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Fig.1:Pseudo-hi-
pertrofiadaspan-
turilhas de um
meninode5anos
com DMD, devi-
do à substituição
do tecidomuscu-
lar normalpor te-
cidoconjuntivo

1. Introdução:

Teste da Proteína Truncada
(PTT � �Protein Truncated
Test), desenvolvido por Ro-
est e cols.(1993), detecta

mutações que causam uma parada na
tradução da proteína; hoje em dia essa
técnica está sendo utilizada para auxi-
liar no diagnóstico de várias doenças
genéticas que podem ser causadas por
muitasmutações,principalmenteaque-
las que introduzem um código de pa-
rada como os genes BRCA1 e BRCA2,
responsáveis por 10% dos casos de
câncer de mama, a fibrose cística, a
anemia de Fanconi, a neurofibromato-
se e Distrofia Muscular tipo Duchenne
e Becker (DMD/DMB), entre outras.
Nessas doenças, o seqüenciamento au-
tomático torna-se muitas vezes, inviá-
vel, devido ao tamanho do gene. Em
nosso laboratório, o diagnóstico pela
técnica da PTT tem auxiliado na iden-

tificação de mutações de ponto em
pacientes com DMD/DMB que não
têm deleções no gene da distrofina.

A DMD é a forma mais comum e
mais grave entre as várias formas da
Distrofia Muscular Progressiva. Tem
uma incidência de 1:3.000 recém-nas-
cidos do sexo masculino. Os meninos
afetados com DMD são aparentemen-
te normais ao nascimento apesar de
que o processo de degeneração mus-
cular já se ter iniciado, o que pode ser
comprovado pelo aumento significan-
te da enzimamuscular creatino-quina-
se (CK) no soro sangüíneo.

A maioria dos casos tem início tar-
dio da deambulação, geralmente aos
18 meses de idade. Entretanto, os
primeiros sinais clínicos da doença são
notados aos 3-5 anos de idade e inici-
am-se com fraqueza muscular dos
membros inferiores e da cintura pélvi-
ca, andar basculante, pseudo-hipertro-
fia das panturrilhas, dificuldades em
subir escada emanobra deGowers (ou
levantar miopático, que é uma forma
característica de levantar-se devido à
fraqueza dos músculos proximais) ao
se levantarem do chão. A perda da
ambulação surge entre os 7-12 anos,
com idade média de 10 anos. Após
essa fase, aparecem as contraturas nos
joelhos, pulsos, cotovelos e quadril,
além de deformidades da coluna, de-
corrente da má postura. Com a pro-
gressãodadoença, ocorre insuficiência
cardíaca e respiratória. Os pacientes,
raramente se reproduzem. Cerca de
um terço dos meninos com DMD tem

algum tipo de retardo mental (fig.1).
A DMB é menos grave e tem uma

incidência de 1:30.000 meninos nasci-
dos vivos. Os pacientes com esse tipo
de distrofia apresentam fraqueza mus-
cular semelhante à da DMD, mas as
manifestações clínicas são mais lentas,
leves e variáveis. A idade de início dos
primeiros sinais clínicos é de 5 a 15
anos, e aperdadadeambulaçãoocorre
após os 16 anos de idade, mas é muito
variável, podendo ocorrer até depois
da 6a década (fig.2).

As DMD/DMB são causadas por
uma mutação em um mesmo gene
que está localizado no braço curto do
cromossomo X, na região Xp21 e, por
isso, ambas sãodenominadasdedistro-
fias Xp21.

O mapeamento do gene da DMD/
DMB em Xp21 foi possível a partir de
estudos em mulheres com quadro clí-
nico de DMD e translocação X/autos-
somo, cuja quebra era sempre em
Xp21. Em 1984, verificou-se que vári-
osmarcadoresgenéticosda regiãoXp21
segregavam tanto com o fenótipo da
DMD como da DMB, sugerindo pela
primeira vez que as duas doenças
eram alélicas.

