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Apresentacao

DIAGNOSTICO E JUSTIFICATIVA

A sociedade moderna mantém um estreito relacionamento com a Genética, area do
conhecimento que apresentou nos ultimos anos revoluciondrios avancos tecnolégicos, e que
faz parte do cotidiano da grande maioria dos cidaddos. Assim sendo, a compreenséo de seus
principios béasicos é fundamental para que todos estejam preparados para opinar de modo
informado e consequente frente as inovagdes introduzidas por essa ciéncia na sociedade. Este
curso pretende levar os professores de Biologia a relacionar-se com o conteddo escolar de
Genética de maneira ludica, prazerosa e participativa, propiciando desta forma uma maior
apropriacdo e compreenséo dos conceitos e procedimentos envolvidos.

OBJETIVOS
e Atualizar os conceitos de Genética Humana
e Estudar os padrdes de heranca trazendo para o concreto as relagdes entre o0s

diferentes processos da hereditariedade

Compreender a relagdo entre gendtipo e fendtipo

Interpretar observacdes e resultados moleculares de natureza experimental

Solucionar problemas sobre o emprego da moderna tecnologia da Genética Molecular

Utilizar o tema "Doencas Genéticas” como eixo para a integracdo de conceitos

classicos da Genética e seus aspectos moleculares, bem como ponto de referéncia

para a analise e discussdes no campo da bioética e do aconselhamento genético.

e Considerar o papel do professor em sala de aula como "Agente disseminador” de
temas que permeiam a discussdo de valores éticos e sociais e que exigem um
posicionamento critico acerca de situagbes relacionadas a area de Ciéncias da
Natureza e suas tecnologias.

ESTRATEGIAS E RECURSOS TECNOLOGICOS

No curso serdo utilizadas diversas estratégias tais como estudos dirigidos, discussdes em
grupo, resolugdo de exercicios, praticas de laboratério, atividades ludicas presenciais,
animacfes demonstrativas de fenbmenos biolégicos, aulas dialogadas e expositivas.

FORMAS DE ACOMPANHAMENTO E DE AVALIA(;AO DOS PARTICIPANTES
A avaliacao sera constituida por duas ferramentas:

e Avaliacdo formativa: elaborac@o de portifolio diario. O aluno deverd registrar as
atividades desenvolvidas durante o dia e o seu envolvimento nas mesmas
respondendo diariamente as seguintes questdes: (1) O que aprendi hoje? O que as
atividades me acrescentaram? (2) O que néo foi adequado? Considerar nas respostas:
o conteudo da aula, as atividades e estratégias utilizadas, o relacionamento com o
grupo e a prépria participagao.

e Avaliacao final: Cada participante devera fazer uma breve apresentacao individual com
relacdo a : (a) Quais os conteldos/atividades desenvolvidas durante o curso que
poderiam ser levadas para a escola? Por qué? (b) De que maneira isso poderia ser
feito?

RELACAO NOMINAL DOS PROFESORES:
Eliana Maria Beluzzo Dessen
Regina Célia Mingroni Netto
Lyria Mori
Lygia Pereira da Veiga

MONITORES:
Douglas Silva Domingues
Sabrina Ribeiro de Paula



ORGANIZACAO DO CURSO
e Carga horaria total
0 40 horas

a) Sistemética de desenvolvimento de atividades presenciais
e As atividades desenvolvidas pretendem fornecer a contextualizacdo necessaria
para retirar o aluno da condi¢éo de espectador passivo e facilitar o aprendizado
significativo dos principios da Genética classica para melhor compreender a
Genética Molecular
e As atividades de Ilaboratério, ludicas presenciais e discussdes serdo
desenvolvidas em grupos com 4 alunos, distribuidos em duas salas de aula. As
atividades serdo orientadas por docentes e monitores do curso.
b) Distribuicdo da carga horéria por tipo de atividade
e As atividades desenvolvidas durante as 40 horas do curso estdo detalhadas no
cronograma. Resumidamente o tempo sera distribuido como se segue:

0 Aulas de laboratério — 18%
0 Atividades ludicas presenciais — 30%
e Discussbes — 17%
¢ Resolucédo de exercicios - 5%
e Avaliagéo final — 5%
AVALIACAO

Formativa
e Elaboracéao de portifélio: o que aprendi hoje e o que as atividades acrescentaram a
minha rede de conhecimento
e Aspectos a serem considerados: contelido da aula, atividades e estratégias e
relacionamento.

