UM GENE Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

Gene DMD
e a distrofia
muscular de
Duchenne:

Lo i gl b o B L i e

Caroline Christine Pincela da Costa', Rayana Pereira Dantas de Oliveira', Jéssica Barletto de Sousa Barros',
Kamilla de Faria Santos’, Nayane Soares de Lima?

" Programa de Pos-Graduacao em Genética e Biologia Molecular, Universidade Federal de Goias, Goiania, GO
2 Programa de Pds-Graduagdo em Assisténcia e Avaliacao em Satde, Universidade Federal de Goias, Goiania, GO

’ Palavras-chave: distrofias musculares, doenca degenerativa, mutacdes genéticas, heranca recessiva, cromossomo X, distrofina

J’ Autor para correspondéncia - carolinechristine@hotmail.com

e Biologia

7 de Genética



mailto:carolinechristine@hotmail.com

Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

O gene DM D localiza-
-Se N0 Cromossomo
X e codifica a distrofina,

uma proteina do citoes-
queleto responsavel pela

manuten¢do da integri-

dade e da funcio contratil

das fibras musculares. Al-
teracdes moleculares no

gene DMD interferem na
producio da distrofina,
resultando no desenvol-

vimento de uma doenga
degenerativa conhecida
como Distrofia Muscular

de Duchenne (DMD).
A DMD é uma doenga
de heranca recessiva li-
gada ao cromossomo X,
causada por mutagdes,
principalmente delecdes-
no gene DMD. A doenga
acomete, em sua maioria,
homens e caracteriza-se
por fraqueza muscular
progressiva detectada nos
primeiros anos de vida.
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Exon - segmento que

O GENE DMD E A FUNCAO
DA PROTEINA DISTROFINA

Localizado no cromossomo X, na regido cromossdmica Xp21.
2-p21.1, o DMD ¢ o maior gene descrito em humanos, com
aproximadamente 2,4 milhdes de pares de bases, o que corres-

permanece no RNAm maduro,
ap6s processamento do pré-
RNAm.

Splicing alternativo -
mecanismo de remocao de
diferentes introns que da
origem a diferentes moléculas
de RNAm maduro a partir do
splicing de um mesmo pré-RNA.
Deste modo, a partir de um
Gnico gene, diferentes proteinas
podem ser formadas.

ponde a aproximaclamente 0,1% do genoma humano ou 1,5%
do total do cromossomo X. Esse gene é constituido por 79
éxons e 78 introns. O gene DMD sofre dois processos dis-

tintos que influenciam na produgio de transcritos/proteinas

diferentes. Um deles é o uso de promotores alternativos, |
que sdo tecido-especificos, produzindo proteinas especificas
no cérebro, musculo e retina. O outro processo é pelo spli-
cing alternativo do pré RNA mensageiro (pré-RNAm).
Dessa forma, o gene é capaz de originar 32 tipos diferentes de
transcritos, com 20 diferentes isoformas funcionais da protei-
na distrofina, que é o produto do gene DMD. Tais isoformas
sdo constituidas por 30 a 3.685 residuos de aminoacidos (Fi-
gura 1),

Introns - segmentos nao

codificadores do gene presentes
entre os éxons, que sao
removidos durante o processo
de splicing (recomposi¢do) do
RNAm recém-transcrito.

Promotor alternativo

— Muitos genes possuem

mais de um local para iniciar

a transcricao, portanto,

mais de um promotor. Como
consequéncia, ha uma
diversidade de tamanho

dos transcritos produzidos,
dependendo do promotor que
foi usado. O uso de promotores
alternativos é um mecanismo
versatil para criar diversidade
e flexibilidade na regulacao
génica dos eucariotos.

Cromossomo X

Xp21.2-p21.1

Gene DMD
79 éxons e
78 introns

Splicing alternativo

r\/\/\/\ aaaaaa RNAm maduro

20 isoformas

proteicas funcionais

32 transcritos
diferentes

As diferentes isoformas da proteina locali-
zam-se em tecidos especificos e, no musculo,
tém a funcio de conectar o citoesqueleto da
fibra esquelética & matriz proteica extracelu-
lar, a im de estabilizar a contra¢io muscu-
lar. O RNAm completo desse gene, ou seja,
o transcrito mais longo, é constituido de
14.000 pares de bases, sendo principalmente
expresso no musculo esquelético e cardiaco
e, em menor quantidade, no tecido cerebral.