O gene da DMD/DMB foi clonado
em 1987 e verificou-se que era omaior
gene humano já descoberto, com cer-
ca de 79 exons dispersos em aproxi-
madamente 2400 Kb de DNA. Esse
gene sozinho é quase domesmo tama-
nho que a bactéria �Xylella� responsá-
vel pelo �amarelinho�, a doença dos
laranjais. O gene DMD/DMB codifica

Fotos e gráficos cedidos pelas autoras



Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - nº 26- julho/agosto 2002 19

Fig. 2: Paciente
adulto com
DMB, apresen-
tando pseudo-
hipertrofia das
panturilhas

Fig. 3: a) Esquema dos 79 exons do gene da distrofina; b) e os quatro domínios: N-terminal;
domínio em bastão; domínio rico em cisteína; domínio C-terminal; c) isoformas da distrofina

uma proteína interna do sarcolema,
chamada distrofina. A taxa demutação
do gene da distrofina é alta, na ordem
de 7x10-5, e pode ser justificada pelo
grande tamanho do gene e, conse-
qüentemente, à grande quantidade de
processamento que ocorre no RNAm
após a transcrição.

A distrofina tem peso molecular de
427Kda, sua seqüência de aminoáci-
dos foi deduzida a partir da seqüência
de nucleotídeos e permitiu o reconhe-
cimento de quatro domínios diferen-
tes, sendo que três deles mostram
semelhanças com outras proteínas es-
queléticas. Esses domínios são conhe-
cidos como: domínio N-terminal; do-
mínio em bastão; domínio rico em
cisteína e domínio C-terminal (fig.3).

Adistrofina localiza-sena superfície
interna da membrana muscular, ligan-
do-se a glicoproteínas compondo um

complexo denominado distrofina-gli-
coproteínas associadas (DGA). A fun-
ção da proteína distrofina provavel-
mente está relacionada com a manu-
tenção da integridade do citoesquele-
to muscular (fig.4). Ela parece ter um
papel importante na estabilização ou
localização desse complexo e na sua
ausência ocorre desestruturação deste
e, conseqüentemente, degeneração
muscular.

Estudos realizados em pacientes
comDMDeDMB,mostraram que 60%
das mutações intragênicas correspon-
dem a deleções, 5-6% são duplicações
e o restante são devido a mutações de
ponto. Estudos moleculares constata-
ram que as deleções podem ser en-
contradas ao longo do gene, porém
existem duas regiões, uma no início
(exons 1-20) e outra na região central
do gene (exons 41-54), que concen-
tram a maior parte das mutações. Tais
regiões têm sido consideradas como
�hot spots� (pontos quentes) de muta-
ções.

Pacientes com DMD/DMB têm um
aumento significante (até 2.000 vezes
os valores normais) da enzima sérica
creatino-quinase (CK), que é liberada
domúsculo distróficomesmo antes do
aparecimento dos sinais clínicos. Os
níveis da CK tendem a diminuir no
sangue com a evolução do processo e
chegam a níveis quase normais em
estágios adiantados da doença.

Na DMD a proteína distrofina está
ausente enquanto na DMB ela está
reduzida em quantidade ou em tama-
nho. Nos pacientes com deleção, a
diferença entre a DMD/DMB depende
da manutenção ou não do quadro de
leitura do RNA mensageiro; isto é na
DMB, a deleção é em fase, o quadro de
leitura é mantido e tem-se como resul-
tado uma proteína quantitativamente
reduzidaoude tamanho reduzido,mas
parcialmente funcional. Na DMD, a
deleção é fora de fase, o quadro de
leitura do RNAmensageiro não éman-
tido, tem-se uma proteína truncada e
que é rapidamente destruída pela cé-
lula. Além disso, o sítio da deleção
também é importante, se ocorre nas
regiões N ouC � terminal de ligação de
outras proteínas o quadro émais grave
do que se a deleção for na região
central do gene (fig.5).

Cerca de 1/3 dos casos deDMDsão
causados por mutações novas e os
restantes 2/3 são herdados de mães
portadoras. A maioria das mulheres
portadoras de mutações no gene da
distrofina sãoassintomáticas, tendoum
risco de 50% de passar o gene para
seus filhos e metade de suas filhas
portadoras, porém clinicamente nor-
mais. Aproximadamente 10%dasmães
de casos isolados de DMD têm mosai-
cismo gonadal, podendo ser portado-
ras da mutação na linhagem germina-
tiva.

