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1. Introducio:

Teste da Proteina Truncada

(PTT — “Protein Truncated

Test), desenvolvido por Ro-

est e cols.(1993), detecta
mutagoes que causam uma parada na
tradugao da proteina; hoje em dia essa
técnica esta sendo utilizada para auxi-
liar no diagnéstico de varias doencgas
genéticas que podem ser causadas por
muitas mutacoes, principalmente aque-
las que introduzem um cédigo de pa-
rada como os genes BRCA1 e BRCA2,
responsaveis por 10% dos casos de
cancer de mama, a fibrose cistica, a
anemia de Fanconi, a neurofibromato-
se e Distrofia Muscular tipo Duchenne
e Becker (DMD/DMB), entre outras.
Nessas doencas, o seqlienciamento au-
tomadtico torna-se muitas vezes, invia-
vel, devido ao tamanho do gene. Em
nosso laboratério, o diagnéstico pela
técnica da PTT tem auxiliado na iden-

Fig. 1: Pseudo-hi-
pertrofia das pan-
turilhas de um
menino de 5 anos
com DMD, devi-
do a substituicao
dotecido muscu-
lar normal por te-
cido conjuntivo

tificacdo de mutacdes de ponto em
pacientes com DMD/DMB que nao
tém delecoes no gene da distrofina.

A DMD ¢ a forma mais comum e
mais grave entre as varias formas da
Distrofia Muscular Progressiva. Tem
uma incidéncia de 1:3.000 recém-nas-
cidos do sexo masculino. Os meninos
afetados com DMD sio aparentemen-
te normais ao nascimento apesar de
que o processo de degeneracao mus-
cular ja se ter iniciado, o que pode ser
comprovado pelo aumento significan-
te da enzima muscular creatino-quina-
se (CK) no soro sangiiineo.

A maioria dos casos tem inicio tar-
dio da deambulagiao, geralmente aos
18 meses de idade. Entretanto, os
primeiros sinais clinicos da doenga sio
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 e manobra de Gowers (ou
levantar miopdtico, que € uma forma
caracteristica de levantar-se devido a
fraqueza dos musculos proximais) ao
se levantarem do chao. A perda da
ambulacdo surge entre os 7-12 anos,
com idade média de 10 anos. Apos
essa fase, aparecem as contraturas nos
joelhos, pulsos, cotovelos e quadril,
além de deformidades da coluna, de-
corrente da mad postura. Com a pro-
gressiao da doenga, ocorre insuficiéncia
cardiaca e respiratéria. Os pacientes,
raramente se reproduzem. Cerca de
um terco dos meninos com DMD tem
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0 uso da PTT para Triagem de
Mutacoes em Pacientes DMD/DMB

nto pela Técnica do PTT (Teste da Proteina Truncada): o exemplo das distrofias de Duchenne e Becker

Fotos e grificos cedidos pelas autoras

algum tipo de retardo mental (fig. D).

A DMB é menos grave e tem uma
incidéncia de 1:30.000 meninos nasci-
dos vivos. Os pacientes com esse tipo
de distrofia apresentam fraqueza mus-
cular semelhante 2 da DMD, mas as
manifestacoes clinicas sio mais lentas,
leves e variaveis. A idade de inicio dos
primeiros sinais clinicos é de 5 a 15
anos, e a perda da deambulacio ocorre
apo6s os 16 anos de idade, mas é muito
variavel, podendo ocorrer até depois
da 6* década (fig.2).

As DMD/DMB sao causadas por
uma mutacao em um mesmo gene
que esta localizado no braco curto do
cromossomo X, na regido Xp21 e, por
isso, ambas sao denominadas de distro-
fias Xp21.

O mapeamento do gene da DMD/
DMB em Xp21 foi possivel a partir de
estudos em mulheres com quadro cli-
nico de DMD e translocacio X/autos-
somo, cuja quebra era sempre em
Xp21. Em 1984, verificou-se que vari-
os marcadores genéticos da regiao Xp21
segregavam tanto com o fendtipo da
DMD como da DMB, sugerindo pela
primeira vez que as duas doencas
eram alélicas.

