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RESUMO

Esta revisdo resume o papel da patogénese molecular das mutacdes do
gene da proteina Ggo em doencas enddcrinas. As proteinas G frans-
mitem o sinal celular de receptores de membrana 7TM. Este sistema
pode ser ativado por fotons de luz, odorantes e horménios (LH, FSH, TSH,
PTH, etc). Seu efetor & a adenilato-ciclase que induz a formagdo de
AMPc. A proteina G inativa é heterotrimérica e associada ao GDT.
Receptores que ativam a proteina Ggo dissociam o GDT para GTP,
enquanto a atividade intrinseca GTPase hidrolisa o GTP, mantendo a
proteina Gga no estado inativo, ligado ao GDP. Mutagdes no gene
GNASI, que codifica a proteina Gga, alteram sitios altamente conserva-
dos (Arg20! e GIn227), criticos para a atividade GTPase, levando & ati-
vacdo constitutiva do sinal celular. Tais mutagdes sdo encontradas em
raros tumores enddcrinos, na fibrodisplasia éssea e na sindrome de
McCune Albright. Ao conftrdrio, mutagdes inativadoras podem levar &
osteodistrofia hereditaria de Albright, se fransmitidas pelo alelo paterno
e pseudohipoparatirecidismo tipo Ia, se fransmitidas pelo alelo materno.
Em ratas com knockout, o gene Gnas sofre o fendmeno de imprinting
tecido especifico. Em tumores de hipdfise, o gene GNAST também sofre
imprinting com expressdo preferencial do alelo materno. No pseudo-
hipoparatireoidismo tipo Ib, um defeito do imprinting na regido promo-
tora do exon 1A do gene GNAST parece justificar a resisténcia renal iso-
lada ao PTH. Estes exemplos ilustram como defeitos da proteina Gga
podem ser responsdveis pela patogénese molecular de diferentes
doencas enddcrinas. (Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:372-380)

Descritores: Proteina Gyo; Gene GNAST;, Mutacdes; Imprinting

ABSTRACT

Gsa Protein Mutations and Imprinting of the GNAS1 Gene.

This review summarizes the role of the molecular pathogenesis of Gga pro-
tein gene in endocrine disease. G proteins transmit the cellular signal of
7 fransmembrane receptors (7TM). Agonists as light photons, odorants
and hormones (LH, FSH, TSH, PTH, etc) can activate the system. The effec-
tor of Gga protein is adenyl-cyclase, which induces the formation of
CAMP. The receptors that activate Ga protein dissociates GDT into GTP,
while the intrinsic GTPase activity hydrolyses GTP, keeping Ga protein in
its inactive state, bound to GDP. Mutations in the GNAST gene, which
codifies the Ga protein, alter highly conserved sites (Arg20T and GIn227)
that are critical for GTPase activity, leading to the constitutive activation
of cell signaling. Such mutations are found in rare endocrine tumors,
bone fibrodysplasia and McCune Albright syndrome. Conversely, inacti-
vating mutations can lead to Albright hereditary osteodystrophy or
pseudohypoparathyroidism type |la, when transmitted by the paternal or
maternal alleles, respectively. In knockout female mice the Gnas gene
exhibits the phenomenon of tissue-specific imprinting. In pituitary tumors
the GNAST gene also undergoes imprinting, when expressed preferably
by the maternal allele. In pseudohypoparathyroidism type Ib, a defect of
imprinting in the promoter region of exon 1A of GNAST gene appears to
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justify the isolated renal resistance to PTH. These
examples illustrate how defects in Ggo protein can be
responsible for the molecular pathogenesis of differ-
ent endocrine disorders. (Arq Bras Endocrinol Metab
2002;46/4:372-380)

Keywords: Gso protein; GNAST gene; Mutations; Im-
prinfing

EM 1969, FOI SUGERIDO por Martin Rodbell e cols
(1,2) que uma série de hormoénios atuavam
através de receptores especificos denominados de
“discriminadores”, os quais estimulavam a adenilato-
ciclase e amplificavam o sinal celular, num sistema
denominado de “transdutor”. O “transdutor”
comum a todos estes hormonios foi posteriormente
caracterizado como sendo a familia das proteinas liga-
das ao nucleotideo guanina, genericamente conheci-
das como proteinas G (1,2).