Figura 1.

Estrutura do gene DMD e representacdo dos
transcritos e produtos proteicos. O gene DMD
localiza-se no cromossomo X e apresenta 79
éxons e 78 introns, representados pelas caixas
e linhas, respectivamente; contudo a imagem
é apenas representativa, ndao demonstrando a
quantidade total desses elementos. O splicing

alternativo origina 32 transcritos diferentes (RNAm)
cuja traducao resulta em 20 isoformas proteicas
funcionais, as quais variam de tamanho entre 30 a
3695 residuos de aminoacidos.
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Sarcolema - é a membrana

Nas células musculares, a distrofinalocaliza-se na superficie in-
tracelular do sarcolema, abrangendo todo o comprimento da

plasmatica das células
musculares que, no caso da
fibra muscular, sdo sincicios.

Sintrofina - Componente

miofibra. Essa proteina é componente essencial do complexo
de glicoproteinas associadas a distrofina (CPAD), um sistema
constituido por diversos polipeptideos, como sarcoglicanos, |
distroglicanos, sintrofinas e distrobrevina, conectado 3

do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina, que se
liga a outras proteinas como
istrobrevina e distrofina.

B-distroglicano - proteina

membrana plasmdtica das miofibras.

A fun¢io do complexo de glicoproteinas associadas a distrofi-
na é conectar a actina, uma proteina contratil, a parte externa
da célula, estabelecendo uma via de sinalizagio entre a matriz
extracelular e o citoesqueleto interno de actina, permitindo
assim a contra¢io muscular. A conexio é realizada a partir

da uniio do dominio N-terminal da distrofina aos filamentos
de F-actina na porgio citoplasmatica da célula muscular, bem
como da jungio da regido C-terminal s proteinas transmem-
branares (-distroglicano, sarcoglicano e sintrofina) e a uma

transmembranica que organiza
a unido entre a laminina da
matriz celular muscular e a

distrofina que se conecta com o

citoesqueleto.

pequena proteina intracelular em formato de bastio, a distro-
brevina (Figura 2).

Sarcoglicanos - sio

uma familia de proteinas
transmembranicas que

fazem parte do complexo de
glicoproteinas associadas a
distrofina. As proteinas desse
complexo sdo responsaveis
por conectar o citoesqueleto
das fibras musculares a matriz
extracelular.

Distrobrevina - Componente

do complexo de glicoproteinas
associadas a distrofina. Trata-se
de uma pequena proteina em
formato de bastdo, responsavel
por dar suporte a distrofina.

\\\ Sarcolema«XXX@XXX}XXX}IXX}I%XX

Misculo

Feixe de fibras
musculares

>
V4

Sarcoglicanos

[-distroglicano

Distrofina

% Citoesqueleto de actina

,V

inX N0

.‘— Sintrofina

_-Termii

Distrobrevina

Figura 2.

Estrutura do Complexo de
Glicoproteinas Associadas a
Distrofina (CPAD). A distrofina
liga-se ao citoesqueleto de
actina pelo dominio N-terminal
promovendo a conexao das
proteinas contrateis com as
proteinas transmembranares,
por meio do seu dominio
C-terminal, constituindo o
CPAD.

Dessa forma, ao conectar o citoesqueleto
subsarcolémico ao sarcolema, a distrofina es-
tabiliza as fibras musculares, atuando na ma-
nutencio da integridade e da fun¢io contratil
das fibras musculares. A perda de distrofina
ocasiona a ruptura do CPAD, tendo como
consequéncia a instabilidade da membrana, o
aumento da suscetibilidade ao estresse meci-

nico e, por fim, a degeneragio das miofibras.
Existe um grupo de doencas degenerativas,
as distrofias musculares, caracterizadas por
fraqueza e atrofia muscular, que comparti-
lham um padrio distréfico que compreende
variagio no tamanho das fibras musculares,
sua degeneragio, bem como a substitui¢cio do
tecido muscular por conjuntivo (Figura 3).
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A DISTROFIA MUSCULAR
DE DUCHENNE (DMD)

A DMD foi descrita, pela primeira vez, em

1861 pelo neurologista francés Guillaume
Benjamin Amand Duchenne. Em 1981, um
grupo de pesquisadores, incluindo a geneti-
cista brasileira Mayana Zatz, localizaram o
gene da DMD no brago curto do cromos-
somo X. Entretanto, apenas em 1987, apés
clonagem do gene da DMD, revelou-se que
o produto génico era a distrofina, uma pro-
teina com funcio de promover a estabilida-
de da fibra muscular durante o processo de
contragao.