O gene da DMD/DMB foi clonado
em 1987 e verificou-se que era o maior
gene humano ja descoberto, com cer-
ca de 79 exons dispersos em aproxi-
madamente 2400 Kb de DNA. Esse
gene sozinho € quase do mesmo tama-
nho que a bactéria “Xylella” responsa-
vel pelo “amarelinho”, a doenca dos
laranjais. O gene DMD/DMB codifica



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

uma proteina interna do sarcolema,
chamada distrofina. A taxa de mutacao
do gene da distrofina € alta, na ordem
de 7x107, e pode ser justificada pelo
grande tamanho do gene e, conse-
quentemente, a grande quantidade de
processamento que ocorre no RNAm
apOs a transcri¢do.

A distrofina tem peso molecular de
427Kda, sua seqiéncia de aminoAci-
dos foi deduzida a partir da seqiiéncia
de nucleotideos e permitiu o reconhe-
cimento de quatro dominios diferen-
tes, sendo que trés deles mostram
semelhancas com outras proteinas es-
queléticas. Esses dominios sdo conhe-
cidos como: dominio N-terminal; do-
minio em bastio; dominio rico em
cisteina e dominio C-terminal (fig.3).

A distrofina localiza-se na superficie
interna da membrana muscular, ligan-
do-se a glicoproteinas compondo um

EXONS

complexo denominado distrofina-gli-
coproteinas associadas (DGA). A fun-
cio da proteina distrofina provavel-
mente estd relacionada com a manu-
tencao da integridade do citoesquele-
to muscular (fig.4). Ela parece ter um
papel importante na estabilizacio ou
localizacao desse complexo e na sua
auséncia ocorre desestruturacao deste
e, consequentemente, degeneracio
muscular.

Estudos realizados em pacientes
com DMD e DMB, mostraram que 60%
das mutacoes intragénicas correspon-
dem a delecdes, 5-6% sio duplicacdes
e o restante sao devido a mutagdes de
ponto. Estudos moleculares constata-
ram que as delecdes podem ser en-
contradas ao longo do gene, porém
existem duas regides, uma no inicio
(exons 1-20) e outra na regiao central
do gene (exons 41-54), que concen-
tram a maior parte das mutacodes. Tais
regioes tém sido consideradas como
“hot spots” (pontos quentes) de muta-
coes.

Pacientes com DMD/DMB tém um
aumento significante (até 2.000 vezes
os valores normais) da enzima sérica
creatino-quinase (CK), que ¢ liberada
do musculo distréfico mesmo antes do
aparecimento dos sinais clinicos. Os
niveis da CK tendem a diminuir no
sangue com a evolucio do processo e
chegam a niveis quase normais em
estagios adiantados da doenga.
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Na DMD a proteina distrofina esta
ausente enquanto na DMB ela esta
reduzida em quantidade ou em tama-
nho. Nos pacientes com delecao, a
diferenca entre a DMD/DMB depende
da manutencio ou nao do quadro de
leitura do RNA mensageiro; isto € na
DMB, a delec¢io € em fase, o quadro de
leitura é mantido e tem-se como resul-
tado uma proteina quantitativamente
reduzida ou de tamanho reduzido, mas
parcialmente funcional. Na DMD, a
delecao é fora de fase, o quadro de
leitura do RNA mensageiro nao é man-
tido, tem-se uma proteina truncada e
que ¢é rapidamente destruida pela cé-
lula. Além disso, o sitio da delecao
também € importante, se ocorre nas
regides N ou C —terminal de ligacao de
outras proteinas o quadro é mais grave
do que se a delecio for na regiio
central do gene (fig.5).

Cercade 1/3 dos casos de DMD sao
causados por mutacdes novas € 0s
restantes 2/3 sio herdados de maes
portadoras. A maioria das mulheres
portadoras de mutacdes no gene da
distrofina sao assintomaticas, tendo um
risco de 50% de passar o gene para
seus filhos e metade de suas filhas
portadoras, porém clinicamente nor-
mais. Aproximadamente 10% das maes
de casos isolados de DMD tém mosai-
cismo gonadal, podendo ser portado-
ras da mutacao na linhagem germina-
tiva.

