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Com os avanc¢os da chamada Medicina Gendmica, a analise molecular de doengas
genéticas vem sendo cada vez mais necessaria para a completa caracterizacdo das
alteracdes apresentadas por um individuo ou até mesmo essencial para um diagnostico
diferencial em muitos casos. O objetivo deste artigo é descrever os protocolos de
diagnéstico molecular utilizados no laboratério de genética molecular do Servico de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que visam, em sua maioria,
a utilizagdo de técnicas atualizadas e especializadas de biologia molecular no Brasil,
para permitir ndo apenas a caracterizagcdo do genétipo dos pacientes afetados mas
também para melhorar o aconselhamento genético através do uso de técnicas e
estratégias mais sensiveis e mais confiaveis para a deteccao de portadores e para o
diagnéstico pré-natal em gestacoes futuras.
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Application of molecular biology techniques in the diagnosis of genetic diseases
With the advances of the so called Genomic Medicine, the molecular analysis of genetic
diseases increased the needs of a full characterization of alterations shown by an
individual and is becoming essential for a differential diagnosis in several cases.

The purpose of the present paper is to describe the molecular diagnostic protocols
used in the Molecular Genetics Laboratory of the Medical Genetics Service of the Hospital
de Clinicas of Porto Alegre. Most of these protocols are aimed at the use of updated
and specialized molecular biology techniques in Brazil. The objective is not only the
characterization of the affected patient’s genotype, but also the improvement of genetic
counseling through the use of more sensitive and trustable techniques and strategies
for the detection of carriers and for prenatal diagnosis in future pregnancies.
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Introducéo

Os avancgos no campo da biologia
molecular permitiram o emprego de métodos
mais sensiveis e rapidos na identificacao de
doencas genéticas, que sédo de grande valia no
diagnadstico clinico. A identificacdo de familias e
uma triagem cuidadosa para mutagfes genéticas
conhecidas devera permitir o aconselhamento
genético de individuos afetados e a realizagédo
de testes de triagem intervencionais para
populacdes apropriadas. A substituicdo de genes
mutantes ou perdidos através da utilizacdo de
técnicas de terapia génica sera possivel em um
futuro proximo.

A justificativa de se utilizar ferramentas de
andlise molecular para doencas genéticas pode
se valer das seguintes afirmativas:

1. Definicdo de uma estratégia baseada em
testes moleculares para o diagnostico precoce
preciso de pacientes afetados, para a deteccao
de portadores, continuidade (follow-up) do
tratamento e planejamento terapéutico;

2. correlacdo das alteragbes moleculares
encontradas com os aspectos clinicos e com a
evolucdo da doenca dos pacientes (correlacédo
gendétipo-fenétipo), contribuindo para uma
previsdo do prognéstico e para uma melhor
definicdo da estratégia do tratamento em cada
caso;

3. analise de populacdes especificas quanto
a existéncia de um “efeito fundador” que possa
propiciar um maior risco ao desenvolvimento da
doencga no individuo e seus familiares.

O objetivo deste artigo é descrever os
protocolos de diagnostico molecular utilizados no
Laboratorio de Genética Molecular do Servigo de
Genética Médica, que visam, em sua maioria, 0
desenvolvimento e a utilizacdo de técnicas
atualizadas e especializadas de biologia
molecular existentes no Brasil, para permitir ndo
apenas a caracterizacdo do genotipo dos
pacientes afetados, mas também para melhorar
o aconselhamento genético através do uso de
técnicas e estratégias mais sensiveis e mais
confidveis para a deteccdo de portadores e
diagnéstico pré-natal em gestacoes futuras.

Doencas lisossdmicas de depdsito

As doencgas lisossdmicas de depdsito
(DLD) se caracterizam por uma deficiéncia
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protéica especifica, levando quase sempre ao
acumulo de moléculas, geralmente
macromoléculas, ndo degradadas ou
parcialmente degradadas dentro dos lisossomos,
o0 que perturba o funcionamento normal da célula.

O Laboratério de Genética Molecular
desenvolve projetos de pesquisa e oferece
diagnéstico molecular para algumas doencas
deste grupo, que serdao abordadas
individualmente abaixo.

Mucopolissacaridose | (doenca de Hurler)

A mucopolissacaridose | (MPS I) € uma
doenca lisossbmica de depdsito causada pela
deficiéncia de alfa-L-iduronidase (IDUA), que leva
a um acumulo de glicosaminoglicanos (GAGS),
excretados na urina. Existe um espectro continuo
de manifestagdes fenotipicas, mas séo
reconhecidas 3 formas clinicas da doenga: MPS
IH ou sindrome de Hurler (forma grave), MPS IS
ou sindrome de Scheie (forma leve) e MPS IH/S
ou sindrome de Hurler-Scheie (forma
intermediéria). Estudos de correlacdo gendétipo-
fenotipo tém demonstrado a importancia da
analise molecular para o aconselhamento
genético e a escolha das abordagens
terapéuticas.

O gene para a IDUA foi mapeado no brago
curto do cromossomo 4 na regiao 16.3 (1). O
gene possui aproximadamente 19 kb com 14
exons que originam um mRNA de 2.3 kb (2,3).
Até o momento foram encontradas 46 mutacdes
no gene da IDUA humano. Além disso, 30
polimorfismos ou mutagbes nao patogénicas
foram descritas. Quatro casos de
pseudodeficiéncia também ja foram descritos,
resultando na auséncia aparente de IDUA por
ensaios in vitro que ndo € associada com um
fendtipo patoldgico. No entanto, em apenas um
dos casos o mecanismo molecular foi
esclarecido (4).

No Laboratério de Genética Molecular do
SGM-HCPA séo analisados todos os pacientes
com diagnéstico bioquimico de MPS | avaliados
no Laboratério Regional de Erros Inatos do
Metabolismo. S&o pesquisadas 10 mutac¢des no
gene da IDUA: Q70X, A75T, H82P, R89Q, 678-
79® a, L218P, A327P, R383H, W402X e P533R,
através da técnica de digestdo com enzimas de
restricdo de fragmentos amplificados por PCR.

