdes observa-se um aparen-
te aumento de severidade (e/ou idade de ini-
cio mais precoce) em geracdes sucessivas.

De acordo com a idade de inicio e os
sintomas os afetados sdo classificados em
diferentes sub-grupos*?*, discriminados
abaixo:

a) forma tardia, leve ou senil, com inicio
geralmente apds os 50 anos. Os sinais cli-
nicos podem limitar-se a uma catarata, cal-
vicie frontal com um minimo ou sem com-
prometimento muscular.

b) Forma cldssica, com inicio na adolescén-
cia ou na terceira década caracterizada por
fraqueza e atrofia muscular da muscula-
tura esquelética, fendmeno miotdnico (di-
ficuldade para relaxar os misculos quan-
do contraidos, particularmente abrir as
mdos), calvicie frontal precoce principal-
mente no sexo masculino, atrofia testicu-
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lar podendo haver comprometimento in-
telectual. Os sinais clinicos neste sub-gru-
po sdo extremamente varidveis podendo
ocorrer diabete e comprometimento da
musculatura lisa com envolvimento gas-
tro intestinal e do trato urindrio. Compli-
cagdes cardiacas, particularmente defei-
tos de condugdo e arritmias sdo freqiien-
tes e constituem uma causa importante de
6bito. Cerca de 80-85% dos pacientes
com a forma cldssica ou precoce tem al-
teracdes no eletrocardiograma

¢) Forma severa infantil com inicio na pri-
meira década com fraqueza facial, retar-
do mental importante e comprometimen-
to muscular importante.

d) Forma congénita grave com hipotonia
grave ao nascimento, dificuldades respi-
ratérias e de degluticdo, retardo mental im-
portante e atraso no desenvolvimento
motor. E interessante observar que geral-
mente a hipotonia e a fungcdo motora me-
lhoram durante a primeira infdncia mas
.0s sintomas clédssicos de distrofia mioto-
nica tendem a reaparecer na segunda dé-
cada.

Existem também casos atipicos onde
observa-se, na primeira década, somente
retardo mental importante' sem outros si-
nais clinicos indicando portanto a importin-
cia de testar-se este gene em casos onde fo-
ram excluidas outras causas de retardo men-
tal.

O mecanismo molecular responsdvel
pela DMS, cujo gene foi mapeado em 19q ¢é
uma expansdo de um trinucleotideo (CTG),
na regido 3’ ndo traduzida do gene que codi-
fica uma proteina quinase ou DM-PK
11.19.20.23.29.32.4858 " ndividuos normais podem
ter de 5 até 37 repeticoes (CTG) . Pacientes
afetados podem ter de 50 até 8000 repeti-
cOes e existe uma correlagdo entre o tama-
nho da expansio em DNA de sangue perifé-
rico e a severidade do quadro clinico. Este
tipo novo de mutagdo foi denominado mu-
tacdo dinamica e hoje conhecem-se vdrias
doencas que sdo causadas por este mecanis-
mo patoldgico, isto é, por genes dinamicos
(como a Coreia de Huntington, as vdrias for-
mas de ataxias espinocerebelares e a doenga
de Kennedy entre outras).

Quando o gene se torna instdvel, exis-
te uma tendéncia para um aumento da ex-
pansio em geracdes sucessivas o que forne-
ce uma explica¢do bioldgica para o fenome-
no da antecipagdo *%.

Esta variabilidade no tamanho das
expansdes explica as diferencas na severi-
dade clinica observada na DMS, isto €, como
uma mutagdo, em um mesmo loco, pode
resultar em fendtipos tdo distintos. Entretan-
to, € importante salientar que a correlagdo ndo
€ linear e portanto o tamanho da expansao
CTG em sangue periférico ndo pode ser uti-
lizada como progndstico da severidade cli-
nica.

Além disso, o estudo de fetos porta-
dores da muta¢do mostrou uma grande vari-
abilidade no tamanho da expansdo em dife-
rentes tecidos que confirma a heterogenei-
dade somdtica’®®. Em pacientes afetados, in-
clusive da populagio brasileira, observou-se
que a expansdo € sempre maior no musculo
e fibroblastos®*7*?'*? do que no sangue. En-
tretanto 0s mecanismos que levariam a uma
expansdo tecido-especifica diferencial ndo
sdo conhecidos. Além disso, ndo observa-
mos, principalmente em adultos, uma corre-
lagdo entre o tamanho da expansdo no mds-
culo e a expansdo CTG no sangue ou com a
severidade do quadro clinico. Observou-se
também que existe uma expansdo (CTG),
continua com a idade* mas ainda ndo se sabe
se esta explicaria o porque da progressdao da
doenca. De qualquer modo, esta heteroge-
neidade tecido especifica explica porque o
tamanho da expansdo em sangue periférico
ndo pode ser usada como progndstico clini-
co.