Os receptores que transmitem o sinal celular via
proteinas G possuem algumas caracteristicas comuns
em relagio a sua estrutura. Apresentam uma regido
amino-terminal extracelular, uma regiio transmem-
brana com 7 dominios hidrofobicos (a-hélices) ligados
por 3 algas extracitoplasmaticas e 3 algas intracitoplas-
miticas. Por apresentarem sete dominios transmem-
brana sao também conhecidos como receptores 7TM.
Estes receptores formam a maior familia de proteinas
do organismo com mais de 1000 diferentes membros
identificados, participando juntamente com as protei-
nas G de um sofisticado sistema de transducdo do sinal
celular (3-6). Existem inameros ligantes extracelulares
que podem causar uma mudanga na conformagio do
receptor, expondo as a-hélices e ativando as proteinas
G, tais como: féton de luz, odorantes, hormdnios,
neurotransmissores, nucleotideos, proteases ¢ fons. Os
efetores celulares, regulados via proteinas G sio: ade-
nilato-ciclase, as isoformas de fosfatidilinositol, fosfoli-
pase CB, fosfodiesterases dependentes de GMPc e
canais i6nicos (Nat K*, Ca 2+) (7).

Apresentaremos nesta revisio alguns aspectos
da estrutura e fun¢io das proteinas G, bem como
doengas enddcrinas causadas por mutagdes ativadoras
¢ inativadoras no gene GNASI, que codifica a protei-
na Gso, e o mecanismo de imprinting deste gene.

Classificacdo das proteinas G

As proteinas G, fazem parte de uma superfamilia com
mais de 50 membros descritos, ¢ representam a chave
intermedidria do sinal celular dos receptores de mem-
brana 7TM (8,9). Elas podem ser divididas em dois
grupos com base no seu peso molecular: um grupo de
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baixo peso molecular, entre 20 ¢ 50Kd, presente em
todas as células eucariontes, melhor representada pela
familia do protooncogene 7as e um grupo de alto peso
molecular entre 80 ¢ 90Kd relacionado a transdugio
do sinal celular (9). Todas as proteinas G de alto peso
molecular s3o heterotriméricas constituindo-se de trés
polipeptideos distintos: as subunidades a, ¢ vy, em
ordem decrescente de peso molecular. As subunidades
a ligam-se ao nucleotideo guanina com alta afinidade
¢ especificidade, interagem com os receptores, com 0s
efetores, com o complexo By e possuem atividade
intrinseca GTPase (10-12).

As subunidades o sio altamente conservadas
entre os mamiferos (> 95%), sendo as proteinas G clas-
sificadas de acordo com a seqiiéncia estrutural ¢/ou
homologia funcional das subunidades o em quatro
subfamilias: Gy Gya, Gja, Gpa e cada subfamilia ¢
composta de varios membros. Na classe dos mamife-
ros, cerca de 16 genes codificam a subunidade o e mais
de 20 diferentes subunidades a ja foram identificadas.
A subunidade o contém cinco regioes distintas alta-
mente conservadas (G1-G5). G1, G4 ¢ G5 sdao impor-
tantes para a ligagio ao GTP enquanto G2 e G3 deter-
minam a atividade GTPase. As subunidades § ¢ y sdo
menos conservadas entre as espécies e estio forte-
mente associadas por ligagdo nio covalente, formando
um dimero funcional fy extremamente estavel; entre-
tanto cada subunidade do dimero também pode fun-
cionar como um homodimero. Cerca de 6 genes codi-
ficam as subunidades f ¢ 12 codificam as subunidades
Y, O complexo By quando associado a subunidade a,
mantém a proteina G em seu estado heterotrimérico
inativo (11-13).

Transdugdo do sinal celular dos hormonios

que utilizam os receptores acoplados

as proteinas G

A caracteristica principal dos hormoénios é sua habili-
dade em interagir com receptores altamente seletivos
localizados na superficie ou no interior das células, cuja
fung¢do ¢ modificar o funcionamento ou o comporta-
mento das células-alvo. Os receptores possuem alta
afinidade e especificidade pelo seu ligante (hormonio),
0 que previne reagdes bioldgicas ndo especificas do
hormoénio. Os hormonios ativam uma série de eventos
moleculares no interior das células induzindo alteragio
da transcri¢io génica resultando numa resposta fisio-
l6gica. Transdugdo é o nome dado ao processo de ati-
vagdo desses eventos intracelulares pelos estimulos
externos. A primeira etapa do sinal celular ¢ o acopla-
mento do ligante ao seu receptor. Os ligantes que
podem ativar os receptores 7TM sdo diversos, varian-
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do desde pequenas moléculas (aminas biogénicas,
odorantes), pequenos peptideos (vasopressina), gran-
des peptideos (paratorménio) ¢ até grandes proteinas
como os hormonios glicoprotéicos (14).

O mecanismo da transdug¢io do sinal celular
consiste de fosforilagoes e defosforilagdes seqiienciais
dos residuos das proteinas intracelulares. Estes eventos
de fosforilagiao e desfosforilagio ocorrem apos a liga-
¢do dos hormonios aos seus receptores de membrana
7TM, que vio ativar as proteinas G e gerar um segun-
do mensageiro, tais como AMPc, diacilglicerol, ou
fons calcio (15-16).