Das 10 mutac¢des pesquisadas por este
protocolo, 6 (Q70X, R89Q, A327P, R383H,
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W402X e P533R) estdo presentes nos pacientes
brasileiros, sendo a maioria em heterozigose. As
frequéncias encontradas para estas mutagfes
foram descritas por Matte et al. (5), sendo
possivel determinar o gendétipo de 37,0% dos
pacientes analisados (10/27) e correlaciona-lo
com dados sobre o fenadtipo clinico.

A frequéncia das mutacdes encontradas
neste estudo difere da descrita para populagdes
européias ou norte-americanas e australianas. A
mutacdo P533R apresentou uma freqiiéncia mais
elevada do que a descrita na literatura (entre 11 e
15%), enquanto A327P, R383H e R89Q
encontram-se préximas das frequéncias obtidas
em outros trabalhos. Entretanto, as mutacdes
Q70X e W402X apresentaram frequéncias
bastante distintas das descritas em outros
estudos. Ambas séo descritas como responsaveis
por cerca de 60% dos alelos, enquanto em
pacientes brasileiros suas frequéncias foram de
1,8% e 25,0% respectivamente. Este dado, além
de impedir a determinagéo da maior parte dos
genotipos, parece indicar a presenca de outras
mutacdes comuns na populacdo brasileira,
diferentes das ja descritas em populacbes
européias.

Mucopolissacaridose Il (doenca de Hunter)
A doenca de Hunter ou MPS Il é uma DLD
recessiva ligada ao X que resulta de uma
deficiéncia de L-iduronato 2-sulfato sulfatase
(IDS) (EC 3.1.6.13), uma das enzimas
responsaveis pela degradacdo sequencial dos
glicosaminoglicanos (GAGS) heparan e dermatan
sulfatos (6). Um acumulo excessivo nos tecidos
e excrecdo pela urina destes GAGs néo
degradados leva ao aparecimento do fenoétipo
clinico caracteristico nestes pacientes. Duas
formas clinicas, moderada e grave, sao
reconhecidas (7). Entretanto, existe um grande
espectro de severidade clinica, ja que as formas
moderada e grave representam apenas 0s dois
extremos desta grande variagdo. Algumas destas
caracteristicas clinicas incluem face grosseira,
hepatoesplenomegalia, deformidades Osseas,
rigidez articular e envolvimento neuroldgico. O
retardo mental é progressivo e varia de um
paciente para outro. Pacientes com a forma leve
da doenca tém inteligéncia normal. Problemas
cardiacos e obstrucdo das vias aéreas
respiratdrias sao normalmente a causa da morte
nestes pacientes. Estudos recentes mostram
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uma frequéncia que varia de 1:116.000 a
1:140.000 nascidos vivos (8). A analise de
mutacdes no gene da IDS em diferentes
populacdes tem ajudado o entendimento da base
molecular da doenca bem como a caracterizagao
e a relagéo entre gendtipo e fendtipo (3).

O gene da IDS foi mapeado ao braco longo
do cromossomo X naregido 28.1 e um cDNA de
2.3 kb foi isolado e sequenciado (9). A
organizacao do gene também foi determinada,
sendo que o mesmo divide-se em 9 exons
separados por 8 introns que englobam 24kb
(10,11). A presenca de um pseudogene altamente
homélogo aos exons 2 e 3 e introns 2, 3 e 7 no
gene funcional foi publicada na literatura (12).

A MPS Il apresenta uma ampla variabilidade
clinica, ja que a diferenciagdo fenotipica ndo é
possivel através do uso dos métodos bioquimicos
e imunoldgicos desenvolvidos até 0 momento. Um
outro problema diz respeito a identificacdo de
portadores em doencgas ligadas ao X, cuja
detecgdo baseada em ensaios enzimaticos ndo
€ confiavel devido a inativagdo ao acaso do
cromossomo X que da origem a uma
sobreposicdo dos valores enzimaticos
encontrados em portadoras geneticamente
definidas com o de familiares portadores e de
controles normais. Este fato pode originar
resultados conflitantes quando da necessidade da
identificac@o de portadores para aconselhamento
genético. Nestes casos, estudos realizados
através de técnicas de biologia molecular
permitem a andlise da segregagcdo da mutacao
na familia e a deteccdo da mutacédo
independentemente do estado de inativagdo do X.

A andlise molecular da doencga de Hunter €
extremamente (til para evitar diagnostico pré-
natal desnecessario devido a incerteza da
condicao de portador, isto é, quando a mutagéo
encontrada no paciente nao esta presente na mae
(mutag&o nova) ou em outros familiares do sexo
feminino.

Apoés a identificacdo do gene responséavel
pela MPS I, estudos sobre a natureza molecular
das mutacdes envolvidas nesta doenca
comecaram a ser realizados com o objetivo de
explicar suas bases moleculares e caracterizar
a relacdo entre genotipo e fenotipo nestes
pacientes. Assim, comecaram a ser definidas as
principais mutacfes causadoras da doenca; tal
identificagdo passa a documentar a
heterogeneidade genética esperada neste grupo
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e traz as primeiras explicacbes para a ampla
variedade de fenétipos observada.

Delecdes completas e grandes rearranjos
correspondem a 20% de todas as mutacgdes
encontradas no gene da IDS. A maioria das
outras mutacdes sdo devido a mutacdes de
ponto, mutacdes em sitio de splicing e pequenas
delecbes e insercdes. Mais de 80 mutacdes
diferentes foram identificadas até o momento,
demonstrando que a doencga de Hunter é
geneticamente heterogénea (8). Tais mutacdes
encontram-se espalhadas por todo o gene e
ocorrem em pacientes com formas moderada,
intermediaria e severa da doenca. Treze
mutacgdes recorrentes foram relatadas, sendo
gue algumas delas correspondem a hot spots e
foram encontradas em até 10 pacientes nao
relacionados.