A partir de experimentos a nivel de
DNA, RNA e proteina, vdrias hipéteses fo-
ram propostas para explicar os mecanismos
patoldgicos resultantes da expansdo CTG tais
como: a) a expansdo CTG levaria a um efei-
to de dose monogénico, isto ¢, afetando so-
mente a expressdo da DM-PK; b) a expan-
sdo afetaria a expressdo de vdrios genes si-
multaneamente, isto é, seria uma sindrome
causada por genes contiguos; ¢) a expansado
CTG teria efeitos transdominantes a nivel de
RNA; d) a expansdo CTG teria efeitos detri-
mentais na fun¢do celular e na replicagdo
celular. Existe, entretanto muitos resultados
conflitantes, ji que estudos diferentes em
pacientes afetados ja descreveram um au-
mento, uma diminuicdo ou uma expressiao
inalterada dos niveis de RNA do gene DM-
PK Uma possivel explicagdo para estes acha-
dos disparatados é a grande dificuldade de
comparar-se pacientes com mesma idade,
sexo e grau semelhante de degeneragdo mus-
cular.




Aspectos Genéticos: transmissdo e anteci-
pacao

A heranga é autossOmica dominante
na DMS e mutagdes novas sdo raras sugerin-
do um efeito ancestral fundador. A penetran-
cia entretanto ndo é completa pois alguns in-
dividuos com a mutagdo podem permanecer
assintomdticos ou quase durante toda a vida.

Curiosamente, existe uma diferenca
na transmissdo de acordo com o sexo
9.l0,24,25,26.3(),4().43,93. Uma delaS é que a f()rma
congénita grave ¢ transmitida quase exclusi-
vamente pelo sexo feminino. Por outro lado
existe um excesso significante de afetados
do sexo masculino o que também foi confir-
mado por nés na populag@o brasileira. Além
disso, esta distor¢do de segregagdo € mais
evidente para descendentes de homens do que
mulheres com DMS. A observagdo de que o
alelo mutado € mais freqiientemente trans-
mitido para o sexo masculino do que para o
feminino fornece uma explicagdo para o ex-
cesso de homens nas familias de afetados.
Outro achado interessante é a baixa incidén-
cia da DMS observada por nés na populagdo
brasileira de origem africana em compara-
¢do com a populacdo caucasoide ou orien-
tal. Esta observacdo suporta os achados de
Goldman et al.*' que ndo identificaram paci-
entes com DMS na populacdo negroide da
Africa do Sul. De acordo com estes autores,
a auséncia de DMS nesta populagdo explica-
se porque o numero maximo de repeti¢cdes
(CTG), encontrada na popula¢do normal foi
de 22 . Isto é, estaria abaixo do limite de 37
repeticoes quando aparentemente o gene
comeca a mostrar-se instdvel com tendéncia
a expandir-se.

O estudo da transmissdo do gene da
DM em genealogias com vdrias geracdes
mostrou que em cerca de 80% dos casos,
observa-se antecipacdo clinica (isto €, o ini-
cio € mais precoce e o quadro mais severo)
acompanhada por um aumento médio da re-
peticdo CTG (no sangue periférico) em ge-
ragOes sucessivas. Além disso, os maiores au-
mentos sdo geralmente transmitidos pela mae
0 que explicaria porque a forma congénita é
quase exclusivamente de origem materna.

Por outro lado, ja foram descritos
exemplos onde o tamanho da expansdo no
sangue periférico era menor nos descenden-
tes afetados do que na geracdo parental, isto
¢, hd uma contracio da expansdo®°2!. Ob-
servou-se também que as contragdes ocor-
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rem mais freqiientemente na transmissio de
origem paterna (cerca de 10%) do que de
origem materna (cerca de 3%). Além disso,
as maiores expansoes paternas tém maior ten-
déncia a se contrair durante a transmisso.

Os dados sugerem que existe um li-
mite no nimero de repeticoes CTG em es-
permatozoides vidveis, isto é, haveria uma
sele¢do contra espermatozoides com expan-
sO0es acima de um determinado tamanho?*"-
Isto explicaria porque descendentes de pais
com expansdes maiores do que 1.5kb ten-
dem a ter expansdes menores do que seus
pais afetados. Além disso, homens com ex-
pansdes grandes sdo freqiientemente estéreis
impedindo portanto a transmissdo destas para
as geragdes sucessivas.