O segundo mensageiro, AMPc, ativa a quinase
protéica dependente de AMPc resultando na fosfori-
la¢io do substrato serina. A fosforilagio consiste na
transferéncia de um grupo fosfato, a partir da adenosi-
na trifosfato, para residuos especificos de aminoacidos,
usualmente serina, mas algumas vezes também treoni-
na ou tirosina. A fosforilagiao é determinada pela ativi-
dade das enzimas quinases protéicas, e a desfosfori-
lag3o pelas fosfoproteinas fosfatases.

A quinase protéica dependente de AMPc con-
siste de quatro subunidades, duas subunidades cataliti-
cas ¢ um dimero regulatério, o qual se liga a molécula
de AMPc. Desta forma ocorre a dissocia¢io da protei-
na quinase, subunidade regulatéria da subunidade
ativa catalitica. A subunidade ativa da proteina quinase
catalisa a fosforilagao de certas proteinas intracelulares
(fatores de transcri¢do) que atuam na ativagao e inati-
vacdo génica. O exato mecanismo pelo qual as protei-
nas fosforiladas ativam a transcri¢io génica ainda nio
estd bem estabelecido (17-18).

Ciclo GTPase

Todas as subunidades o possuem uma caracteristica
funcional comum que ¢ a atividade GTDPase, que
determina o término do sinal celular.

As proteinas G em seu estado inativo encon-
tram-se na sua forma heterotrimérica (ofy) ligadas ao
GDP. Quando o receptor ¢ ativado por um ligante
quimico ou fisico, ocorre uma alteragio na sua confor-
magdo estrutural, expondo as a-hélices e sitios funda-
mentais para a ligagdo as proteinas G, o que acarreta
uma mudanga da conformagio da subunidade o, dimi-
nuindo a sua afinidade pelo GDP.

A concentragio molar intracelular do GTP ¢ 10
vezes mais elevada do que o GDP, ocorrendo sua
substitui¢io apos a dissocia¢io do GDP da subunidade
o. Uma vez que o GTP estd acoplado a subunidade a,
esta assume sua conformacio ativa, dissociando-se do
receptor ¢ do complexo By e ligando-se posterior-
mente ao seu respectivo efetor, que ird desencadear a
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cascata de eventos intracelulares para ativar ou inativar
os mensageiros secunddrios, tais como o AMPc, o
diacilglicerol e canais de calcio. A atividade GTPase
controla o término do sinal celular, através da clivagem
do y-fosfato terminal do GTP para GDP. Desta forma
a subunidade o se dissocia do efetor, liga-se nova-
mente ao complexo Py e ao receptor. Assim a proteina
G assume sua forma heterotrimérica inativa, podendo
receber um novo estimulo e reiniciar outro ciclo (figu-
ra 1). A atividade GTPase é um dos mecanismos que
controla a dura¢io da resposta celular. A razio de
hidrélise do GTP ¢ acelerada pela interagio com cer-
tos efetores (adenililato-ciclase isoforma 5) ou com
membros de uma nova familia de proteinas, RGS, co-
nhecidas como reguladoras da atividade GTPase das
proteinas G;, Gy ¢ Gy (Regularor of G protein Sig-
naling) (19-21).

Efeito da toxina da bactéria Vibrio cholerae na
proteina Gsa

As primeiras evidéncias de que uma ativagdo inapropri-
ada da proteina Ggo. pudesse ter conseqiiéncias
patologicas foram observadas em estudos com o Vibrio
cholerae. A toxina colérica, secretada pelo Vibrio choler-
ae, interage com as proteinas Gga, e alteram os niveis
celulares de AMPc. A toxina colérica ativa de forma
irreversivel a adenilato-ciclase nas células epiteliais do
intestino, elevando os niveis de AMPc. Parte da toxina
que é uma enzima penetra no citosol onde catalisa a
adigao covalente do grupo adenosina difosfato-ribosil
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Figural: Representacdo esquemdtica da fransmissdo do
sinal celular do receptor 7TM via proteina Ggqo. A ribosilagdo
da exotoxina colérica no codon da Arg?0! e as mutacoes
somaticas no codon da Arg20! ou GIn227 inibem a ativi-
dade GTPase e ativam constitutivamente a adenilato
ciclase, com incremento dos niveis de AMPc, favorecendo
a transcricdo génica dependenete de AMPc. (Lania
Andrea European Journal of Endocrinology 145:543-59,2001)
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(ribosilagao), proveniente do grupo nicotinamida ade-
nina dinucleotideo no aminoacido arginina (Arg291) da
proteina Gga., que € critico para a atividade GTPase.
Esta proteina alterada pode ativar a adenilato-ciclase
normalmente, porém nao pode hidrolisar GTP para
GDP, ou seja perde a atividade GTPase. A proteina
Ggo. permanece constitutivamente ativada, aumentan-
do em 100 vezes ou mais os niveis de AMPc nas célu-
las epiteliais do intestino. Desta forma ocorre a pas-
sagem maci¢a de agua do sangue para a luz intestinal,
causando diarréia e desidratagio (22).