O método da PTT é importante
para familias de Du-
chenne/Becker onde
nao foram encontradas
delecio ou duplicacio,
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Fig. 3: a) Esquema dos 79 exons do gene da distrofina; b) e os quatro dominios: N-terminal;
dominio em bastdo; dominio rico em cisteina; dominio C-terminal; ¢) isoformas da distrofina
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pois essa técnica per-
mite identificar muta-
coes de ponto. Por ou-
b tro lado, a triagem des-

sas mutacdes no gene

da distrofina é muito

dificil devido ao tama-

nho gigantesco do gene,

o que torna inviavel o
& seu seqienciamento. A
identificacio e a carac-
terizacio das mutacoes
de ponto é muito im-
portante para o diag-
nostico de casos onde
os métodos tradicionais
nao siao informativos,
para o aconselhamento
genético dos casais em
risco como também
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Tabela 1: Combinac¢des de primers de PCR para RT-PCR e PTT*. para um melhor entendimento da fun-

PCR 1°PCR primers  2°PCR primers EXON (bp) (kDa) ¢ao de cada regido do gene.

1 AH 1CD 2-11 1257 47

1 2. Método

2 1GB LEF 10-18 1175 44 A vantagem da PTT € que ela pode
3 2AH 2CD 17-25 1243 46 ser empregada utilizando-se sangue
4 2GB 2EF 23-32 1410 52 periférico, que ¢ relativamente ficil de
5 3AH 3CD 31-38 1092 41 se conseguir, € que portadoras da
6 3GB 3EF 36-45 1486 55 mutagdo também podem ser identifi-
7 4 AH 4CD 44-52 1309 49 cadas por esse método.

8 4GB 4EF 51-59 1429 51 Para a realizacio dessa técnica, o
9 5AH 5CD 59-68 1382 52 RNA ¢ isolado a partir de linfocitos; é
10 5GB SEF 67-79 1380 52 feita uma transcricio reversa e a, se-

i "DNA ¢ ¢ lificad PCR.
*Roest e cols, 1993; Gardner e cols, 1995 sUIn, 0 ¢ ¢ ampiticado por

R Gl e — s e e T e
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sarcaolema :
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Vainzol et al., 1996

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

Tabela 2: Custo e Sensibilidade dos Métodos para Deteccao de Mutacoes
PTT SSCP Mismatch DGGE DHPLC Sequenciamento
US $30
¢/Metionina
(Kit Promega)
Custo US $200 US $150 US $100 US $190 US $1100
US$40
¢/biotina
(Kit Promega)

US $47
¢/biotina
(Kit Boehringer
Mannhein-Roche)

Eficiéncia 50-95% 60-95% 99%? 99% 99% 99%
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Entdo um segundo PCR ¢é realizado,
utilizando um oligo modificado, con-
tendo um promotor T7 e uma seqUén—
cia de iniciacao da traducido, o que
permite uma traducao in vitro do pro-
duto da PCR. O aparecimento de pep-
tideos menores que o esperado indica
o local do sitio da mutacdo e, desse
modo, apenas uma parte do gene
precisa ser sequenciada (fig.6)

2.1) Extracao de RNA

A extracao de RNA ¢é realizada a
partir de sangue total utilizando-se a
técnica de Trizol™(Life Tecnhologi-
es), coletado-se 10 ml de sangue com
0,4 ml de EDTA 5% (fig.7).

2.2) Realizacao da Reacao Reverse
Transcriptase (RT)

Reacdo da RT (cDNA) é feita com
uma transcricio reversa, utilizado-se o
Kit (Expand™ Reverse Transcriptase -
Boehringer Mannheim). O cDNA é
amplificado por PCR, utilizando o Kit
(Expand™ Long Template PCR Sys-
tem - Boehringer Mannheim-Roche).
Para a segunda reacao da
PCR, sao utilizados pri-
mersespecificos que con-
tenham um promotor T7
e uma seqiencia de inici-
acao da traducgio do pro-
duto da PCR (tabela D).

2.3) Gel de Agarose
Para controle da quali-

Exons

Quando se encontra um fragmento
de tamanho menor que o esperado,
realiza-se o seqlienciamento. O produ-
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-
cificos, em um seqiienciador automati-
co (ABI377-Perkin Elmer) (fig.10).