Caracterizada por uma fraqueza muscular
progressiva, a DMD acomete uma em cada
3000 criancas do sexo masculino. A maioria
dos meninos com DMD apresentam os pri-
meiros sintomas entre os trés e cinco anos de
idade, geralmente dificuldade para correr e
levantar-se do chao, quedas frequentes e

complica¢des como a escoliose. Além disso, o
paciente também é acometido por contratu-
ras e encurtamento dos tenddes, resultantes
da fibrose destas estruturas.

Figura 3.

Representacao ilustrativa

de um corte transversal de
masculo esquelético. No
masculo normal, todas as

fibras musculares apresentam
um diametro uniforme e

estdo organizadas de forma
simétrica e proximas entre si.
No misculo distréfico, as fibras
musculares assumem aspecto
irregular, devido a degeneracao,
ocorrendo também a
substituicdo do tecido muscular
por tecido conjuntivo.

DMD - Distrofia Muscular de

As manifestacoes cardiacas e respiratdrias
sdo comuns apds os dez anos de idade. Ta-
quicardia e alteracdes na condugio elétrica
sdo as primeiras evidéncias de comprometi-
mento cardiaco e acometem quase todos os
pacientes antes dos dezoito anos de idade,
sendo frequentemente detectadas antes dos
seis anos de idade.

Duchene, doenca degenerativa,
de heranca recessiva, ligada ao
cromossomo X.

Sinal de Gowers - é um

andar na ponta dos pés.

Uma crianga com DMD nasce visivelmente
sauddvel. Os primeiros sintomas da doen-
¢a, como , quedas frequentes, dificuldade
em correr e subir escadas, por exemplo, sio
perceptiveis nos primeiros trés anos de vida.
Muitos pacientes apresentam atraso motor
desde os primeiros meses de vida e demo-
ram a adquirir a marcha (por volta de 18
meses). O uso de cadeira de rodas normal-
mente é necessdrio a partir da idade de oito
a 14 anos, devido ao enfraquecimento mus-
cular progressivo. A fraqueza da musculatu-
ra tordcica e paravertebral é responsével por

A insuficiéncia respiratdria causada por fra-
queza dos musculos envolvidos no processo
também é universal e progressiva, acometen-
do todos os pacientes especialmente apds a
perda da marcha Portanto, os problemas car-
diorrespiratdrios colocam o paciente em risco
de vida e embora tenham assisténcia médica
adequada, muitos dos pacientes com DMD
morrem de insuficiéncia cardiaca ou respira-
téria na faixa etiria dos 20 aos 30 anos. No
entanto, melhorias no manejo clinico e fisio-
terdpico tém propiciado que alguns pacientes
cheguem até a quarta década de vida.

A DMD é uma doenga de heranga ligada ao
cromossomo X, recessiva. A patogénese da

sinal clinico que indica fraqueza
muscular principalmente dos
membros inferiores. Criancas
com miopatias fazem esse
movimento caracteristico,
também chamado de manobra
de Gowers, para levantar-se

do chédo usando as maos como
apoio.

Heranca recessiva -

doenga decorre de muta¢des no gene DMD,
descrito acima. As mutagdes nesse gene re-
sultam na deficiéncia ou auséncia de seu pro-
duto proteico, resultando em degeneragio
progressiva das fibras musculares. A ausén-
cia da proteina distrofina também prejudica
o funcionamento cerebral, provocando alte-
racdes neuroldgicas que podem incluir defi-
ciéncia intelectual.

mecanismo de heranca no qual
as caracteristicas somente se
manifestam quando o alelo
recessivo esta presente nos
dois pares de cromossomos
homélogos.
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Fenotipo - conjunto

das caracteristicas de um
individuo, resultado da
interacao do gendtipo com
0 meio ambiente.