Anormalidade da transducdo do sinal celular
da proteina Ga

Tem sido proposto que os componentes da sinaliza-
¢do celular sio possiveis alvos de mutagdes que po-
dem levar ao desenvolvimento de doengas. A anor-
malidade da transdugio do sinal celular pode ser de-
vida a alteragdes do receptor 7TM, da proteina G, ou
de seus efetores.

Na altima década, os avangos na biologia mole-
cular possibilitaram a identificagio de muta¢des no
gene GNASI (Guanine Nucleotide binding Alpha-sub-
unit 1), que codifica a proteina Ggou. As mutagoes ati-
vadoras e inativadoras descritas estdo associadas a alte-
racdes da transdug¢io do sinal celular. Muta¢des da
proteina Ggo. podem causar perda ou ganho de fungao
por inativagdo ou ativagio do sinal celular com apre-
sentagdo clinica de excesso ou falta hormonal respecti-
vamente. A expressio fenotipica destas mutagoes
depende se elas ocorrem nas células germinativas, afe-
tando todas as células em que o gene é expresso, ou se
elas ocorrem nas células somdticas, com manifestacoes
focais da doenga (tabela 1).

Mutag¢oes ativadoras descritas nos exons 8 ¢ 9
do gene GNASI sio somiticas, pontuais em hete-
rozigose ¢ alteram codons altamente conservados

(R201 ¢ Q227), envolvidos na atividade GTPase. Estu-
dos através de cristalografia e experimentos com
mutagénese 7 vitro indicam que a arginina 201 e a
glutamina 227 funcionam como um anel para estabi-
lizar o y-fosfato do GTP. Estas muta¢des denominadas
gsp (G stimulatory protein) levam a mudangas estrutu-
rais da proteina Ggo diminuindo a hidrélise do y-fos-
fato do GTP, mantendo constitutivamente o sinal
celular (23,24). As mutac¢des inativadoras tém sido
detectadas em todos os exons do gene GNASI, exce-
to no exon 3, sendo 20% das mutagdes presentes no
exon 7. As mutagdes inativadoras sao germinativas, em
heterozigose caracterizadas por pequenas dele¢oes,
inser¢oes, mutagdes pontuais missense e stop codon
prematuro. Ensaios bioquimicos que mediram a pro-
dugdao hormonal apds a reconstitui¢io de membranas
de pacientes com PHP Ia que apresentavam mutagio
inativadora da proteina Gqo demonstraram uma defi-
ciéncia parcial da atividade da proteina Ggor em varios
tipos celulares, tais como: eritrécitos, fibroblastos, lin-
focitos e células renais. Estudos subseqiientes mostra-
ram decréscimo da expressio do RNA mensageiro e da
proteina Gya (25).

Estrutura e localizagdo do gene GNAS]

O gene GNASI humano foi clonado em 1988 por
Kosaza e cols., possui 20Kb e localiza-se no brago
longo do cromossomo 20 na regiao 13.1-13.2. Ini-
cialmente a seqiiéncia de pares de base estava dis-
tribuida em 13 exons com 4 splicing alternativos locali-
zados nos exons 3 e 4 (26). Atualmente sabe-se que o
gene GNASI e seu homoélogo em ratos (Gnas) apre-
sentam alta complexidade com multiplos splicing alter-
nativos formando transcritos que codificam vérias pro-
teinas e transcritos nao traduzidos. Utilizando promo-
tores alternativos, os principais produtos transcritos
pelo gene GNASI sio: a conhecida proteina Gga, a

Tabela 1. Doencas enddcrinas associadas a alteragdes da proteina Gga.

Gga

Perda de fungdo
Pseudohipoparatireoidismo tipo la
Pseudohipoparatireoidismo tipo Ib

Ganho de fungdo

Adenomas de hipdfise e tiredide
Tumor de célula de Leydig
Sindrome de McCune Albright

Ganho e Perda de fungdo
Testoxicose
e Pseudohipoparatireoidismo tipo la

Linhagem
Mutagdes pontuais, delecdes, insercoes do GNAST Germinativa
Alteracdes no locus do imprinting do GNAST Germinativa
Mutacao pontual Arg20! ou GIn227 inibe GTPase Somdtica
Mutagdo pontual Arg Vinibe GTPase Somatica
Mutagdo pontual Arg linibe GTPase Somadatica
Mutagdo pontual Arg385Ser, aceleracdo da Germinatva

dissociagdo do GDP e ativagdo do sinal a 34°C

(testiculo) e inativacdo da Gso a 37°C (paratiredide)
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NESP 55 (neuroendocrine secvetory protein 55), que ¢é
uma proteina semelhante a cromogranina com
expressao em tecidos neuroenddcrinos (medula adre-
nal, hipdfise, hipotdlamo, e outras regioes do cérebro);
as XLas (XLNIa e XLNIb), isoformas longas da Gga,
também apresentam expressio em tecidos neu-
roendéerinos (pituitria, adrenal, cora¢do, pancreas)
com fungoes bioldgicas ainda nio determinadas (27-
29) (figura 2).