Resultados obtidos em um grupo de
pacientes brasileiros com MPS Il (13,14)
evidenciaram que muta¢gbes comuns em outras
populacdes ndo se encontram presentes entre
0S nossos pacientes de forma tao frequente
guanto em outras populagdes, tornando-se
necessario uma investigacdo mais ampla, nao
s6 através da triagem de mutacdes ja descritas
na literatura, mas também através do screening
de novas mutagdes que possam ser
caracteristicas da nossa populacédo. Assim,
propds-se uma linha metodologica a ser utilizada
para analise molecular nestes pacientes,
utilizando-se a seguinte estratégia:

1. Deteccédo de 4 mutacgOes recorrentes
(R172X, R468W, R468Q e R443X) no gene da
IDS utilizando PCR seguido de testes simples e
nao-radioativos tais como digestdo com enzimas
de restricdo, apesar de na MPS Il a maioria das
mutacdes serem Unicas para cada familia;

2.  deteccdo de grandes delecdes atraves da
amplificacdo das extremidades 3’ e 5’ do gene
IDS;

3. deteccdo de uma inversdo comum que
ocorre entre o gene IDS e um pseudogene
extremamente homdlogo a parte do gene
funcional, através de amplificacdo por PCR dos
pontos de quebra desta inverséo;

4. detecgéo e caracterizagdo de mutacoes
raras causadoras da doenca por analise de
conformacéo de cadeia simples (SSCP), seguido
de seqguenciamento das regifes de interesse e
estabelecimento de protocolos confiaveis para a
deteccéo de heterozigotos e diagndstico pré-natal.
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A partir desta metodologia aplicada aos
pacientes é possivel estabelecer protocolos
confiaveis para a deteccdo de heterozigotos e
diagnéstico pré-natal nos familiares dos
pacientes afetados pela doenca.

Mucopolissacaridose VI
(doenca de Maroteaux-Lamy)

A doenga de Maroteaux-Lamy ou MPS VI é
uma DLD resultante da deficiéncia de N-
acetilgalactosamina 4-sulfatase ou arilsulfatase
B (ASB) (EC 3.1.6.1), uma das enzimas
responsaveis pela degradacéo sequencial do
dermatan sulfato. A deficiéncia da ASB causa
acumulo lisossomal e excrecéo pela urina de
dermatan sulfato parcialmente degradado.

Formas clinicas grave, intermediaria e leve
séo reconhecidas. A forma grave, tipicamente
infantil, € em geral diagnosticada antes dos 2
anos de idade, apresentando rapida progressao.
A forma leve se manifesta em adolescentes e
adultos antes dos 20 anos, e sua progressao é
lenta. A forma intermediaria apresenta, como
fenotipo, retardo no crescimento, face grosseira,
restricio dos movimentos articulares,
hepatoesplenomegalia, deformidades Osseas,
disfuncéo da vélvula aorta e opacidade de cornea.
Os pacientes com forma grave de MPS VI
frequentemente morrem de complicagdes
cardiopulmonares entre os 6 e os 30 anos de
vida (8). Em contraste com a maioria dos outros
tipos de mucopolissacaridoses, os pacientes com
MPS VI apresentam desenvolvimento mental
normal.

A avaliacao clinico-laboratorial inicial dos
pacientes com MPS VI pode ser feita atraves de
testes bioquimicos rapidos e de baixo custo,
sujeitos a resultados falso-positivos e falso-
negativos. No caso especifico de MPS VI, a
andlise da atividade enzimatica residual ndo tem
permitido fazer correlacbes com a gravidade
clinica da doenca, indicando somente a
capacidade catalitica minima compativel com o
fenotipo normal.

O gene que codifica a ASB humana foi
localizado no cromossomo 5q13-ql14 por
hibridizacdo in situ. O isolamento e
sequenciamento do cDNA da ASB humana
(15,16), possibilitou a investigagédo de lesbes
moleculares no gene da ASB em pacientes com
MPS VI. O cDNA possui 2811 pb, e a organizagao
do gene também foi determinada, sendo que o
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mesmo consiste de 8 exons interrompidos por 7
introns (17).

Deste modo, comecgaram a ser definidas
as primeiras mutacgdes causadoras da doenca e
as primeiras explica¢des para a ampla variedade
de fenotipos observados, sugerindo a
heterogeneidade genética da MPS VI.

Aproximadamente 15 mutacdes ja foram
identificadas em pacientes com MPS VI, sendo
gue cada uma delas é particular para cada
individuo. A maioria das muta¢des encontradas
até o momento sdo mutacgdes de ponto, delecédo
e insercdo de bases. As mutacfes encontram-
se espalhadas por todo o gene, sendo o exon 2
aquele com a maior frequéncia das mutagdes
até agora determinadas.

A populacdo brasileira parece ter uma
caracteristica bastante particular em relagdo as
outras populacdes estudadas até o momento.
Uma mutacdo comum ja foi observada em
diversos pacientes nao relacionados, além de
diversos polimorfismos encontrados quando da
andlise de 200 alelos normais (18).

Em vista disto, um protocolo baseado na
triagem desta mutagcdo comum € sugerido para
uma analise inicial de pacientes brasileiros com
MPS VI. A amplificacdo de todos os exons
seguida de SSCP e sequenciamento deve ser
realizado para a analise de outras mutacdes
privadas. No caso de uma mutacdo nao ser
identificada em um determinado paciente, é viavel
a utilizacdo dos polimorfismos como analise de
ligacado através de haplotipos nestas familias, na
tentativa de mapear a heranga do alelo mutado.

Com o avancgo das técnicas moleculares a
MPS VI parece ser um modelo apropriado para
futuros protocolos de terapia génica, ja que 0s
pacientes nao apresentam retardo mental.

Doenca de Gaucher

A doenca de Gaucher (DG) é uma DLD
caracterizada pelo acumulo de glicocerebrosideo,
um composto intermediario no catabolismo
glicolipidico. Este acumulo é causado pela
deficiéncia da enzima b-glicocerebrosidase (E.C.
3.2.1.45 ou b-glicosidase), uma glicoproteina
acida, ou, em casos raros, pela deficiéncia do
ativador dessa enzima, a saposina C (SAP-C)
(19). A DG € herdada de forma autossémica
recessiva e € uma doenca muito comum em
judeus Ashkenazi.