3. Andlise de custos para o Labora-

torio de Biologia Molecular:

Comparando a eficicia da técnica
da PTT com as demais técnicas para o
diagnostico de doencgas que apresen-

Calyla de sangue
au tecido

DIMA, gendmico / \
: Exons

Fig. 5: Microscopia de imunoflurescén-
cia, coloracio com anticorpo antidistrofi-
na

a) Localizacio de distrofina na membra-
na no musculo normal;

b) Auséncia de distrofina no musculo
com DMD;

¢) Quantidade reduzida de distrofina no
musculo de DMB (Gentileza da Dra.
Mariz Vainzof, Centro de Estudos do
Genoma Humano, IBUSP)

tam mutacdes de ponto, o PTT tem
um custo relativamente baixo para o
diagndstico molecular, com uma efici-
éncia 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 mutacdes que resultam
em um produto truncado. A sua des-
vantagem € que ele nio detecta muta-
cao “missense” (troca de sentido) ou
substituicao de bases silenciosas ao
contririo dos demais métodos citados
na tabela 2, que também detectam
polimorfismos e mutacodes “missense”.

4. Aplicacoes Clinicas

Enquanto nao houverum
tratamento eficaz para as do-
encas genéticas, prevenir o
nascimento de novos afeta-
dos, através da identificacao
de portadores e diagnostico
pré-natal é fundamental. Para
isso é necessario identificar

dade d 20 da PCR. & 1 2 ‘J, ﬁ 5 12345 TRNA entre as maes de casos isola-
ade da reacao da , € I, N I B B T T T T o irma _
utlizado um gel de aga. 1, l franscrigiD reversa dos e entre as irmas de afe
rose 15%. © como con. [ PR cOMA tados aquelas que sao he(;e—
. 270, rozigotas quanto ao gene de-
trole vai ser utilizado um dsDNA, feitL;goso g que ja éiogsivel
marcador de 1 Kb (fig.8). ATG “""'H na grande maioria dos casos.
. FRIMER F T?-l_' + + R PRIMER R Para identificacio de porta-
12)‘ ) PTTt do da PTT doras do gene DMD/DMB,
rara o‘es udoda ; ATG lF'EH combinam-se os dados da
UIﬂ;;‘irml?; S Kllt< Ii r;)dms— genealogia, o estudo da en-
ga uiC cu- zima sérica CK e a andlise de
onina (Amersham Biosci- Tmnsl:nv;d:h' DNA/RNA
ences); o tamanho da pro- traducdo E A comf)reensﬁo dos me-
teina € avaliado por ele- "L]"I_Tg‘:' Eletroforese em gel de agatose  canismos moleculares que

troforese em gel de SDS-
PAGE. A presenca de um
polipeptideo truncado
indicaa ocorréncia de um
codon de terminacao pre-
maturo, o que permite
selecionar o fragmento
que deve ser seqliencia-

do (fig.9).

2.5) Seqiienciamento

-

4T proteina

!

l Aulo-redicgrafis

Protaina integral
Protaina truncada

==

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

causam as doencas genéti-
cas, além de possibilitar a
prevencao de novos afeta-
dos nas familias de alto risco,
serd fundamental para futu-
ros tratamentos.

O teste da PTT para auxi-
liar na identifica¢io de muta-
coes de ponto no gene da
distrofina ilustra s6 um dos
exemplos de aplicacio clini-
21
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Fig. 7: Extracao de RNA a partir de
10ml de sangue periférico

1B38ab 14B8ph

101Eph

S00pb

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

Fig. 9: Analise por PTT do
fragmento 3EF (exons 36-45),
mostrando reducio do tamanho
da proteina no paciente 5

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

do em 2000, oferece, como parte do
aconselhamento genético, o diagnosti-
co molecular e cromossdmico e a ana-
lise de proteinas (tabela 3).

5. Cenario Politico Institucional:

As doencas genéticas atingem 3%
das criancas que nascem e s20 respon-
saveis por 50% das mortes no primeiro
ano de vida, nos paises do primeiro
mundo, onde as doencas sociais e
infecciosas ja foram controladas. Além
disso, 10% das doencas genéticas de
adultos, como diabetes, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson ou
algumas formas de cancer, tém um
comprometimento genético importan-
te.

Por isso, hoje, nao é mais possivel
pensar em medicina sem a genética.