Em humanos e ratos a regido promotora da
proteina NESP55 estd metilada somente no alelo
paterno, sendo o alelo materno transcrito ¢ contraria-
mente a regido promotora da XLas estd metilada no
alelo materno com transcritos somente do alelo pater-
no. Estudos do padrio de metilagio em ratos e fetos
humanos, da regido promotora da proteina Gga,
mostraram que essa regido parece constituir a marca
do imprinting. A expressio da proteina é bialélica em
alguns tecidos (ossos), e monoalélica em outros (tabu-
lo proximal do nefron) com mprinting paterno e
expressdo do alelo materno (25).

Maternal Allele N

NESP55 ‘W

NESP55 "W} i
Gy | H-m-

?Truncated Gy: | I8 81

Paternal Allele

Lis AZOAY
Xias [
XLN1a 'mm
XLN1b -
?Truncated XLos | -8

Gyt [H—8-§—m—
?Truncated G 881

Figura 2: Organizagcdo e padrdo de imprinting do GNAST
no alelo materno (acima) e no alelo paterno (abaixo). Os
exons com transcritos sense sdo mostrados através de
caixas (regides codificadas em preto, e regides ndo codi-
ficadas em branco). Os exons de 4 a 13 estGo numa
caixa Unica. Os cinco exons com transcritos antisense da
NESP55 sdo mostrados em caixas cinzas. A20 e A21 sdo
spliced alternativos que incluem um pequeno ndmero de
franscritos da regido promotora da XLas. O exon 3N & um
exon terminal alternativo que leva "a geracdo de uma
forma fruncada da XLas (XLNTa) e possivelmente uma
forma truncada da proteina Gsa. (ref. 25) (Lee Weinstein
Endocrine Reviews 22(5): 675-705 2001)
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Doencas associadas as mutagdes ativadoras
no gene GNAS]

Muta¢oes do gene GNASI foram descritas primeira-
mente em 40% dos adenomas pituitirios somatotrofi-
cos ¢ 30% dos adenomas autéonomos da tiredide. Estas
mutagoes resultaram em hiperplasia celular ¢ hiper-
secre¢do de horménio de crescimento ¢ hormonios da
tirebide. A persistente ativagio da adenilato-ciclase por
deficiéncia da enzima GTPase mantém niveis elevados
de AMPc, que estimula a secre¢io hormonal e o cresci-
mento destes tecidos, o suficiente para levar aos fenéti-
pos de acromegalia ¢ hipertireoidismo respectiva-
mente. Tais muta¢oes ativadoras no codon da arginina
201 também foram detectadas em alguns tumores de
células de Leydig em ovirio e testiculo, em neoplasias
diferenciadas da tirebéide ¢ raramente em outros
tumores enddcrinos (30-33) (tabela 1).

A mesma mutag¢io somdtica do gene GNASI é
a base molecular da sindrome de McCune Albright,
que acarreta a substitui¢io da arginina 201 (CGT),
principalmente por histidina (CAT) ou por cisteina
(TGT). Esta sindrome descrita por McCune e Albright
em 1930 é uma doenga esporidica classicamente
definida pela presenga de displasia Ossea fibropo-
liostotica, manchas “café au lait” e puberdade precoce.
Varia¢oes clinicas desta triade classica podem ocorrer,
associadas a outras endocrinopatias, tais como: hiper-
tireoidismo, acromegalia, prolactinoma e sindrome de
Cushing (34,35).

Alguns 6rgios nio endécrinos também
podem ser afetados, incrementando o risco de mor-
talidade e morbidade desta patologia. Estes 6rgdos
incluem: figado, rim, timo, bago, trato gastrointesti-
nal ¢ cérebro. As anormalidades cardiacas incluem
cardiomegalia, taquicardia, hipertrofia muscular
associada a morte stbita. Outras raras alteragoes sio:
hiperplasia do timo, pélipo gastrointestinal, pancre-
atite, cancer de mama e microcefalia. As manifes-
tacoes clinicas da sindrome de McCune Albright sdo
explicadas pelo padrio mosaico de distribui¢io das
células que carregam o alelo mutado, caracterizando
uma mutagdo pOs zigdtica, em heterozigose, que
ocorre nas primeiras fases da embriogénese no gene
GNASI (35).