Avaliacao final:
e Breve apresentacéo individual (tempo 3 minutos): o que levaria para a escola (qual
atividade e como faria).



Cronograma

Dia Horario Programa
8:30 as 9:00 Recepcéo e recebimento de material
9:00 as 9:30 Apresentacao do curso
17/07/2006 | 9:30 as 10:45 Oficina: Recuperando conceitos: DNA, cromossomo, gene, alelo,
manha organizagdo da cromatina
10:45 as 11:10 Intervalo para café
11:15 as 12:30 Revendo conceitos: DNA, cromossomo, gene, alelo, organizacédo da
cromatina
Estudo dirigido: Revendo conceitos: a biologia molecular do gene
17/07/2006 |13:30 as 15:15
tarde 15:15 as 15:45 Intervalo para café
15:45 as 17:30 Estudo dirigido: Revendo conceitos: a biologia molecular do gene.
Apanhado geral.
8:30 as 10:15 Oficina: A familia Silva e seus genes
18/07/2006 | 10:15 as 10:45 Intervalo para café
manha 10:45 as 12:30 Oficina: A familia Silva e seus genes
13:30 as 15:15 Oficina: A meiose e as leis de Mendel
18/07/2006 15:15 as 15:45 Intervalo para café
tarde 15:45 as 17:30 Oficina: A meiose e as leis de Mendel
8:30 as 10:15 Pratica: Extracdo de DNA, digestdo com enzimas de restricao,
eletroforese
19/07/2006 | 10:15 as 10:45 Intervalo para café
manha 10:45 as 12:30 Southern blot, PCR
13:30 as 15:15 Padr6es monogénicos de heranca: estudo dirigido, estudo de
heredogramas
19/07/2006
tarde 15:15 as 15:45 Intervalo para café
15:45 as 17:30 Complicacdes nos padrdes genealdgicos basicos: penetrancia
incompleta, expressao variavel, manifestacéo tardia.
8:30 as 10:15 Complicagdes nos padrdes genealdgicos basicos: heranca
mitocondrial, antecipacéo.
20/07/2006
manha 10:15 as 10:45 Intervalo para café
10:45 as 12:30 Diagndstico de doengas genéticas
13:30 as 15:15 Aconselhamento genético
20/07/2006 | 15:15 as 15:45 Intervalo para café
tarde 15:45 as 17:30 Projeto Genoma Humano
8:30 as 10:15 Projeto Genoma Humano
21/07/2006
manha 10:15 as 10:45 Intervalo para café
10:45 as 12:30 Problemas éticos atuais relacionados a Genética Humana
13:30 as 14:45 A problematica do ensino de Biologia nos Ensinos Fundamental e
Médio
21/07/2006 | 14:45 as 15:15 Intervalo para café
tarde 15:154s17:30 | Avaliagéo




ATIVIDADES

EM SALA DE AULA

As atividades em software 1 a 7 e as oficinas 1 e 2 (paginas 7 a 18) tém por objetivo
fazer uma revisdo dos conceitos basicos de organizacdo e funcionamento do material
genético fundamentais para a compreensao dos mecanismos de origem e transmissao
das doencgas genéticas.

As préaticas 1, 2, 3, os exercicios sobre Southern e a atividade 8 (paginas 19 a 25)
referem-se a metodologia de manipulacdo do DNA. Tais técnicas sdo utilizadas para
possibilitar o diagnostico das alteracdes moleculares presentes no genoma de
portadores de alteracBes genéticas.

Exercicios de interpretagdo de heredogramas (paginas 26 a 29) e de diagndstico de
doencas genéticas (paginas 30 e 31).



Atividade em software 1: http://www.genome.gov/education/on line.htm

Questao 1.
Anote as principais ddvidas que vocé teve ao assistir esse DVD.