Genotipo - constituicao
genética de um individuo,
ou seja, conjunto de alelos
recebidos do pai e da mae.

Pseudo hipertrofia
muscular - substituico

do tecido muscular por

tecido adiposo e conjuntivo,
ocasionando perda da funcdo e
falsa hipertrofia.

Gene letal - gene que,

A ocorréncia de DMD em mulheres é rara,
visto que possuem dois cromossomos se-
xuais X. Caso um dos cromossomos X te-
nha o alelo mutado, que confere a doenga, o
outro cromossomo X, contendo o alelo nor-
mal, serd capaz de compensi-lo na sintese
de distrofina. Dessa forma, a mulher é uma
portadora da mutagio, capaz de transmitir
o gene mutado aos descendentes. A maioria
das mulheres portadoras da DMD ¢ assin-
tomdtica. Quando apresentam sintomas, o

|_fenétipo ¢ sutil, como leve fraqueza muscu-

lar e panturrilhas pseudo hipertrofiadas,

podendo desenvolver também cardiomiopa-
tia, um sintoma clinico classico de mulheres

portadoras de DMD.

A manifestagio clinica é consequéncia do
padrio de inativagio do cromossomo X
(Figura 4), pois depende da porcentagem
de células que mantém ativo o cromosso-
mo X que contém o gene DMD mutado. O

risco de recorréncia da doenca na prole de

quando mutado, impede a sua
transmissdo para a geracao
seguinte.

uma mulher portadora é elevado, visto que

portincia do aconselhamento genético para
tais familias.

A DMD possui uma variante clinica menos
agressiva, chamada de Distrofia Muscular de
Becker (DMB). Com uma incidéncia de um
em 1/30000 criangas do sexo masculino, na
DMB a distrofina é parcialmente funcional, o
que é capaz de afetar o paciente sem debilit-
-lo tanto como ocorre na DMD. O inicio da
doenga costuma ser mais tardio, com sinto-
mas que se iniciam entre cinco e quinze anos
deidade. Entretanto, a sintomatologia e a pro-
gressio da doenca variam entre os pacientes.

Na DMB, a perda da marcha ocorre, geral-
mente, apds os 16 anos e grande parte dos
pacientes também desenvolvem cardiomio-
patias, limitando a qualidade de vida dos
mesmos. Contudo, a sobrevida é relativa-
mente ampla e permite, inclusive, a repro-
dugio, o que é raro no caso de homens afe-
tados pela DMD. Por ser uma das formas
mais graves das distrofias, o gene da DMD
era considerado um gene letal em homens,

metade dos seus filhos do sexo masculino
terdo a doenga, e metade das filhas poderio
ser igualmente portadoras do alelo mutado
que confere a doenca, o que enfatiza a im-

porque os afetados nio se reproduziam. No
entanto, com o melhor manejo clinico dos
casos, ha relatos de afetados por DMD que
se reproduziram

Heranca recessiva ligada ao X

Mae sem distrofia
e portadora do
gene DMD mutado
Genotipo XPXH

Cenario 1 - Ocorre nas Distrofias Musculares
de Duchenne e de Becker

! Y

Cenario 2 - Ocorre na Distrofia Muscular de Becker

Pai sem distrofia
Genotipo X°Y

M3ae sem distrofia
Genotipo XPXP

Pai com distrofia
Genétipo XY

080

? o

I
o

|
@
x4y

I

g

o

XPYy  XPXP XPxd XPxd
Criancas sem  Filha portadora Filho com Filhos sem Filhas portadoras
distrofia da mutacao distrofia distrofia da mutacao
Figura 4.