Doencas associadas as mutagdes inativadoras
do gene GNASI

Intimeras mutagoes inativadoras no gene GNASI tém
sido identificadas com padrio autossomico dominante
de heranga, e variavel manifesta¢do clinica nos casos de
osteodistrofia hereditiria de Albright (AHO) e
pseudohipoparatireoidismo tipo Ia (PPH Ia).
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Pseudohipoparatireoidismo (PHP) é uma doen-
¢a hereditaria cujo defeito se localiza na transdu¢io do
sinal celular. Os pacientes com PHP apresentam sinais
de hipoparatireoidismo, com niveis elevados do parato-
hormoénio (PTH) e resposta alterada ao PTH exdgeno,
indicando resisténcia ao PTH. Esta doenga tem sido
subdividia em vérios subtipos, que apresentam difer-
entes etiologias (tabela 2). Pacientes com PPH Ia apre-
sentam algumas caracteristicas somdticas que incluem:
baixa estatura, ossifica¢io subcutinea, obesidade cen-
tripeta, ficies arredondada, nariz em sela, hiperte-
lorismo e déficit mental varidvel. Estas anormalidades
sdo denominadas de osteodistrofia hereditiria de
Albright. Bracdactilia envolvendo o terceiro, quarto e
quinto metacarpo, com padrao simétrico ou assimétri-
co é relativamente especifica da AHO. As manifesta¢oes
esqueléticas da AHO nio sio secundarias a hipocal-
cemia, hiperfosfatemia ou aos niveis elevados de PTH,
pois estes pardmetros bioquimicos estio presentes em
pacientes com hipoparatireoidismo ¢ com auséncia de
manifestagoes Osseas. O PPH Ia apresenta as mesmas
caracteristicas clinicas e bioquimicas da AHO associada
a resisténcia dos seguintes horménios: TSH, LH, ¢
FSH. A maioria das muta¢Oes inativadoras descritas
sdo: dele¢des ou iser¢odes, que produzem frameshifts e
stop codons prematuros. Algumas mutagdes inter-
rompem a expressio do RNA mensageiro e conse-
qiientemente da proteina G4, por desestabilizar a liga-
¢3o da subunidade-a com o nucleotideo guanina ou
substituirem aminodcidos da regido carboxiterminal
levando ao nao acoplamento da proteina Gyo ao rece-
ptor 7TM. Mutagdes mais raras aumentam a atividade
GTPase, diminuindo a ligagdo do GTP a subunidade-
a, ¢ conseqlientemente diminuindo a quantidade de
proteina produzida. Estas mutagoes tém sido descritas
em pacientes com osteodistrofia hereditaria de Albright
(AHO) e pseudohipoparatireoidismo tipo Ia (PPH Ia)
(36). Uma intrigante mutagiao missense (Ala366Ser)
localizada na regiao G5 da proteina Ggo foi identifica-
da em dois pacientes nio correlacionados com PHP Ia
¢ testotoxicose. Esta substitui¢do leva a ativa¢do consti-
tutiva da adenilato ciclase devido ao incremento da

razao de dissociagaio do GDP, favorecendo a ligagio ao
GTP-Ggo.. Porém a proteina a 37°C ¢ muito instavel,
levando a uma perda de expressio e um fendtipo de
PPH Ia. Entretanto, em temperaturas mais baixas,
como no testiculo, a proteina permanece mais estavel e
constitutivamente ativa favorecendo a produg¢io hor-
monal de testosterona e o quadro clinico de puberdade
precoce independente de gonadotrofinas (37).

Imprinting do gene GNAS]

O imprinting gendmico ¢ um fend6meno epigenético
que afeta um pequeno nimero de genes autossdmicos.
Neste evento bioquimico que pode ser reversivel,
existe uma modificagdo no genoma parental, que leva
a uma diferen¢a funcional nas células somaticas da
prole, onde um dos alelos parentais nao é expresso € o
outro ¢ transcrito (38).

As principais caracteristicas dos genes que
sofrem imprinting sao:

— Cerca de 80% destes genes estdo fisicamente liga-
dos em clusters com outros genes que sofrem im-
printing e sao ricos em ilhas CpGs;

— Apresentam regides que sofrem metila¢do
denominadas de DMRs (Differentially Methylated
Regions);

— Geralmente formam transcritos anti-sezse, nao
traduzidos com fungio regulatéria do gene.

A precisa natureza do mprinting, ¢ sua deter-
minag¢do durante o desenvolvimento, ainda nio estd
totalmente elucidada. Um dos mecanismos favoraveis
ao imprinting é a adi¢do do grupo metil na posi¢ao
5’, principalmente nas regides ricas em CpGs (meti-
lag3o) (39).