Resgatando conceitos: DNA, cromossomos, genes, alelos

la. Responda as questdes distribuidas em classe (anexo 1).

Oficina 1 - Resgatando conceitos

Represente com massa de modelar, sobre uma folha de papel, um par de
cromossomos homologos no periodo G1 da interfase (antes da duplicagdo do DNA).
Represente separadamente, 0 mesmo par de cromossomos no periodo G2 (ap6s a
duplicacéo do DNA).

Represente separadamente, 0 mesmo par de cromossomos em metafase mitotica. A
seguir, represente um gene em heterozigose, nas trés fases anteriores.

Qual é a constituicdo quimica dos cromossomos?

Como estd organizado o DNA dos cromossomos em cada uma das fases
representadas? Desenhe, esquematicamente, ao lado dos modelos.

Desenhe, esquematicamente, ao lado dos modelos, a estrutura molecular de um gene.
Desenhe a diferenca que pode haver entre os dois alelos do gene representado.

Redija um texto relacionando os conceitos envolvidos na atividade: cromossomos,
DNA, cromatide, gene e alelo (10 linhas no maximo).

Relacione as davidas que ainda restaram apoés a realizacéo da atividade.

. Lembre-se que toda davida é vélida, ndo existem perguntas “bobas”.
. Relacione os conceitos que ndo estavam claros para algum integrante do grupo e que

foram resolvidos durante a discussao.



http://www.genome.gov/education/on%20line.htm�

Atividade em software 2: Niveis de organizagdo da cromatina

http://www.whfreeman.com/biology
clicar em: Genetics - a conceptual approach. Pierce
clicar em Cap. 11 — Levels of chromatin structure

Assista a animacao referente a representacéo tridimensional do empacotamento do DNA
nuclear nos cromossomos.

Questdes 2. Assista a animagéo e responda:

2.1.Qual é o primeiro nivel de empacotamento do DNA? Qual é o grau de empacotamento
nesse primeiro nivel?

2.2.0 que é cromatina?

2.3.Qual a relagdo entre cromossomo e cromatina?

2.4.Qual é o grau de empacotamento do DNA na interfase?

2.5.Como esté organizado o DNA no cromossomo?

2.6.Quantas moléculas de DNA existem em cada cromossomo?

Atividade em software 3. Transcrigcdo génica

http://www.whfreeman.com/biology
clicar em: Genetics - a conceptual approach. Pierce
clicar Capitulo 13: Bacterial transcription

Assista a animac¢éo e responda:

Questdes3.

3.1. O que é uma unidade de transcricdo?

3.2. Quais séo os trés elementos essenciais numa unidade de transcricdo?
3.3. O gene pode ser definido como uma unidade de transcricao?

3.4. O promotor faz parte do gene?

3.5. Como ¢ iniciada a transcricdo em um gene procariotico?

3.6. O que sinaliza a parada da transcri¢édo?


http://www.genome.gov/education/on%20line.htm�
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Atividade em software 4. O gene eucaridtico. Processamento do RNA
mensageiro

http://www.whfreman.com/biology
clicar em: Genetics - a conceptual approach. Pierce
clicar Capitulo 14. Overview of mRNA processing

Questdes 4. Assista a animagéo e responda:

4.1. Compare a organizagdo de um gene procariético com a de um gene eucariotico.

4.2. Imediatamente apds a transcricdo dos genes eucariéticos os RNAs transcritos podem ser
traduzidos?

4.3. O que séo introns?

4.4. O que séo éxons?

4.5. Qual a conseqliéncia de falha no processamento dos introns nos RNAs dos eucariotos?
4.6. Qual a consequiéncia de falha no encapamento da extremidade 5’ nos RNAs dos
eucariotos?

4.7. Qual a consequéncia de falha no encapamento da extremidade 3’'nos RNAs dos
eucariotos?

Atividade em software 5. Traduc&o. Efeitos das mutacdes nas
proteinas codificadas pelo gene

http://www.whfreman.com/biology
clicar em Cap. 11 — The genetic code and translation. Bacterial translation.