A manifestacao clinica mais comum da
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doenca € a esplenomegalia, acompanhada ou
nao de hepatomegalia. A DG pode ser subdividida
em 3 tipos clinicos, que se diferenciam
basicamente pelo envolvimento neurolégico e
progressao da doenca. O Tipo 1, 0 mais comum
dos trés, se diferencia do Tipo 2 e do Tipo 3 pela
deficiéncia de envolvimento do sistema nervoso
central. O Tipo 2, a forma neuropética aguda da
doenca, apresenta manifestacdes precoces com
severo envolvimento do sistema nervoso central,
podendo levar a morte nos primeiros 2 anos de
vida. Os pacientes com Tipo 3, forma neuropatica
subaguda, apresentam sintomas neurolégicos
com inicio mais tardio e de forma mais cronica
do que os pacientes do Tipo 2 (19).

O gene da b-glicocerebrosidase (GBA) se
localiza no brago longo do cromossomo 1 (regido
g21) e abrange aproximadamente 7 kb de DNA
gendmico, dividido em 11 exons (20) que codifica
uma proteina com 497 aminoacidos. Um
pseudogene que apresenta alto grau de
homologia ao gene funcional se localiza a 16 kb
a partir do final deste gene. Mutacdes no gene
funcional, na sua maioria muta¢des missense,
promovem a sintese de uma proteina com
atividade deficiente, comprometendo acdes
cataliticas e/ou a estabilidade da enzima.

Mais de 100 mutacbes ja foram
identificadas e descritas no gene GBA (21), e 3
mutagdes apresentam uma frequéncia elevada
na populacdo. A mutacdo mais comum em
judeus Ashkenazi é uma transicdo de adenina
por guanina no exon 9 do gene GBA, que
determina a substituicdo do aminoacido
asparagina por serina no residuo 370 da proteina
(N370S). Esta mutagéo esta associada com a
forma branda da doenca; pacientes homozigotos
para a mesma geralmente apresentam DG Tipo
1 (21). Uma inser¢éo de guanina no nucleotideo
84 (ins84G) do cDNA é a segunda mutacéo mais
freqUiente em judeus, e ocasiona uma mudanca
no quadro de leitura da proteina (frameshift) antes
da extremidade amino-terminal da proteina
madura; desta forma o alelo mutante néo produz
a enzima. Uma transicao de timina para citosina
no exon 10 do gene GBA, que produz uma
substituicao de leucina por prolina no aminoacido
444 (L444P) da proteina madura, € encontrada
com relativa freqiéncia em pacientes com DG
ndo-judeus. Esta mutacdo compromete a
estrutura e a cinética da proteina, estando
relacionada com a forma grave da doenca.
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Homozigotos para a mutagéo L444P apresentam
o Tipo 1 ou Tipo 2 da doenca (21).

Uma caracteristica importante observada
em pacientes com a DG é a ocorréncia de alelos
mutantes complexos, isto é, alelos que
apresentam mais de uma mutagéo de ponto. Os
mesmos sdo possivelmente gerados por
crossing over desigual entre o gene GBA e seu
pseudogene ou por eventos de conversdo do
gene (22). Um dos alelos mais prevalentes é o
chamado RecNcil, que apresenta uma
frequiéncia maior na populacdo em geral do que
na populagéo judaica, onde é raro. Este alelo
compreende as mutacdes L444P, a mutacao
A456P e a mutagéo silenciosa V460V (23).

A partir das informacfes acima, a analise
molecular de um paciente com DG previamente
diagnosticado atraves da analise bioquimica no
Laboratério de Genética Molecular segue a
seguinte rotina laboratorial:

1. deteccdo das mutagdes N370S, L444P e
€1263del55, utilizando PCR seguido por digestéao
com endonucleases de restricdo ou PCR
utilizando primers ACRS (Amplification Created
Restriction Site) e posterior digestdo com
endonucleases de restricdo ou nested PCR (duas
reacbes de amplificagcdo sequenciais),
dependendo da mutagéo a ser pesquisada;

2. deteccéo das mutacdes INS84G, IVS2+1g>a,
D409H, A459P e R463C, utilizando protocolos
similares aos citados acima.

Esta forma de deteccdo de mutacbes é
capaz de determinar o gendtipo da maioria dos
pacientes, independente da etnia dos mesmos,
e diferenciar a existéncia ou ndo de alelos
complexos no gene GBA mutante.

Um estudo molecular em pacientes com
DG provenientes de varios estados do Brasil
encontra-se em andamento e os resultados
preliminares indicam que as mutagdes mais
freqUentes no pais sdo a N370S e a L444P,
responsaveis por pelo menos 50% dos alelos
mutantes na populacao brasileira.

Leucodistrofia metacromética e
pseudodeficiéncia de arilsulfatase A
Leucodistrofia metacromatica (MLD) é uma
doenca autossGmica recessiva, em que a
degradacdo do cerebrosidio sulfato esta
deficiente. Este glicolipideo sulfatado pode ser
encontrado principalmente na mielina do sistema
nervoso central e periférico, ocasionando uma
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evidente desmielinizacéo nestes tecidos. O inicio
da doenca, assim como sua severidade, é
variavel, podendo ser dividida em trés formas
clinicas distintas: a forma infantil, a forma juvenil
e a forma adulta (24).

A degradacao do cerebrosidio sulfato é
iniciada pela sua dessulfacéo, a qual ocorre pela
acdo combinada de uma hidrolase, arilsulfatase
A (ASA, EC 3.1.6.8), e por uma proteina ativadora
ndo enzimatica, a saposina B (SAP-B). A
deficiéncia de ASA ou, mais raramente, da SAP-
B causam MLD (24).