A hipétese de imprinting do gene GNASI tem
sido aventada para explicar a patogénese molecular da
Osteodistrofia hereditiria de Albright (AHO), e
pseudohipoparatireoidismo tipo Ia (PHP Ia). Estudos
clinicos genéticos de pacientes com AHO revelaram a
presenga de mutagdes inativadoras em heterozigose no
gene GNASI, determinando fenétipos diferentes con-
forme a heranga do alelo mutado fosse transmitido via
materna ou paterna.

Tabela 2. Classificacdo do pseudohipoparatireoidismo.

Caracteristica de AHO

PHP la Sim Multiplos
PPHP Sim Nenhuma
PHP Ib N&o PTH

PHP Ic Sim Multiplos
PHP I Na&o PTH

Resisténcia hormonal

Defeito no gene GNAS]

Sim
Sim
Sim
Ndao
Nao
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Os pacientes com heran¢a materna da AHO
apresentam-se¢ com PHDP Ia. A resisténcia renal ao
PTH nestes pacientes se manifesta por: hipocalcemia,
hiperfostatemia, niveis séricos baixos de 1,25(OH)2
D e elevados de PTH. A resisténcia aos hormonios
glicoprotéicos TSH, LH ¢ FSH caracteriza-se clinica-
mente por hipotireoidismo e infertilidade respectiva-
mente.

Frente a estes dados, algumas questoes tém sido
formuladas sobre a patogénese molecular da AHO ¢
PHPIA.

1) Por que a resisténcia hormonal ndo englo-
ba todos os hormoénios que utilizam o sistema do
receptor 7TM e proteinas G na transdugdo do sinal
celular?

2) Por que familiares com a mesma muta¢io
inativadora apresentam-se fenotipicamente diferentes
de acordo com a origem parental do alelo mutado ?

Algumas hipéteses tém sido aventadas para
explicar tais questoes. As de Farfel e cols. podem ser
resumidas nos seguintes topicos (40).

No tecido 6sseo a expressio do gene GNASI é
bi-alélica, com auséncia do imprinting. Quando
ocorre uma mutagdo inativadora neste gene, tanto no
alelo materno quanto no alelo paterno, a quantidade
de proteina produzida ¢ insuficiente para uma fung¢io
normal do tecido 6sseo. Isto caracteriza uma haploin-
suficiéncia tecido-especifica ¢ auséncia do imprinting
com fenétipo de AHO.

Em células do tibulo renal proximal a expressio
do gene GNASI é monoalélica, por imprinting pater-
no, havendo expressio somente do alelo materno. Se a
mutagao estiver presente no alelo paterno (nio expres-
s0), ndo h4 alteragio fenotipica, ou seja, auséncia de
resisténcia ao PTH. Se a mutag¢io estiver presente no
alelo expresso materno, a fun¢io da proteina estard
comprometida, acarretando resisténcia ao PTH. Isto
caracteriza uma haplossuficiéncia com imprinting
paterno tecido especifico.

Em outros tecidos a expressao do gene ¢é bia-
lélica, porém haplossuficiente, ¢ nio ocorre o feno-
meno do imprinting. Se a mutagio inativadora estiv-
er presente no alelo materno ou no alelo paterno
nao acarretard alteragdo da fung¢io, o que explica a
falta de resisténcia a outros horménios que utilizam
a mesma via da proteina Gga para a transdugao do
sinal celular.

A natureza tecido-especifica do imprinting do
GNASI pode explicar porque os pacientes com PHP Ia
ndo apresentam resisténcia a outros hormoénios que ati-
vam a proteina Gga, bem como a manutenc¢io de
resposta a0 PTH no nefron distal. Estes pacientes apre-
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sentam reabsor¢io adequada de calcio no tubo ascen-
dente, onde possivelmente o imprinting nao ocorre.

Em varios tecidos humanos, como tecido fetal,
cultura de fibroblastos e tecido ovariano, nenhuma
evidéncia de imprinting gendmico foi encontrada, no
entanto, em tecido hipofisirio, pode-se estabelecer um
padrao materno de expressao da proteina Ggo.. Estes
dados sugerem que o mprinting do gene GNASI
ocorre com padrio tecido especifico (41,42).

Defeito do Imprinting do gene GNASIT no
pseudohipoparatireioidismo tipo Ib (PHP Ib)

PHP Ib ¢ definido pela resisténcia renal ao PTH,
auséncia de AHO ou resisténcia a outros hormonios.
A maioria dos casos é esporadica, porém hd relatos de
casos familiais. Estudos recentes tém demonstrado
resisténcia ao PTH, somente quando a heranga ¢
materna semelhante aos casos de PHP Ia. Em quatro
pacientes o mapeamento genético associou a doenga a
regido 20ql.3 que abriga o gene GNASI (43-44).
Nenhuma mutagio foi descrita no receptor do PTH e
uma Unica muta¢io foi descrita no exon 13 do gene
GNASI, responsavel pela interagio da proteina Gso
com o receptor, em trés irmaos com PHP Ib. A mesma
mutagio clinicamente silenciosa foi detectada na mie ¢
avd materno destes irmdos (45).