Questdes 5. Assista a animagéo e responda:

5.1. Quais séo os principais componentes na traducdo de um RNA mensageiro? Qual o papel
de cada um desses componentes?
5.2. Como é a inicia¢do da tradugéo?
5.3. Descreva o processo de elongacao da cadeia polipetidica.
5.4. Como ocorre a parada da sintese de proteinas?
5.5. Verifique qual o efeito da seguinte mutacao na regido de cédigo do gene:
a) delecao de trés nucleotideos
b) delecéo de um nucleotideo
c) troca de um nucleotideo (G)
d) troca de um nucleotideo (U)
e) insercao de um nucleotideo (G)
f) insercdo de dois nucleotideos (GG)


http://www.whfreman.com/biology�
http://www.whfreman.com/biology�
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Oficina 2: Trabalhando com um modelo para a sintese de proteinas
(Amabis e Martho/Editora Moderna)

Questbes da oficina 2:
12. Desenhe o gene que originou esse RNA mensageiro.
13. O que é proteina?
14. Qual é o efeito da troca do nucleotideo contendo a base G por um contendo a base C
no coédon de término?
15. Onde ocorrem as mutagfes?
16. Comente a afirmacéo: um gene-um polipeptideo.
17. Qual é a relacdo entre a forma da proteina e a funcdo que ela desempenha?
18. Qual a relacéo entre proteina e fenotipo?
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Atividade em software 6. Do gene ao fenétipo. Interagédo entre alelos.

http://www.whfreeman.com/biology
Clicar em Cap. 14 — Interaction between alleles at the molecular level

Questdes 6.

6.1. Assista a animacédo da interacdo entre alelos RR e responda:
a) Qual é a caracteristica da proteina codificada pelo alelo R?
b) Qual o fendtipo do individuo homozigotico para o alelo R?

6.2. Assista a animacéo da interacdo entre alelos rr e responda:
a) Qual a caracteristica da proteina codificada pelo alelo r?
b) Qual o fenétipo do individuo homozigético rr?
c) Correlacione o fenotipo do homozigético rr com as enzimas produzidas por esse
alelo.

6..3 Assista a animacdo da interacdo entre alelos Rr e responda:
a) Qual é o fendtipo do individuo heterozigético Rr?
b) Qual dos alelos, R ou r, € dominante? Que resultado possibilita chegar a essa
concluséo?
c) Do ponto de vista molecular como € o organismo heterozigético Rr?
d) O alelo R impede de alguma forma o alelo r de se manifestar?


http://www.whfreeman.com/biology�
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Oficina 3: A familia Silva e seus genes.
(Atividade completa no site http://www.ib.usp.br/microgene/

PROCEDIMENTO

PARTE 1 Determinacao dos fenétipos dos pais

1.1. Observar a aparéncia (fen6tipo) do casal que esta sobre a mesa do professor(a).

1.2. Anotar na Tabela | o fenotipo do homem e da mulher com relacdo as seguintes
caracteristicas: pigmentacao da pele, I6bulo da orelha preso ou solto, denticdo normal
ou hipodontia, nimero de dedos nas maos e calvicie precoce.

Tabela | — Fendtipos e gendtipos possiveis dos pais

Pai Mae
Caracteristicas

fendtipo genotipos fendtipo genotipos
possiveis possiveis

Pigmentacao da
pele

(albinismo)
Lébulos das
orelhas

Auséncia de
incisivos
(hipodontia)
Numero de dedos
nas maos

Calvicie precoce

1.3. Observar, na Tabela Il, em anexo, a descri¢cdo das caracteristicas, os genotipos
(constituicao genética) possiveis para cada uma delas e a maneira como elas sao
transmitidas para os filhos desse casal.