Heterogeneidade genética

Na maioria das familias (cerca de
98%) com afetados pela DMS, o estudo mo-
lecular confirma tratar-se do gene DM-PK.
Entretanto, ja foi mapeado um outro gene,
em 3¢, em uma familia com vérios afetados
e quadro clinico muito semelhante a DMS.
Este gene foi classificado como DM2 (ou
DMS2)%. Embora seu produto ainda ndo foi
identificado, a observacdo de antecipacio
clinica sugere tratar-se também de um gene
dinamico.

Portanto, em afetados onde ndo for
encontrada expansdo (CTG) no gene DM-PK
€ importante suspeitar-se de heterogeneida-
de genética.

Outras doengas onde ocorre miotonia
incluem a miotonia de Thomsen, e a parami-
otonia congénita mas o diagnéstico diferenci-
al € muitas vezes possivel através de estudos
clinicos e/ou genéticos (modo de heranca)®.

O diagnéstico diferencial pode ser
mais dificil em relagdo a miopatia miotdnica
proximal (proximal myotonic myopathy ou
PROMM) cuja heranga também € autossdmi-
ca dominante. Entretanto alguns sinais clini-
cos (tais como o comprometimento intelec-
tual) ndo sdo observados em pacientes com
PROMM, o que pode ajudar na classificagdo
clinica. Ainda ndo se sabe se a PROMM e a
DMS?2 sdo condicionados pelo mesmo gene.

Diagnostico molecular e Aconselhamento
Genético

Em individuos clinicamente afetados,
o diagnodstico molecular s6 pode ser confir-
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mado por técnica de Southern blot pois ex-
pansdes grandes ndo sdo visiveis através de
PCR. Nas pessoas em risco (assintomaticas)
o diagnéstico molecular pode ser iniciado por
técnica de PCR e de acordo com os resulta-
dos, confirmado através de técnica de
Southern blot. Por exemplo, em individuos
normais, que sdo heterozigotos para o nu-
mero de repeti¢des CTG, observam-se duas
bandas nitidas através de técnica de PCR. En-
tretanto, uma unica banda pode ser observa-
da tanto em individuos normais homozigo-
tos (isto é, onde os dois alelos tém o0 mesmo
nimero de repeticdes CTG) como em indi-
viduos afetados (pois alelos expandidos nao
sdo visualizados pela técnica de PCR).

Portanto, toda vez que for observada
uma tnica banda em um caso suspeito, o re-
sultado precisa ser confirmado por técnica
de Southern blot .

O Aconselhamento Genético em fa-
milias de afetados é complexo pois a confir-
macio do diagndstico, principalmente em
individuos assintométicos ou pouco afetados
¢ dificilmente aceita e o apoio psicolégico €
muitas vezes necessario. Por outro lado, o
diagnéstico precoce € importante para pre-
venir as complicagdes cardfacas que sdo fre-
giientes nos afetados. Além disso, € impor-
tante alertar mulheres portadoras do alelo
mutado em relacdo ao maior risco de ter
descendentes com a forma congénita grave.

O diagnéstico pré-natal também €
possivel através da andlise da expansdo CTG
em DNA extraido de vilosidades coridnicas.
Entretanto, ndo € possivel prever qual serd a
gravidade do quadro clinico em um feto por-
tador da mutacdo particularmente levando-
se em conta a grande heterogeneidade so-
maética no tamanho da expansao.

PERSPECTIVAS FUTURAS E
ASPECTOS ETICOS

Como acabamos de ver, 0 sequenci-
amento do GENOMA HUMANO ainda trou-
xe poucas novidades em relagdo as doengas
genéticas mais importantes como a hemofi-
lia, as distrofias musculares, a mucoviscido-
se cujos genes ja eram conhecidos. Entre-
tanto, os novos conhecimentos vdo nos aju-
dar a entender como nossos genes interagem
entre si e com o ambiente o que vai ser fun-

damental para o desenvolvimento de novas
terapias. A terapia génica, isto €, a substitui-
¢do de um gene defeituoso por sua cGpia
normal, talvez demore um pouco. Entretan-
to, recentemente, descobriu-se que células
sangiifneas ainda imaturas (stem cells ou cé-
lulas tronco) presentes por exemplo na me-
dula 6ssea ou no corddo umbilical de um re-
cém-nascido podem manter a capacidade de
diferenciar-se em outros tecidos como o
muscular ou nervoso. Esta descoberta abre
novas esperangas de tratamento para intime-
ras doencas degenerativas como as distrofi-
as musculares pois permitird que células nor-
mais de um doador externo (transplante he-
ter6logo) ou que células modificadas do pro-
prio individuo doentes (transplante autélo-
g0) sejam capazes de atingir todos os 6rgaos
e tecidos afetados através da corrente san-
giifnea.