O método da PTT é importante
para famílias de Du-
chenne/Becker onde
não foram encontradas
deleção ou duplicação,
pois essa técnica per-
mite identificar muta-
ções de ponto. Por ou-
tro lado, a triagem des-
sas mutações no gene
da distrofina é muito
difícil devido ao tama-
nhogigantescodogene,
o que torna inviável o
seu seqüenciamento. A
identificação e a carac-
terização das mutações
de ponto é muito im-
portante para o diag-
nóstico de casos onde
osmétodos tradicionais
não são informativos,
para o aconselhamento
genético dos casais em
risco como também
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Tabela 1: Combinações de primers de PCR para RT-PCR e PTT*.

PCR
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

1º PCR primers
1 AH
1GB
2AH
2GB
3AH
3GB
4 AH
4GB
5AH
5GB

2º PCR primers
1CD
1EF
2CD
2EF
3CD
3EF
4CD
4EF
5CD
5EF

EXON
2-11
10-18
17-25
23-32
31-38
36-45
44-52
51-59
59-68
67-79

(bp)
1257
1175
1243
1410
1092
1486
1309
1429
1382
1380

(kDa)
47
44
46
52
41
55
49
51
52
52

*Roest e cols, 1993; Gardner e cols, 1995

Tabela 2: Custo e Sensibilidade dos Métodos para Detecção de Mutações

Custo

Eficiência

PTT
US $30

c/Metionina
(Kit Promega)

US$40
c/biotina

(Kit Promega)

US $47
c/biotina

(Kit Boehringer
Mannhein-Roche)

50-95%

SSCP

US $200

60-95%

Mismatch

US $150

99%?

DGGE

US $100

99%

DHPLC

US $190

99%

Seqüenciamento

US $1100

99%

Fig. 4: Organização do Complexo distrofina-glicoproteínas associadas (adaptada de Vainzof et al, 1996; Gentileza da Dra.
Mariz Vainzof, Centro de Estudos do Genoma Humano, IBUSP)

para ummelhor entendimento da fun-
ção de cada região do gene.

2. Método
A vantagem da PTT é que ela pode

ser empregada utilizando-se sangue
periférico, que é relativamente fácil de
se conseguir, e que portadoras da
mutação também podem ser identifi-
cadas por esse método.

Para a realização dessa técnica, o
RNA é isolado a partir de linfócitos; é
feita uma transcrição reversa e a, se-
guir, o cDNA é amplificado por PCR.
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Fig. 5: Microscopia de imunoflurescên-
cia, coloração com anticorpo antidistrofi-
na
a) Localização de distrofina na membra-
na no músculo normal;
b) Ausência de distrofina no músculo
com DMD;
c) Quantidade reduzida de distrofina no
músculo de DMB (Gentileza da Dra.
Mariz Vainzof, Centro de Estudos do
Genoma Humano, IBUSP)

Fig. 6: Esquema da PTT (adaptada por Vagenas, 1998)

Então um segundo PCR é realizado,
utilizando um oligo modificado, con-
tendo um promotor T7 e uma seqÜên-
cia de iniciação da tradução, o que
permite uma tradução in vitro do pro-
duto da PCR. O aparecimento de pep-
tídeos menores que o esperado indica
o local do sítio da mutação e, desse
modo, apenas uma parte do gene
precisa ser seqüenciada (fig.6)

2.1) Extração de RNA
A extração de RNA é realizada a

partir de sangue total utilizando-se a
técnica de TrizolTM(Life Tecnhologi-
es), coletado-se 10 ml de sangue com
0,4 ml de EDTA 5% (fig.7).

2.2) Realização da Reação Reverse
Transcriptase (RT)

Reação da RT (cDNA) é feita com
uma transcrição reversa, utilizado-se o
Kit (ExpandTM Reverse Transcriptase -
Boehringer Mannheim). O cDNA é
amplificado por PCR, utilizando o Kit
(ExpandTM Long Template PCR Sys-
tem - Boehringer Mannheim-Roche).
Para a segunda reação da
PCR, são utilizados pri-
mers específicosque con-
tenham um promotor T7
e uma seqüencia de inici-
ação da tradução do pro-
duto da PCR (tabela 1).

2.3) Gel de Agarose
Para controledaquali-

dade da reação da PCR, é
utilizado um gel de aga-
rose 1,5%, e como con-
trole vai ser utilizado um
marcador de 1 Kb (fig.8).