A ASA é uma glicoproteina acida
encontrada em diversos tecidos do corpo (24).
O gene da ASA em humanos esté localizado no
brago longo do cromossomo 22 (regido q13). O
cDNA da ASA foi clonado e sequenciado em 1989
(25) e 0 mesmo inclui 1521pb, codificando uma
proteina de 507 aminoacidos, com 3 potenciais
sitios de glicosilacéo, 2 no exon 3 € 1 no exon 6
(26). A estrutura do gene da ASA foi determinada
por Kreysing et al. (27), e engloba
aproximadamente 3,2 Kb do DNA gendmico,
dividido em 8 exons (27).

Até o momento, mais de 60 mutacbes
foram identificadas no gene da ASA e associadas
com MLD. Entretanto, 2 destas mutacgdes
apresentam uma freqtiéncia relativamente maior
guando comparada com as outras mutagcdes
descritas. A primeira € causada por uma
transicdo de G® A, que destrdi o sitio de splicing
no final do exon 2 (459+1G® A); a outra mutacao
€ uma transicdo de C® T que ird causar uma
substituicdo de prolina por leucina na posicao 426
da proteina (P426L) (28).

Originalmente, a deficiéncia de ASA em
humanos foi associada somente com MLD. A
atividade da enzima pode ser medida por um
ensaio laboratorial in vitro. Entretanto, através de
ensaios enzimaticos, ficou comprovado que
individuos clinicamente normais podem
apresentar uma deficiéncia da atividade de ASA,
condicdo denominada de pseudodeficiéncia de
ASA (PD-ASA) (29).

A PD-ASA é uma situacédo benigna onde
os individuos podem apresentar em torno de 5
a 15% da atividade normal da enzima, o que
parece ser suficiente para evitar as
manifestacfes da doenca. Esta situacdo se
origina da presenca de 2 alteracbes
moleculares no gene da ASA, onde ocorre troca
das bases adenina (A) por guanina (G) em
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pontos distintos do gene em questdo, sendo
denominadas N350S e 1524+95A® G (26).

A importancia clinica do alelo para PD-ASA
origina-se de sua alta frequiéncia na populagéo
em geral, estabelecida em 7,3% na populacéo
alema (30), 9,6% na populagéo australiana (31),
12,7% na populacdo espanhola (32), 12,3% na
populacéo britanica (33) e 7,9% na populacao
do sul do Brasil (34).

Portanto, o diagnostico de MLD pode ser
dificultado pelo fato que a deficiéncia de ASA ndo
comprova um caso de MLD e que a atividade
normal de ASA nado exclui MLD. A avaliagcéo
laboratorial deve ser acompanhada, sempre que
possivel, pelos dados clinicos do paciente.
Entretanto, casos de diagndstico pré-natal
impossibilitam a avaliagdo clinica e prejudicam o
diagnéstico apenas através da avaliacédo
bioquimica. Desta forma, a analise molecular em
casos de deficiéncia enzimatica de ASA é
essencial para a diferenciar um caso de MLD de
individuos com ASA-PD.

Baseado nas informacdes acima, o
protocolo utilizado para a analise molecular de
pacientes ou individuos com baixa atividade de
ASA inclui a deteccdo das 2 mutacbes mais
frequentes em pacientes com MLD (459+1G® A
e P426L) e a deteccdo das 2 alteragdes
associadas a ASA-PD (N350S e 1524+95A® G).

Doencas neurodegenerativas

Ataxia de Friedreich

A ataxia de Friedreich (FRDA) é a doenca
mais comum entre as ataxias autossdmicas
recessivas, apresentando uma frequéncia que
varia de 1:50.000 a 2:50.000 na populacédo em
geral. Em 1996, o gene FRDA foi clonado e
caracterizado. O gene, chamado de X25, se
localiza no cromossomo 9913 e codifica uma
proteina (frataxina) de 210 aminoéacidos. A
mutacdo predominantemente causadora da
ataxia de Friedreich é a instabilidade de um
trinucleotideo GAA repetitivo localizado no intron
1 do gene X25, sendo responsavel por até 98%
dos cromossomos FRDA. Este trinucleotideo
esta presente de 7 a 22 vezes em individuos
normais. Nos pacientes, entretanto, apresenta-
se aumentado de 200 a 900 vezes. Esta
expansao resulta em uma expressao diminuida
da proteina e é meiotica e mitoticamente instavel.
Poucos heterozigotos compostos para uma
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expansao mais uma mutacao de ponto tém sido
relatados. O objetivo do trabalho desenvolvido no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre é realizar o
diagnostico molecular da ataxia de Friedreich.
A estratégia utilizada é a amplificacéo por
PCR daregiéo do intron 1 do gene X25 contendo
as repeticdbes GAA. Os primers e condicdes
usados para analise estdo descritos em Filla et
al. (35), originando produtos de 500+3n pares de
base (n = numero de repeticdes GAA). Estes
fragmentos foram entdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%, onde o
tamanho do PCR era estimado por comparacéo
com um marcador de peso molecular de 1kb.
Até o momento foram analisados 42 pacientes,
na maioria encaminhados por geneticistas
clinicos do Servigco de Genética Médica do HCPA
com uma suspeita inicial de ataxia recessiva. Dos
42 pacientes encaminhados, 11 tiveram um
resultado molecular positivo, ou seja,
apresentaram um numero aumentado de
repeticoes GAA. Destes, 4 (36%) foram
homozigotos (com repeticbes que variaram de
416 a 832) e 6 (55%) foram heterozigotos
compostos para um numero diferente de
repeticbes em cada um dos alelos. Estas
repeticdes variaram em namero de 245 a 1.203.
Todos os controles simultaneos utilizados tiveram
um numero de repeticdes normal, que variou de
2 a 29 repeticbes, sendo que em um controle
heterozigoto observou-se 44 e 58 repeticées em
cada cromossomo respectivamente. Para um
dos pacientes negativo para a analise de
expansdes foi realizada a andlise da vitamina E
através da dosagem de a-tocoferol, confirmando
a hipotese diagnostica. Em um estudo realizado
em Portugal, todos os 12 casos e indices
analisados (100%) eram homozigotos para
expansdes de GAA. Sugerimos que este fato
deve ser decorrente da técnica utilizada para
andlise, onde a separagéo dos 2 cromossomos
contendo as expansoes é de dificil visualizagédo
e requer adaptacfes da amplificacdo de
fragmentos muito longos e das condi¢cdes de
eletroforese utilizadas. A técnica empregada
mostrou ser adequada para o diagnéstico da
ataxia de Friedreich, além de permitir uma
identificagcdo correta de 2 cromossomos
contendo expansdes de tamanhos diferentes.
Nos casos onde foi observada homozigose para
um namero alterado de expansoées, € possivel
ainda que as mesmas difiram somente em
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poucas repeticdes, sendo que esta diferenca ndo
seria visivel em gel de agarose. Diferencas de 7
repeticbes (equivalentes a 21 pb) puderam ser
detectadas com a técnica empregada neste
trabalho. Como apenas 28% dos pacientes
encaminhados apresentaram alteracdes que
confirmaram a suspeita clinica inicial, sugere-se
gue seja definido um protocolo clinico mais
focalizado, uma vez que os sintomas desta
doenca sao bastante caracteristicos. Nos casos
negativos e persistindo a suspeita clinica deve-
se considerar outras provaveis causas, tais como
deficiéncia de vitamina E e mutacdes de ponto
no gene X25.