Um recente estudo examinando o imprinting
do GNASI em 18 pacientes revelou que o exon 1A
nio estava metilado em ambos alelos com transcritos
bialelicamente expressos. Estes achados sugerem que
o exon 1A é importante para estabelecer e /ou manter
o padrio de #mprinting tecido especifico do gene
GNASI. Um modelo hipotético criado por Lee Wein-
stein e cols. (46) sugere que o exon 1A contém um
elemento silenciador, o qual se liga a um repressor
que ¢ expresso somente em alguns tecidos, como o
tabulo renal proximal. Neste tecido o repressor se liga
no alelo paterno e inibe a transcrigio do RNAm da
Gga,, mas ¢ incapaz de ligar-se ao alelo materno pois
este sitio estd metilado. A transcricio do RNAm da
Gga € via alelo materno expresso ¢ nao metilado. Na
maioria dos tecidos o padrio anormal de metilagio
ndo tem impacto porque O repressor nio estd pre-
sente, explicando desta forma os niveis normais da
expressao da proteina Gga e auséncia do fenétipo da
AHO. Este modelo assume que a expressio do
RNAm da protefna Ggao ¢ expressa exclusivamente
pelo alelo materno no tabulo proximal renal, sitio de
acio do PTH no rim. Estas evidéncias foram compro-
vadas em tecido renal de ratos e hipéfise humana, mas
ndo ha evidéncias destes achados em tabulos renais de

Arq Bras Endocrinol Metab vol 46 n° 4 Agosto 2002



Mutacoes de Gso. e Imprinting do Gene GNASI
Fragoso

humanos. Zheng e cols. tentaram resolver estas
questdes utilizando tecidos de feto humano para estu-
do com RT-PCR e observar se a expressao dos trans-
critos do gene GNASI seria mono ou bialélica.
NESP55, XLas ¢ exon 1A eram monoalelicamente
expressos em todos os tecidos estudados. Entretanto,
Gga foi bialelicamente expresso nas amostras de cor-
tex renal. Baseados nesta informagdo os autores con-
cluem que Ggo nao sofre imprinting no cortex renal
¢ a resisténcia ao PTH no PHP Ib e provavelmente
PHP Ia nao ¢ devida a perda de expres-sao da Gqo no
tabulo renal proximal. Weinstein e cols. questionaram
estes resultados em seu editorial, devido a possiveis
contaminag¢des com estruturas mais distais do nefron,
que em ratos sabe-se que a expressao da Gga € bialéli-
ca. Outra possivel explicagio para nio detecg¢io do
imprinting é que as células do cértex renal fetal ndo
tém a mesma maturidade do cértex formado, e o
imprinting pode se estabelecer somente nas células
maduras. De fato, pacientes com PHP Ia nio desen-
volvem resisténcia renal ao PTH ao nascimento, mas
s6 posteriormente aos primeiros anos de vida (46,47).

CONCLUSOES

Mutag¢oes do gene GNASI tém sido identificadas em
diferentes doengas endécrinas, com caracteristicas
esporadicas e familiais. Mutag¢des ativadoras e inati-
vadoras sio a base da patogénese molecular da sin-
drome de McCune Albright, OHA-PPH Ia respecti-
vamente. O gene GNASI apresenta alta complexi-
dade na sua estrutura e fun¢io. Alteragao no padrao
de imprinting e raramente mutagdo inativadora
deste gene podem estar associados ao PPH Ib O
mecanismo que estabelece e mantém o imprinting
do gene GNASI ainda é um enigma a ser esclareci-
do. Recentes evidéncias sugerem que o imprinting
do gene GNASI pode também ter um efeito nas
manifestagoes clinicas em pacientes com mutagoes
ativadoras. Hayward e cols. mostraram que em 21 de
22 tumores hipofisirios secretores de GH, a
muta¢io gsp encontrava-se no alelo materno. Em
pacientes com sindrome de McCune-Albright,
poderiamos esperar que a expressio da atividade
constitutiva nos tecidos que sofrem imprinting pode
ser muito maior quando a muta¢io estiver presente
no alelo materno ativo.

Estudos futuros em animais ¢ em humanos,
podem esclarecer o mecanismo complexo do imprint-
ing do gene GNASI e o seu envolvimento na patogé-
nese molecular dos PHP Ia ¢ PHP Ib e das doengas
associadas ao oncogene gsp.
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