2.4) PTT
Para o estudo da PTT,

utilizamos o Kit Prome-
gaTNT T7 Quick + Meti-
onina (AmershamBiosci-
ences); o tamanhodapro-
teína é avaliado por ele-
troforese em gel de SDS-
PAGE. A presença de um
polipeptídeo truncado
indica aocorrência deum
códonde terminaçãopre-
maturo, o que permite
selecionar o fragmento
que deve ser seqüencia-
do (fig.9).

2.5) Seqüenciamento

Quando se encontra um fragmento
de tamanho menor que o esperado,
realiza-se o seqüenciamento.Oprodu-
to amplificado por PCR é purificado
pelas enzimas fosfatase alcalina e exo-
nuclease do �Sequenase TM Version
2,0 DNA Sequencing Kit da Amersham
Biosciences, utilizando primers espe-
cíficos, emumseqüenciador automáti-
co (ABI377-Perkin Elmer) (fig.10).

3. Análise de custos para o Labora-
tório de Biologia Molecular:
Comparando a eficácia da técnica

da PTT com as demais técnicas para o
diagnóstico de doenças que apresen-

tam mutações de ponto, o PTT tem
um custo relativamente baixo para o
diagnóstico molecular, com uma efici-
ência de 50% a 95% (ENG E COLS,
1997) (tabela.2).

A vantagem do teste da PTT é que
ele fornece uma pista importante para
a procura de mutações que resultam
em um produto truncado. A sua des-
vantagem é que ele não detecta muta-
ção �missense� (troca de sentido) ou
substituição de bases silenciosas ao
contrário dos demais métodos citados
na tabela 2, que também detectam
polimorfismos emutações �missense�.

4. Aplicações Clínicas
Enquantonãohouverum

tratamento eficaz para as do-
enças genéticas, prevenir o
nascimento de novos afeta-
dos, através da identificação
de portadores e diagnóstico
pré-natal é fundamental. Para
isso é necessário identificar
entre as mães de casos isola-
dos e entre as irmãs de afe-
tados aquelas que são hete-
rozigotas quanto aogenede-
feituoso, o que já é possível
na grandemaioria dos casos.
Para identificação de porta-
doras do gene DMD/DMB,
combinam-se os dados da
genealogia, o estudo da en-
zima sérica CK e a análise de
DNA/RNA.

A compreensão dos me-
canismos moleculares que
causam as doenças genéti-
cas, além de possibilitar a
prevenção de novos afeta-
dos nas famílias de alto risco,
será fundamental para futu-
ros tratamentos.

O teste da PTT para auxi-
liar na identificaçãodemuta-
ções de ponto no gene da
distrofina ilustra só um dos
exemplos de aplicação clíni-
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Fig. 7: Extração de RNA a partir de
10ml de sangue periférico

Fig. 8: Análise do produto da PCR
do cDNA, em gel de agarose 1,5%

Fig. 9: Análise por PTT do
fragmento 3EF (exons 36-45),
mostrando redução do tamanho
da proteína no paciente 5

Fig. 10: Seqüência de cDNA de
linfócito, mostrando à deleção do
exon 38

Fig. 11: Centro de Estudos do
Genoma Humano (CEGH) - USP

Fig. 12: Associação Brasileira de
Distrofia Muscular - ABDIM

ca dessa metodologia. Hoje, o Centro
de Estudos do Genoma Humano
(CEGH) (fig.11), o maior centro de
atendimento a doenças genéticas da
América Latina presta atendimento a
famílias de afetados por inúmeras do-
enças genéticas. Esse centro, inaugura-

do em 2000, oferece, como parte do
aconselhamento genético, o diagnósti-
co molecular e cromossômico e a aná-
lise de proteínas (tabela 3).

5. Cenário Político Institucional:
As doenças genéticas atingem 3%

das crianças que nascem e são respon-
sáveis por 50% das mortes no primeiro
ano de vida, nos países do primeiro
mundo, onde as doenças sociais e
infecciosas já foram controladas. Além
disso, 10% das doenças genéticas de
adultos, como diabetes, doença de
Alzheimer, doença de Parkinson ou
algumas formas de câncer, têm um
comprometimento genético importan-
te.

Por isso, hoje, não é mais possível
pensar em medicina sem a genética.