A partir da biologia molécula,r tem
sido possivel diagnosticar um nimero
cada vez maior de doencas, em uma
amostra de sangue ou esfregaco de
mucosa bucal, evitando-se exames in-
vasivos que freqiientemente sao pou-
co informativos. Além disso, as novas
ferramentas tém permitido aprofundar
as pesquisas acerca dos mecanismos
moleculares patolégicos, o que sera
fundamental para futuros tratamentos.
Mas enquanto nao houver cura para as
doencas genéticas, principalmente as
letais, ou incompativeis com uma vida
normal, prevenir o nascimento de no-
vos afetados € fundamental. Isso tam-
bém tem sido conseguindo gracas a
identificacao de casais em risco e de
diagnostico pré-natal, gracas ao apri-
moramento dos testes genéticos. O
uso desses testes no Aconselhamento
Genético de inimeras familias com
afetado por doencas genéticas teve
inicio no Departamento de Biologia —
IBUSP hd mais de 30 anos, e tem
permitido para um nimero crescente
de doencas passar do risco ou da pro-
babilidade para a certeza. Esperamos
que no futuro préximo, seja possivel

Tabela 3: Exemplos de Diagnosticos realizados no CEGH

Diagndstico Molecular Diagnostico Diagnostico por
Cromossomico Analise de Proteinas
Distrofias Musculares Sindrome de Down Distrofina
Neuropatias periféricas Sindrome de Turner Sarcoglicanas
Fibrose Cistica do Pancreas Sindrome de Klinefelter Calpaina
Craniossinostoses Sindrome do Duplo Y Disferlina
Hidrocefalialigada ao X Intersexualidade Teletonina
Surdez Hereditaria Malformacgao congénita Laminina
Esterilidade Masculina Retardo Mental Merosina
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Fig. 10: Sequéncia de cDNA de
linfécito, mostrando a delecio do
exon 38

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

Fig. 12: Associa¢ao Brasileira de
Distrofia Muscular - ABDIM

passar do diagnéstico para uma cura
definitiva.

A Biologia Molecular tem revoluci-
onado também outras 4reas da ciéncia
e da biotecnologia. Hormonios, vitami-
nas e vacinas tém sido sintetizados por
técnicas de DNA recombinante. Plan-
tas transgénicas tém trazido um consi-
derdvel impacto na agricultura. Ani-
mais transgénicos tem-se constituido
em excelentes modelos para estuda-
rem-se doengas humanas. As possibili-
dades diagnodsticas em doencas gené-
ticas e neopldsicas tém progredido
enormemente. Essas sdo algumas das
conquistas de repercussio mais evi-
dente e imediata, mas o potencial de
beneficiar significantemente toda a



populagio no futuro proximo € gigan-
tesco.

6. O papel social do pesquisador

Prevenir o nascimento de novos
afetados e melhorar a qualidade de
vida daqueles que ja nasceram tem
sido a luta de um grupo de geneticistas
do Departamento de Biologia do Insti-
tuto de Biociéncias da USP, que vem
pesquisando as Distrofias Musculares
Progressivas (DMP’s) hda mais de 30
anos. Ao realizar o aconselhamento
genético visando 2 prevencdo de no-
VOS €asos, constataram que indmeras
familias atendidas sofriam de caréncias
relativas a alimentacdo, assisténcia
médica e educacao (fig.12). Foi assim
que nasceu, em 1981, a ABDIM (Asso-
ciacao Brasileira de Distrofia Muscular),
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 psicolégico, aulas de computa-
cdo e virias atividades que visam a
melhorar em todos os sentidos a qua-
lidade de vida dos afetados.

Mas isso ainda € muito pouco. A
ABDIM, que atende hoje, aproximada-
mente, a 120 criangas e adolescentes
por semana, tem uma demanda repri-
mida, ja que, s6 no Estado de S. Paulo,
estimam-se existirem quase 20.000
afetados por distrofias musculares 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
Amersham Biosciences, que vai repas-
sar uma percentagem da venda de
seus produtos destinados a pesquisa
cientifica, para a ABDIM. Trata-se de
mais uma empresa que estd se consci-
entizando acerca do enorme papel
social que nos cabe a todos.
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