Esquema representativo do padrdo de heranca recessiva ligada ao X para as Distrofias Musculares de Duchenne e Becker. No primeiro cendrio, em
ambas as distrofias, uma mae portadora do gene mutado e um pai sem distrofia possuem 50% de chance de terem criancas sem a doenca, 25%
de chance de terem uma filha portadora da mutacao, que geralmente é assintomatica, e 25% de chance de terem um filho com distrofia. Homens
com DMD raramente conseguem se reproduzir dada a gravidade da doenca. No segundo cenario, mais viavel no caso da DMB, uma mae sem
distrofia e um pai com distrofia possuem 50% de chances de terem filhos sem a doenca e 50% de chances filhas com a mutacdo. Homens com a
DMB podem reproduzir-se, pois a variante alélica para a doenca confere um fenétipo menos agressivo da distrofia.
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Nonsense - tipo de

MUTACOES NO GENE DMD
E SUAS CONSEQUENCIAS

Tendo em vista o enorme tamanho do gene, é elevada a fre-
g

quéncia de mutagdes de vérios tipos, incluindo delecoes e du-

plicagdes. O defeito molecular mais comum encontrado no

gene DMD é a delecio de um ou mais éxons, ocorrendo em
65% dos casos de distrofia muscular de Duchenne (DMD),

mutacado genética na qual a
substituicdo de um Gnico par
de bases (nucleotideos), em um
segmento génico codificador
de proteina, leva a troca

de um codon que acarreta
incorporagao de um aminoacido
por um cddon determinador

da parada da traducdo do
polipeptideo. O resultado é o
término prematuro da traducdo
de uma proteina, que fica mais
curta. A proteina alterada pode
ser parcial ou completamente
inativada, resultando em uma
alteracao ou perda da funcdo da
proteina.

Codons - sdo sequéncias

uma das formas mais comuns e mais graves entre as distrofias
musculares.

As mutacées do tipo duplicacdes sio responsaveis por 6% a
10% das ocorréncias, sendo os demais casos (aproximadamente
25%) oriundos de pequenas mutagdes (dos tipos missense,

nonsense e alteragdes nos sitios de splicing) e outros

pequenos rearranjos (insercdes/delecdes de poucos pares de
bases e pequenas inversdes).

As alteragbes ocorridas no gene DMD podem interferir na
produgio proteica de virias maneiras. Pequenas delecoes ou
inser¢des podem gerar erros ou deslocar o quadro de lei-
tura aberta (ORF), assim como mutag¢des pontuais podem

originar um codon de parada (mutagio do tipo nonsense), ge-
rando distrofina truncada. Por fim, substituicdes e pequenas
delecdes e/ou inser¢des também podem alterar um sitio de
splicing, ocasionando a sintese de proteinas parcialmente fun-
cionais ou que nio conseguem desempenhar sua fungio.

O tipo de mutagio ocorrida no gene implicard na alteracio ou

nio do quadro de leitura do RNAm, o que influencia as ca-

de trés bases nitrogenadas
contiguas do RNAm que
codificam um determinado
aminoacido ou que indicam

o ponto de inicio ou fim de
traducdo da cadeia de RNAm.

Reticulo sarcoplasmatico
— reticulo endoplasmatico das
células musculares.

racteristicas clinicas da distrofia muscular. Na Distrofia Mus-
cular de Becker, geralmente as mutacoes presentes no gene
nio deslocam o quadro de leitura, permitindo a tradugio do
RNAm em distrofina que, embora mais curta ou mais longa
ou com alguns aminoacidos trocados, ainda apresenta os do-
minios N-terminal e C-terminal integros, estabelecendo a co-
nexdo do citoesqueleto de actina & matriz extracelular. Devido
a 1ss0, 0s sintomas caracteristicos da doenga sio mais brandos
que os detectados em individuos com DMD.

Em contrapartida, alteragdes no gene DMD que deslocam
o quadro de leitura (por exemplo, delegdes ou insercoes de
nucleotideos em niimero nio multiplo de 3), ou acarretam a
parada prematura da traducio proteica, resultam em distro-
fina nio funcional. Como consequéncia da auséncia de certos
dominios proteicos da distrofina, tem-se a ruptura do CPAD,
conduzindo i perda da homeostasia do fon célcio intracelu-

Missense - tipo de mutagdo

genética na qual uma
substituicdo de um Gnico par
de bases (nucleotideos), em um
segmento génico codificador
de proteina, ocasiona, durante
o processo de traducao, a
incorporagdo de um aminoacido
diferente do usual nessa
posicao.