Doenca de Machado-Joseph
As ataxias espinocerebelares (SCAs) séo

um grupo heterogéneo de doengas
neurodegenerativas fatais que causam
incoordenacdo generalizada, afetando

principalmente o andar, a fala e a degluticdo. As
SCAs geralmente se manifestam na vida adulta
e apresentam grande heterogeneidade clinica e
evolucéo lenta e progressiva. Essas doencas sdo
caracterizadas por degeneracdo progressiva,
afetando o cerebelo e o trato espinocerebelar em
graus variaveis. Até o momento, foram
caracterizadas 10 locus distintos das SCAs,
sendo que 7 delas sdo comprovadamente
causadas por uma expansao trinucleotidica (36).
Dentro deste grupo, a doenca de Machado-
Joseph (MJD) ou ataxia espinocerebelar tipo 3
(SCA3) é a mais freqlente. Suas principais
manifestagdes clinicas séo a ataxia da marcha,
disartria, distonia, oftalmoplegia, hiperreflexia e
disfagia (37). A MJD foi inicialmente observada
em familias de origem portuguesa do arquipélago
dos Acores (incidéncia de 1:4000 nos Acores),
mas posteriormente foram descritos pacientes
sem nenhuma ascendéncia portuguesa.
Baseado na expressao clinica variavel,
Coutinho & Andrade (38) propuseram uma
subdivisdo para a MJD em 3 subtipos, que se
diferenciam pela idade de inicio, pelos sinais
clinicos e pela progressao da doencga (37,39).
Em 1993, Takiyama et al. (40) mapearam
e localizaram o gene responsavel pela MJD no
braco longo do cromossomo 14 (14g24.3-932.1)
e 0 gene identificado no ano seguinte por
Kawaguchi et al. (41). Esse gene se caracteriza
pela presenca de repetices do trinucleotideo
CAG na porgédo carboxi-terminal da proteina. A
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analise das variagcbes de tamanho desta
expansdo em individuos normais e em
portadores de MJD permitiu concluir que uma
expansao desta regido hipervariavel, que codifica
uma seqléncia poliglutaminica, é a base
molecular da doenca. Individuos normais
apresentam entre 12 a 41 repeticbes, enquanto
individuos afetados possuem entre 62 a 84
repeticdes (36,41). O tamanho da expansdo CAG
no gene da MJD esté inversamente relacionado
com aidade de inicio da doenca e sua gravidade,
porém o tamanho da repeticéo isoladamente ndo
pode ser usado para prever a idade de inicio da
doenca (39,42).

A instabilidade intergeneracional das
expansodes associadas a doenca vem sendo
investigada para explicar a ocorréncia de
antecipacdo observada nas familias em risco.
Estes estudos exploram a possibilidade de
interacd@o entre os alelos (normal e mutante) e a
presenca de regifes polimorficas intragénicas (43).

Um estudo realizado em pacientes do Rio
Grande do Sul indica que a MJD é a SCA mais
frequente no nosso estado, totalizando 81%
dos casos analisados e 92% das familias com
uma ataxia dominante (44). Além disso, os
pacientes estudados foram caracterizados
quanto as manifestacdes clinicas e quanto a
alteracdo molecular apresentada pelos
mesmos (45,46).

Antes da caracterizacdo molecular da
doenca, o diagnéstico de MJD baseava-se
apenas no fenétipo apresentado pelo paciente,
levando, muitas vezes, a um diagnéstico tardio e
tornando mais dificil o aconselhamento genético
de familias em risco. A partir do conhecimento
da alteracdo molecular responsavel pela doenca,
tornou-se prioritaria a implementacao de
protocolos de investigagéo laboratoriais para a
mesma, 0S quais proporcionam a deteccao da
presenca de expansdes do trinucleotideo CAG
no gene da MJD, contribuindo para o diagndstico
precoce dos doentes, ajudando no
aconselhamento genético das familias em risco
e, quando indicado, proporcionando o diagnostico
de casos pré-sintomaticos.

Atualmente, todos o0s casos que
apresentam suspeita clinica de uma ataxia
dominante sdo encaminhados para a realizacéo
do diagndéstico molecular de MJD no nosso
laboratério, atraves da detecgéo da presenca ou
nao de uma expansao no gene MJD1. Em breve,
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estaremos também disponibilizando a deteccao
molecular de outras SCAs.

Outras doencgas genéticas

Fenilcetondria

As hiperfenilalaninemias sdo doencas
caracterizadas por um distarbio na hidroxilagao
da fenilalana, que resulta em niveis elevados
deste aminoacido nos tecidos e no plasma dos
pacientes. A fenilcetonaria (PKU) € uma das
doencas deste grupo e é herdada de forma
autossémica recessiva (47). O defeito basico na
PKU é a deficiéncia hepatica da enzima
fenilalanina hidroxilase (PAH) (E.C. 1.14.16.1). A
freqUéncia desta doenca € bastante variavel de
acordo com a populacéo analisada; mas, de uma
maneira geral, a mesma € estimada em 1 caso
em cada dez mil nascimentos em caucasianos
(48), o que corresponde a uma incidéncia de
portadores de 1 em cada 50 individuos.