1.4. A partir das informacgdes contidas na Tabela Il preencher a Tabela | com os possiveis
gendtipos do casal.

1.5. Considerar que os gendtipos dos pais sejam os abaixo relacionados.

Pai Mae
Heterozigotico para albinismo Heterozigdtica para albinismo
Heterozigético para I6bulo da orelha Homozigotica recessiva para l6bulo da orelha

Homozigotica recessiva para hipodontia
Heterozigético para hipodontia Homozigotica recessiva para polidactilia
Homozigotico dominante para polidactilia | Heterozig6tica para calvicie precoce

Homozigébtico c? para calvicie precoce



http://www.ib.usp.br/microgene/�
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O saco escrito “PAI" contém a composicdo alélica do Sr. Silva. Cada ficha colorida
representa um alelo relacionado a uma caracteristica especifica. As fichas verdes, por
exemplo, representam os alelos para a caracteristica “albinismo” (A e a) e as fichas
vermelhas representam o par de cromossomos sexuais (X e Y) que determinardo a
caracteristica “sexo”.

O saco escrito “MAE” contém a composicéo alélica da Sra. Silva. Cada ficha colorida
representa um alelo relacionado a uma caracteristica especifica. As fichas amarelas,
por exemplo, representam os alelos para a caracteristica “nidmero de dedos nas maos”

(Pep).

Tabela Il — Caracteristicas fenotipicas e alelos correspondentes

CARACTERISTICA FENOTIPICA CONST[TUI(;AO APARENCIA
N E GENETICA FISICA
PADRAO DE HERANCA (genotipo) (fenotipo)

ALBINISMO (PELE SEM
PIGMENTACAO) AA (homozigético) normal
Essa caracteristica decorre do

blogueio da sintese de melanina. Os
individuos afetados apresentam a aa (homozigo6tico) albino
pele, cabelos e iris sem pigmentacao.
Heranga autossdmica recessiva.

Aa (heterozig6tico) normal

LOBULOS DAS ORELHAS

Nos individuos heterozigéticos os LL (homozigotico) Iobulos soltos
I6bulos das orelhas sdo soltos e nos | || (heterozigdtico) l6bulos soltos
homozig6ticos recessivos, o )
presos.Heranga autossémica II' (homozigotico) [6bulos presos
recessiva.

Individuos afetados para hipodontia
nao possuem os dentes incisivos.
Heranga autossdmica dominante.

Caracteriza-se pela presenca de um
maior nimero de dedos. Heranca
autossbmica dominante.

Manifesta-se como dominante nos
homens e recessiva nas mulheres.
Heranca autossémica
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PARTE 2 - Formacédo dos gametas (espermatozdéide e 6vulo) dos pais

2.1

A partir dos alelos presentes em um individuo, a composigdo alélica de um
gameta é determinada ao acaso. Na formacdo dos gametas, os alelos
relacionados com cada uma das caracteristicas (Tabela Il) comportam-se de
maneira independente. Por essa razdo, para cada uma das caracteristicas o
alelo que fara parte de um determinado gameta pode ser sorteado de modo
independente.

2.2. Considerando a composicao genética do pai, e utilizando as fichas do saco “PAI”

2.3.

construir um gameta paterno (espermatozéide) como indicado a seguir:

2.2.a. Determinar, inicialmente, se o gameta sera portador do cromossomo Y ou
de um cromossomo X. Retirar do saquinho “sexo” uma ficha e colocéa-la, no
circulo vermelho da estrutura que representa o espermatozoide.

2.2.b. Repetir esse procedimento para cada uma das caracteristicas, usando as
fichas dos saquinhos correspondentes.

Considerando a composicdo genética da méde e utilizando as fichas do saco
“MAE” construir um gameta materno (6vulo). Retirar do saquinho “sexo” uma
ficha e colocéa-la, no circulo vermelho da estrutura que representa o évulo. Para
as demais caracteristicas repetir o procedimento do item 2.2b.

PARTE 3 - Formacé&o do zigoto e do feno6tipo do(a) filho(a)

3.1. A unido entre o 6vulo e o espermatozéide corresponde a fecundacéo e origina o

zigoto. Simulando a fecundagédo: colocar o espermatozéide dentro da estrutura
que representa o 6vulo para que, assim, forme-se o zigoto.

3.2. Considerando a constituicao genética do zigoto e utilizando as pecas da cartela

das caracteristicas, construir, usando um boneco, o fenétipo do filho(a) do casal

PARTE 4 - Analise dos resultados

4.1.