Sitio de splicing - Limite
entre um éxon e um intron, ou
seja, local de excisdo do intron
no processo de recomposicao
(splicing). Alteragdo nessa
regido pode alterar o splicing do
pré-RNAm resultando na perda
de éxons ou na inclusdo de
introns e, consequentemente,
em uma sequéncia, alterada,
codificadora de proteinas.

| Quadro de leitura aberta

(ORF - Open Reading
Frame) — & uma sequéncia
de DNA que se inicia com um
cddon de inicio da traducdo e
termina um codon de parada
da traducdo, contendo varios
cddons consecutivos, ou seja,
é um segmento de DNA que,
se for transcrito e traduzido,
tem potencial para gerar um
polipeptideo.

Homeostasia - processo auto

lar, essencial para os mecanismos de contragio.

Durante o processo normal de contragio do musculo esque-

lético, o reticulo sarcoplasmatico libera uma grande quan-

tidade de fons cilcio para as miofibrilas situadas no interior
da fibra muscular. Os fons de célcio, por sua vez, promovem
a atragio entre os filamentos de actina e miosina, permitindo
que os filamentos deslizem uns sobre os outros, constituindo
assim o processo contritil.

regulatério que os organismos
desempenham para manter o
estado de equilibrio.
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Proteases - classe de

enzimas, denominadas ligacoes
peptidicas, que clivam ligagcdes
entre os aminoacidos que
constituem uma proteina.

Células satélites
musculares - sdo células

progenitoras mononucleares
encontradas em mdsculos
maduros entre a lamina basal
e o sarcolema; sdo capazes de
se diferenciar e se fundir para
aumentar o ndmero de fibras
musculares existentes e formar
novas fibras.

Figura 5.

Representacdo esquematica de
alteragdes da fibra muscular
decorrente de mutagdes no
gene DMD. A desestabilizacao
da membrana plasmatica
muscular em decorréncia da
auséncia de distrofina, favorece
o influxo de calcio (Ca?")
ocasionando fraqueza muscular
progressiva, inflamacao, lesoes
musculares, aciimulo de tecido
fibroadiposo e perda da funcao
muscular.

Alteragdes estruturais ou a auséncia da distrofina propiciam a
entrada excessiva de cilcio na membrana celular muscular. O
excesso da passagem de calcio para o interior da célula leva a um
processo de necrose da fibra muscular por ativagio de protea-
ses e A consequente perda da propriedade contritil, o que im-
plica em fraqueza muscular progressiva. Tal processo favorece a
ocorréncia de lesdes das fibras musculares durante a contragio,
levando a danos musculares crdnicos, perda da fun¢io muscular
pela presenca de citocinas inflamatoérias e substituicio das
fibras musculares por tecido adiposo e fibroso (Figura 5).

Citocinas inflamatorias
— Sdo um tipo de moléculas
sinalizadoras produzidas por
alguns tipos de células do
sistema imunoldgico e causam
inflamacao.

Embora o musculo esquelético apresente alta capacidade de
regeneracio em resposta a lesdes, o potencial regenerativo das
miofibrilas é comprometido na DMD, o que pode ocorrer
devido 4 exaustio das células satélites musculares como

resultado de lesio crdnica ou por maturagio incompleta das
fibras musculares, contribuindo para a disfun¢io. Diante des-
se quadro, o processo necrdtico das fibras musculares aumenta
os niveis plasmdticos da enzima creatina quinase (CK). A ava-
liagio dos niveis dessa enzima é um dos métodos diagnédsticos

laboratoriais da DMD.

Fibra muscular alterada:
Gene DMD mutado

Fibra muscular normal:
Gene DMD sem mutacao

Citocinas ¢ N

Tecido fibroso

Tecido adiposo

« Fraqueza muscular progressiva;
« Lesdes musculares;

Fibras musculares

« Inflamacao;
« Tecido fibroadiposo;
« Perda de funcdo muscular.

de recorréncia da doenca na familia, especial-
mente na prole das mulheres portadoras da

CONSIDERACOES FINAIS

A DMD é uma doenga de causa genética 3
_ mutagio.
decorrente de mutagdes no gene DMD, que

codifica a proteina distrofina. Embora ainda
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