A PKU se caracteriza pelo acumulo de
fenilalanina no plasma e por disturbios no
metabolismo de aminoacidos aromaticos (47).
Os sintomas envolvem lesdes na pele,
deficiéncia de pigmentagdo e, principalmente,
alteracdes neuroldgicas. As principais
manifestacdes clinicas apresentadas pelos
pacientes sdo crises convulsivas, disturbio de
comportamento, retardo mental e hipertonicidade
muscular, em alguns casos acompanhada de
tremores.

A anormalidade bioquimica na PKU é a
deficiéncia de oxidacédo de fenilalanina em
tirosina, reacdo catalisada pela enzima
fenilalanina hidroxilase (PAH) e que requer a
presenca de tetrahidrobiopterina como co-fator.
Essa reacao é o passo limitante no catabolismo
que conduz até a oxidagcdo completa de
fenilalanina a CO, e agua. Alem disso, a oxidag&o
da fenilalanina é o sistema normal de producéo
enddgena do aminoéacido tirosina, que se
transforma em um aminoacido essencial no
momento que esta reacdo metabdlica para de
funcionar (47).

O locus do gene da PAH foi localizado no
cromossomo 12 naregido q22-g24,1 (49). O gene
da PAH compreende 90 kb de DNA gendmico e
esta dividido em 13 exons, que codificam um
MRNA de aproximadamente 2,4 kb (50).

Até julho de 2000, foram registradas no
banco de dados de alteragbes no gene da PAH
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(PAHdDb) 417 variacdes no gene, sendo a maioria
alteracdes patogénicas (51). A freqiéncia e
distribuicdo destas mutagdes variam nas
populacdes, sendo que poucas sao encontradas
com maior freqiiéncia na populacdo em geral
(independentemente da origem do individuo).

A frequéncia das mutacdes em pacientes
com PKU que se encontram em tratamento no
Servico de Genética Médica do HCPA foi
analisada recentemente e foi determinado que
as seguintes mutacdes séo as mais frequentes
nesta amostra analisada: a I65T (18,2%), a
R261X (9,1%), a R408W (9,1%), a IVS2nt5g>c
(7,3%), a R261Q (7,3%) e a V3838M (7,3%) (52).
Este estudo propiciou o estabelecimento do
protocolo béasico de investigagdo molecular de
pacientes com PKU enviados ao Laboratério de
Genética Molecular. Este protocolo abrange a
deteccdo das mutagbes 165T, R261X, R261Q,
R408W e V388M nos pacientes que tenham
avaliacado bioquimica prévia compativel com
deficiéncia de PAH.

Fibrose cistica

A Fibrose Cistica (FC) é a doenca
autossdmica recessiva mais comum em
caucasianos, com uma incidéncia estimada em
1 caso em cada 2 mil a 3 mil nascimentos,
dependendo da populacdo (53). A doencga se
caracteriza por infec¢gbes crbnicas do trato
respiratorio, insuficiéncia pancreatica e
concentracdes elevadas de eletrdlitos no suor.

A patologia da FC afeta o epitélio de
diversos 6érgaos, como o trato respiratorio, o trato
gastro-intestinal, o pancreas, o trato génito-
urinrio e as glandulas sudoriparas (53). Infecces
recorrentes e persistentes das vias aéreas,
especialmente por Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococus aureus, causam bronquites e
falha respiratdria, que a longo prazo podem
causar a morte do paciente (53). Insuficiéncia
pancreatica exocrina esta presente na maioria
dos pacientes com FC e a deficiéncia da
secrecdo da enzima pancreética causa ma-
absorcao de gorduras (esteatorréia) e deficiente
ganho de peso. lleo meconial ao nascimento é
freqientemente diagndstico da doenca. O
envolvimento do trato génito-urinario se
caracteriza por altera¢des estruturais nos ductos
e se reflete pela falha da funcao reprodutiva,
principalmente em pacientes do sexo masculino.
A alteracdo funcional mais consistente em FC &
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a presenca de concentracdes elevadas de
cloreto, sédio e potassio no suor, e estes
parametros sédo utilizados como teste diagndstico
para esta doenca. Essa alteracdo é causada
primariamente pela impermeabilidade de cloreto
nos ductos das glandulas sudoriparas (53).

O gene da FC se localiza no cromossomo
7931,2 e a proteina codificada por este gene foi
denominada Cystic Fibrosis Transmenbrane
conductance Regulator (CFTR). O CFTR
abrange 250 kb de DNA gendmico e a sua regiao
codificante esta dividida em 27 exons (54-56). O
MRNA produzido tem 6,5 kb e, considerando a
sequéncia do cDNA do CFTR, a estrutura da
proteina é composta por 1.480 aminoacidos.

Mais de 800 mutagdes no gene CFTR foram
identificadas pelos membros do Comité
Internacional de Analise Genética da Fibrose
Cistica. A mutacdo mais freqlente associada a
FC é causada por uma delecéo de 3 bp no 10°
exon com a perda de fenilalanina na posigéo 508
da proteina (56), denominada deltaF508. Um
estudo realizado em uma amostra de pacientes
em tratamento no Servico de Pneumologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre mostrou que
essa mutacao é responsavel por 48,7% dos
genes mutantes causadores de FC (51). Apenas
4 outras mutagdes apresentam uma frequéncia
acima de 1% na populacdo mundial. Baseado
neste sistema, 6timos testes diagnosticos foram
desenvolvidos para a identificacdo das mutacdes
DF508, G542X, G551D e 621+1G® T, freqlentes
na populagéo britanica.

A frequiéncia da DF508 foi estimada, em
média, em 47% na populacdo caucasodide
brasileira, mas diferentes frequéncias foram
observadas entre as diferentes regides
estudadas (58).