" Por um lado, saber que temos predis-
posi¢do genética para certos tipos de cancer,
hipertensdo ou diabete pode ser muito im-
portante para futuros tratamentos € com cer-
teza a medicina serd muito mais preventiva
do que é hoje. Uma outra drea que promete
revolucionar a medicina serd a farmacoge-
nética, que estuda porque temos reagoes tao
diferentes a drogas, indo desde uma ausén-
cia de resposta até reagdes tdo adversas que
podem causar 6bito. E o caso, por exemplo
da hipertermia maligna, uma reagdo violenta
a certos anestésicos que causa uma morte
rapida se ndo houver uma intervengdo ime-
diata. No futuro préximo, ao invés de ser-
mos cobaias cada vez que experimentamos
uma medicagdo nova, os remédios serdo re-
ceitados de acordo com o perfil genético de
cada um.

Por outro lado, enquanto procura-se
a cura definitiva para estas doencas, preve-
nir o nascimento de novos afetados é funda-
mental principalmente para as doengas gra-
ves e irreversiveis, incompativeis com uma
vida normal. Neste sentido, o nimero de tes-
tes genéticos disponiveis vem aumentando
dia a dia. Casais ou familias que j4 tiveram
filhos ou parentes afetados por uma doenga
genética podem, através de testes genéticos,
saber se correm o risco de vir a ter outros
descendentes com o mesmo problema e pla-
nejar a sua futura prole de acordo. Os casais
em risco que desejam ter seus proprios fi-
lhos mas nio querem colocar no mundo uma
crian¢a destinada a uma vida de sofrimento,
podem submeter-se ao diagndstico prénatal.




Este permite diagnosticar ao redor da déci-
ma semana de gestacdo se o feto herdou o
gene mutado. Ao contrdrio do que se imagi-
na, o DPN de certeza tem salvado muitas vi-
das normais no caso de casais que optariam
por interromper uma gestagdo no caso de
duvida. Neste sentido, ¢ fundamental que a
nossa legislacdo acompanhe os avancos ci-
entificos e apoie a interrup¢do médica da
gestagdo em casos de fetos com doencas ge-
néticas graves e irreversiveis.

Entretanto, a possibilidade de testar-
se um numero cada vez maior de genes e o
interesse comercial trazem questdes éticas
que devem ser discutidas por toda a socieda-
de. Por exemplo, ¢ um consenso internacio-
nal que ndo se deve testar criangas assinto-
madticas para doengas genéticas de inicio tar-
dio para as quais ainda ndo hd tratamento,
como por exemplo, a Coreia de Huntington ,
a doenga de Alzheimer, as distrofias muscu-
lares de inicio tardio ou as degeneracdes es-
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pino-cerebelares. Isto porque, ao testar uma
crianca estamos tirando-lhe o direito de
decidir quando adulta se quer ou nio ser
testada. E em relacdo aos adultos? Qual é a
vantagem de sabermos que somos portado-
res de uma mutacdo para uma doenga grave,
de inicio tardio ainda sem tratamento? As
companhias de seguro saide e 0s nossos
empregadores certamente gostariam de sa-
ber de antemdo qual é o nosso perfil genéti-
co. Cabe a nés, lutar para preservar os as-
pectos €ticos e o direito de decidir se quere-
mos ou ndo ser testados. Os resultados de
um teste genético ndo mudam com o tempo
e seu impacto pode influenciar o futuro d
uma pessoa ou de toda uma familia. Porisso,
antes de submeter-nos a qualquer teste ge-
nético as questdes que se colocam sdo: Para
0 que estamos sendo testados? O que signi-
fica um resultado positivo? O que significa
um resultado negativo? Qual é a vantagem
de sermos testados?

Zatz, M.: O Estudo do genoma humano contribuindo para a compreensdo, o diagnéstico e a prevencdo de
doencgas genéticas: o exemplo das doengas neuromusculares. Rev Med, Sdo Paulo, 80(1):24-40,
jan./fev./mar., 2001.

ABSTRACT: The announcement of the finishing of the Human Genome will start to bring many responses
related to the molecular aspect of diverse diseases but also it will bring many questions as: Which is the
benefit for the Medicine in studying the genes? Which is the involved ethical aspects? Which are the real
perspectives ahead of this discovery? To study genetic illnesses assists the study of the genes even though in
its ethical aspect, exactly in view of that the Human Genome has brought little of new developments for the
main genetic illnesses, since its genes already were known. Here the example of the Neuromusculares Illnesses
will be shown, more accurately the Muscular Dystrophies, since its genetic and molecular aspects until its
different presentations, its diagnosis, the factors of risk and the involved questions in the genetic counseling.

KEYWORDS: Muscular Dystrophies/diagnosis; Muscular Dystrophies/classification; Muscular Dystrophies/
genetics; Diagnosis, Differential; Genetic Counseling.
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