Comparar o descendente produzido pelo seu grupo com o0s descendentes

construidos pelos demais grupos da classe.

a) Anotar a proporcéo de descendentes masculinos e femininos obtidos.

b) Anotar, para cada uma das demais caracteristicas, a proporcdo de
aparecimento dos respectivos fendtipos.

c) Verificar se houve diferencas entre as propor¢cdes dos fenétipos nas
diferentes caracteristicas. Em caso afirmativo, formular hipéteses que
expliquem essas diferencas.

4.2. Verificar que outros tipos de gametas podem ser formados a partir da constituicdo

4.3.

genética do casal.

A partir da constituicdo genética do casal, calcular a probabilidade de
aparecimento na descendéncia de:

a) uma crianca albina.

b) um menino calvo.

¢) uma menina com os |6bulos da orelha presos.

d) um menino albino com os l6bulos da orelha presos.
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PARTE 5 - Correlacionando conceitos

1. A parte 2 dessa atividade refere-se a formacdo dos gametas, évulos e espermatozoides.
As fichas representam os alelos, ou seja, as formas alternativas de um gene (A ou a, P ou
p, etc). Na célula:
a) onde estdo localizados os alelos?
b) qual é a composicdo quimica dos alelos?
c) que tipo de informacéo esta contida num alelo?
d) que tipo de diferenca vocé imagina que haja entre um alelo e outro?

2. O que ocorre com 0 nimero de cromossomos no processo de formacdo dos gametas?

3. A parte 3 dessa atividade refere-se a formacéo do zigoto. O que ocorre com 0 namero de
Cromossomos no processo de fecundacgéo?

4. Na célula, qual é o processo responsavel pela reducdo do nimero de cromossomos na
formacéo dos gametas?

5. Quantas formas alélicas de um gene existem em cada uma das células somaticas de um
ser humano? E em seus gametas?

6. A informacéo genética esta contida no DNA. Na célula, onde esta localizado o DNA?

7. A informacgéo genética esta contida no DNA. Em que linguagem quimica essa informagéo
esta escrita?
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Oficina 4. Meiose e as leis de Mendel
(atividade completa no site http://www.ib.usp.br/microgene/

PROCEDIMENTO

PARTE | - Célula com um par de cromossomos, heterozigética para um gene (Aa)

1. Desenhar um circulo em um papel, representando os limites da célula que ira
sofrer meiose. Lembre-se de que a membrana do ndcleo se desfaz quando a célula
entra em divisdo.

2. Fazer dois rolinhos de massa de modelar, de cores diferentes, com cerca de 10 cm
de comprimento e 0,5 cm de didmetro representando o cromossomo de origem
materna e o cromossomo de origem paterna.

3. Aplicar nos bastdes de massa 0s pinos de plastico marcados com as letras A e a,
representando os alelos do gene em questéo.
4. Duplicar cada cromossomo, materno e paterno, fazendo, com a massa de modelar,

dois novos rolinhos em massa da cor correspondente.
5. Unir os rolinhos da mesma cor pelos centrémeros.
6. Colocar o alelo correspondente nas novas croméatides formadas.
7. Com os bastdes de massa representando os cromossomos duplicados, simular:
a) o emparelhamento dos cromossomos homdlogos,
b) a primeira divisdo da meiose,
c) asegunda divisdo da meiose.

PARTE Il - Célula com dois pares de cromossomos, heterozigética para dois genes
localizados em cromossomos diferentes (AaBb)

1. Utilizar quatro bastes de massa de modelar para representar dois pares de
cromossomos homologos. Usar cores diferentes para os cromossomos de origem
paterna e materna e para os diferentes pares de cromossomos homélogos. A
célula a ser considerada tem namero dipldide de cromossomos igual a quatro (2n =
4 cromossomos).

2. Moldar um par de cromossomos metacéntricos (centrébmero no meio) e um par de

cromossomos acrocéntricos (centrémero na extremidade).

Aplicar nos bastBes de massa que representam 0s cromossomos metacéntricos, os

pinos de plastico marcados com as letras A e a. Nos bastfes de massa que

representam 0s cromossomaos acrocéntricos aplique os pinos com as letras B e b.

Duplicar cada cromossomo, materno e paterno, fazendo, com a massa de modelar,

guatro novos rolinhos da cor correspondente.