Sindrome do X-fragil

A sindrome do X-fragil € a forma mais
comum de retardo mental hereditarioem homens
(aproximadamente 1:1.250). A principal mutacéo
responsavel por esta sindrome consiste de um
namero aumentado de repeticdes instaveis de
trinucleotideos (CGG), sendo que estas
expansdes estdo localizadas num “sitio fragil”
denominado FRAXA, na regido 5’ ndo traduzida
do gene FMR-1, localizado no brago longo do
cromossomo X (Xg27.3). Como consequéncia
desta alteracéo, n&o existe formagéo do produto,
0 que pode ser causado por uma metilagéao
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anormal da regido contendo a repeticao (59).

Individuos afetados séo portadores de mais
de 200 copias destes trinucleotideos, ao invés
do normal que seria de 2-50 copias. O tamanho
destas repeticbes CGG pode aumentar de uma
geracéo para a proxima e o numero de repeti¢coes
pode ser demonstrado pela técnica do Southern
blotting como fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos (60). Uma pré-mutacéo aparece como
um fragmento um pouco maior que o normal e a
mutacao plena aparece como fragmentos bem
maiores. Com este procedimento, um
diagnostico genotipico confiavel é possivel.

Mais recentemente, um outro “sitio fragil”,
denominado FRAXE, foi identificado e esta
localizado na mesma regido do cromossomo X,
porém distal aquele encontrado no FRAXA. Neste
caso, uma repeticdo GCC contendo mais de 200
cOpias esta presente em individuos afetados, ao
invés das 6-25 repeticGes encontradas em
sujeitos normais.

Como a técnica do Southern blotting é
relativamente cara e trabalhosa, outras técnicas
de triagem também foram desenvolvidas,
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com primers que flanqueiam as regides
suscetiveis a mutacdo. Para ambos, os loci
FRAXA e FRAXE e analise dos produtos em gel
de agarose e/ou poliacrilamida. Além destes,
primers especificos para andlise de metilagéo no
gene FMR-1 também podem ser usados para
confirmar os achados anteriores obtidos por PCR
(59). Entretanto, esta técnica pode ser aplicada
apenas aos pacientes do sexo masculino e ndo
identifica as pré-mutacfes. A realizacao do
Southern blotting é necessaria para identificar o
tamanho das expansdes nos casos positivos de
triagem e para a identificacao dos portadores de
pré-mutacoes.

Deficiéncia de alfa-1-antitripsina
Aa_-antitripsina (a,AT) é o principal inibidor
de proteases presente no plasma. Existem mais
de 75 formas desta proteina que se diferenciam
pelo seu ponto isoelétrico. A maioria destes alelos
condicionam uma reduc¢do nos niveis de a-1AT,
sendo o mais comum o Pi*Z. As principais
complicagbes associadas ao alelo Pi*Z sé&o
doenca pulmonar obstrutiva crénica e doenca
hepética. Uma parcela dos portadores do alelo
Pi*Z apresenta ictericia colestéatica e cirrose. A
forma Z apresenta um defeito de secrecao que
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leva a deficiéncia de a AT e a formacgdo de
inclusdes nos hepatoécitos dos individuos
afetados. O gene que codifica a proteina esta
localizado no brago longo do cromossomo 14,
na regido 14q32.1, possuindo 12,2Kb, divididos
em 7 exons (61). Na pratica clinica, as doencas
hepéticas tém sido associadas aos genotipos
PizZ, PiSZ e PiZ(null). O alelo Pi*Z é a variante
deficiente mais comum. Pacientes Pi ZZ
possuem de 10 a 15% da quantidade normal de
a,AT funcionalmente ativa. Pacientes
homozigotos para este alelo possuem uma
predisposicdo maior ao desenvolvimento de
hepatopatia. Também h& uma relacdo entre
doenca hepatica cronica e presenca do alelo Z
em heterozigose.

O alelo Pi*Z resulta de uma substituicdo da
glutamina da posigado 342 por uma lisina
(Glu**2->Lys) no exon V da sequéncia codificante
da a -antitripsina (63). A determinagéo do alelo
Pi*Z utiliza a técnica de PCR com amplificacéo
do exon V do gene da alfa-1-antitripsina e
detec¢do da mutacao E342K baseada natécnica
de Andresen et al. (64) modificada, utilizando
primers ACRS (Amplification Created restriction
site) e posterior digestdo com enzima de
restricdo visualizada através de gel de
poliacrilamida e coloragcdo com brometo de etidio.

Através desta técnica ndo é possivel
determinar o genétipo dos individuos (a menos
gue o mesmo seja homozigoto), apenas a
presenca do alelo Z, sendo que o outro alelo pode
ser qualquer outro dos cerca de 70 ja descritos.

Lima et al. (65), a partir da andlise de 29
pacientes de Porto Alegre, encontraram 7 alelos
alterados em 58 analisados, o que leva a uma
freqiéncia de 12,06% para o alelo Pi*Z. Neste
mesmo trabalho também foram analisados 100
controles para a determinacéo da frequiéncia do
alelo Pi*Z na populacdo de Porto Alegre. Foi
encontrado apenas um individuo heterozigoto
entre os 100 analisados, resultando em uma
frequéncia de 0,50%. Esse valor € um pouco
menor do que o encontrado em outras
populacdes etnicamente relacionadas, porém
nao chega a ser estatisticamente significante.

Conclusdes
O diagndstico baseado em analise do DNA

€ 0 Unico teste definitivo para determinar o estado
portador de familiares de pacientes portadores
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de Doencas Lisossdmicas de Deposito.
Entretanto, para que esta estratégia seja utilizada,
€ indispensavel o diagnostico enziméatico inicial
e 0 conhecimento da mutagdo causadora da
doenca no paciente afetado. Nem sempre a
relagdo do quadro clinico (fenétipo) do paciente
com as informacgdes genéticas (genotipo) é direta
e conclusiva. Nestes casos, é necesséria a
andlise individual de cada caso e de cada
mutacao, principalmente no caso de mutacdes
Unicas para cada familia.
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