A partir da biologia molécula,r tem
sido possível diagnosticar um número
cada vez maior de doenças, em uma
amostra de sangue ou esfregaço de
mucosa bucal, evitando-se exames in-
vasivos que freqüentemente são pou-
co informativos. Além disso, as novas
ferramentas têm permitido aprofundar
as pesquisas acerca dos mecanismos
moleculares patológicos, o que será
fundamental para futuros tratamentos.
Mas enquanto não houver cura para as
doenças genéticas, principalmente as
letais, ou incompatíveis com uma vida
normal, prevenir o nascimento de no-
vos afetados é fundamental. Isso tam-
bém tem sido conseguindo graças à
identificação de casais em risco e de
diagnóstico pré-natal, graças ao apri-
moramento dos testes genéticos. O
uso desses testes no Aconselhamento
Genético de inúmeras famílias com
afetado por doenças genéticas teve
início no Departamento de Biologia �
IBUSP há mais de 30 anos, e tem
permitido para um número crescente
de doenças passar do risco ou da pro-
babilidade para a certeza. Esperamos
que no futuro próximo, seja possível

passar do diagnóstico para uma cura
definitiva.

A Biologia Molecular tem revoluci-
onado também outras áreas da ciência
edabiotecnologia.Hormônios, vitami-
nas e vacinas têm sido sintetizados por
técnicas de DNA recombinante. Plan-
tas transgênicas têm trazido um consi-
derável impacto na agricultura. Ani-
mais transgênicos tem-se constituído
em excelentes modelos para estuda-
rem-se doenças humanas. As possibili-
dades diagnósticas em doenças gené-
ticas e neoplásicas têm progredido
enormemente. Essas são algumas das
conquistas de repercussão mais evi-
dente e imediata, mas o potencial de
beneficiar significantemente toda a

Tabela 3: Exemplos de Diagnósticos realizados no CEGH

DiagnósticoMolecular

DistrofiasMusculares
Neuropatiasperiféricas

FibroseCística doPâncreas
Craniossinostoses

Hidrocefalia ligada aoX
SurdezHereditária

EsterilidadeMasculina

Diagnóstico
Cromossômico

SindromedeDown
SíndromedeTurner

SíndromedeKlinefelter
Síndrome doDuplo Y

Intersexualidade
Malformaçãocongênita

RetardoMental

Diagnósticopor
Análise deProteínas

Distrofina
Sarcoglicanas
Calpaina
Disferlina
Teletonina
Laminina
Merosina
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população no futuro próximo é gigan-
tesco.

6. O papel social do pesquisador
Prevenir o nascimento de novos

afetados e melhorar a qualidade de
vida daqueles que já nasceram tem
sido a luta de um grupo de geneticistas
do Departamento de Biologia do Insti-
tuto de Biociências da USP, que vem
pesquisando as Distrofias Musculares
Progressivas (DMP�s) há mais de 30
anos. Ao realizar o aconselhamento
genético visando à prevenção de no-
vos casos, constataram que inúmeras
famílias atendidas sofriamde carências
relativas a alimentação, assistência
médica e educação (fig.12). Foi assim
que nasceu, em 1981, a ABDIM (Asso-
ciaçãoBrasileiradeDistrofiaMuscular),
cujo principal objetivo é atender paci-
entes e familiares. Na ABDIM, pacien-
tes que foram diagnosticados no Cen-
tro de Estudos do Genoma Humano
tem um atendimento bio-psico-social
por uma equipe multidisciplinar. Isso
inclui fisioterapia, terapia ocupacional,
apoio psicológico, aulas de computa-
ção e várias atividades que visam a
melhorar em todos os sentidos a qua-
lidade de vida dos afetados.

Mas isso ainda é muito pouco. A
ABDIM, que atende hoje, aproximada-
mente, a 120 crianças e adolescentes
por semana, tem uma demanda repri-
mida, já que, só no Estado de S. Paulo,
estimam-se existirem quase 20.000
afetados por distrofiasmusculares pro-
gressivas. Para se manter até hoje, a
ABDIM tem contado com um apoio
fundamental do UNIBANCO. Mais re-
centemente, conseguiu uma nova par-
ceria, extremamente importante, da
AmershamBiosciences, que vai repas-
sar uma percentagem da venda de
seus produtos destinados à pesquisa
científica, para a ABDIM. Trata-se de
mais uma empresa que está se consci-
entizando acerca do enorme papel
social que nos cabe a todos.
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