Unir os rolinhos da mesma cor pelos centrémeros.

Colocar o alelo correspondente nas novas cromatides formadas.

Com os bastdes de massa representando os cromossomos duplicados simular:

a) o emparelhamento dos cromossomos homdlogos, sem permutacdo entre 0s
cromossomos homologos

b) a primeira divisdo da meiose,

c) asegunda divisdo da meiose

e w

No o

ENTENDENDO A ATIVIDADE

1. Na secdo 1.2, o que representa cada um dos rolinhos de massa de modelar?
Quantas moléculas de DNA formam o cromossomo nessa fase? Explique.

2. Na sua simulacéo identifique:

a) os cromossomos homélogos,

b) as crométides irmas.


http://www.ib.usp.br/microgene/�

1)
2)

3)

4)

5)

7)

8)

17

3. Quando o alelo presente em uma cromatide é A na cromatide-irma também esta o
alelo A. Por que?
4. Quantas possibilidades de posicionamento sdo possiveis quando dois pares de
cromossomos homélogos emparelhados estdo na metafase da primeira divisdo da
meiose?
5. Compare o comportamento dos cromossomos na meiose com a segregagdo dos
alelos:

a) na primeira divisdo meiotica.

b) na segunda divisdo meiética.
6. Quantos e quais tipos de gametas foram formados na meiose de uma célula duplo-
heterozigética (AaBb)?
7. Segundo a lei da segregacdo independente (22 lei de Mendel), quantos e quais
tipos de gametas sao produzidos por um individuo duplo-heterozigético AaBb?
8. Simule uma permutacéo entre o par de alelos A e a e o centrdbmero. Quantos e
guais tipos de gametas foram formados?
9. E possivel afirmar que a 12 lei de Mendel é resultado direto da separacdo do par de
cromossomos homologos para células opostas na 12 divisao meidtica? Justifique
10. E possivel afirmar que a 22 lei de Mendel resulta do comportamento independente
de um par de cromossomos homologos em relacéo a outro par de homologos na 12
divisdo da meiose? Justifique.

PROBLEMAS

O que herdamos, biologicamente, de nossos pais?

Expligue como o numero de cromossomos é mantido constante nas espécies com
reproducédo sexuada.

E possivel ocorrer meiose em uma célula hapléide? E a mitose é possivel? Justifique a sua
resposta.

A sindrome de Down é o tipo mais comum e viavel das anomalias cromossOmicas
humanas e ocorre em 0,15% das criangcas nascidas vivas, criangas cujos pais S&o
cromossomicamente normais e sem qualquer historico da sindrome na familia. A causa
mais freqliente da sindrome de Down é a trissomia (trés cromossomos) do cromossomo
21. Proponha uma hipétese para explicar a possivel origem desta trissomia.

A autofecundacdo é um tipo de reproducéo sexuada? Justifique a sua resposta.

Por que a descendéncia originada de reproducdo sexuada € tdo variada? Quais sdo 0s
fatores responséaveis por esta variabilidade?

Uma espécie de verme tem um numero dipléide de cromossomos igual a 10. Quantas
combinagdes cromossOmicas diferentes sédo possiveis durante o processo de meiose para
a formacgéo dos gametas?

E possivel afirmar que as 12 e 22 leis de Mendel resultam do comportamento dos
cromossomos durante a meiose? Justifique a sua resposta.



18

Atividade em software 7. Meiose. Efeitos causados por erros na divisdo
celular

http://www.whfreeman.com.br
clicar em Cap. 2 - Meiose

Questdes 7.

Assista a animacao “Meiose” e responda:

6.1. Em que momento ocorre a duplicagdo dos cromossomos nas células que véo se dividir por
meiose?

6.2. Qual é o produto da primeira divisdo da meiose?

6.3. O que caracteriza a segunda divisdo da meiose?

6.4. Qual a diferenca chave entre mitose e meiose?

6.5. Qual é a consequéncia de falha na separagdo dos cromossomos homdlogos?

6.6. Qual é a consequéncia de falha no emparelhamento dos cromossomos homélogos?

6.7. O que ocorre se 0 emparelhamento dos cromossomos homadlogos for incorreto?

6.8. Quantas possibilidades de posicionamento dos cromossomos sao possiveis quando dois
pares de cromossomos homdlogos estdo emparelhados estdo na metéfase da primeira diviséo
da meiose? E no caso de trés pares de cromossomos?

6.9. Quantos e quais tipos de gametas sdo formados na meiose de uma célula duplo-
hetorozigética (AaBb)?

6.10. Quantos e quais tipos de gametas sao formados por um individuo duplo-heterozig6tico
(AaBb)?


http://www.whfreeman.com.br/�
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Préatica 1 - Receita caseira para isolar DNA de tomate

Procedimento

1.
2.

3.

Pigue um tomate grande em pequenos pedacos

Num recipiente misture 150 ml de 4gua, uma colher de sopa de detergente e uma
colher de ch& de sal de cozinha. Mexa bem.

Junte a solucéo descrita no item anterior com o tomate picado

Coloque em banho-maria a 65°C por 30 minutos (caso ndo haja um banho-maria
disponivel incube a temperatura ambiente por 30 minutos)

Resfrie rapidamente a mistura colocando o recipiente em uma bacia de gelo. Mexa
bem

Coe a mistura em uma peneira e em seguida coe a solugcdo aquosa em um filtro para
café. Coloque o liquido resultante em um copo ou outro recipiente transparente.
Despeje delicadamente sobre a solucdo dois volumes de &alcool comum. O DNA
comeca a precipitar na interfase.

Questdes da prética 1

Os protocolos para extracdo de DNA, apesar de apresentarem pequenas diferencas
dependendo do material bioldgico do qual ele sera extraido, consistem basicamente de duas
etapas. Na primeira etapa, provoca-se o rompimento das membranas celulares, o que permite
a liberagdo do DNA. Na segunda, realizam-se um ou mais tratamentos enzimaticos ou
guimicos para purificar a preparacdo de contaminantes.

1.

2.

O rompimento das membranas das células do tomate ocorre em que passo do
protocolo? Explique.

Na segunda etapa de um protocolo de extragdo de DNA podem ser realizados
tratamentos para purificar a preparacdo de contaminantes. Que tipo de contaminantes
uma preparacao de DNA apresenta?

Qual a fun¢éo do alcool nesse protocolo de extragdo?

Considerando os procedimentos de extracdo do DNA gendmico vocé espera obté-lo
sem quebras mecanicas e/ou quimicas?

Respostas comentadas

1.

No passo 3. Os agentes mais empregados para a lise ou solubilizacdo das membranas
sdo os detergentes. Diferentes detergentes extraem diferentes tipos e quantidades de
lipideos da membrana, juntamente com proteinas. Os detergentes solubilizam ou
dispersam material insolivel em &gua por meio da formacdo de agregados
microscépicos (micelas).

Os contaminantes sao RNA, proteinas e outras macromoléculas. O RNA pode ser
eliminado por digestdo com RNase. As proteinas, principalmente as mais estreitamente
ligadas ao DNA (histonas), podem ser digeridas por enzimas, como a proteinase K, por
exemplo. O agente desproteinizante mais largamente utilizado é o fenol, um eficiente
desnaturador de proteinas. O cloroférmio também é um agente desproteinizante muito
empregado. Apds tratamento com esses agentes, a mistura deve ser centrifugada para
separacdo das fases fendlica e aquosa. Na interface entre essas duas fases deposita-
se uma camada de proteinas desnaturadas. Observagéo: No protocolo caseiro o passo
de purificacéo foi omitido.

O DNA contido na fase aquosa estd dissolvido em &gua. Na presenca de
concentragdes relativamente altas de cations monovalentes (Na*), o etanol induz uma
mudanca estrutural transitéria na molécula dos acidos nucléicos ocasionando sua
agregacéao e precipitacdo. Em outras palavras, o DNA sai de solucéo e precipita.

Como o DNA genbmico é formado por moléculas muito longas (lembre-se que cada
cromossomo € formado por uma Unica molécula de DNA) indmeras quebras mecanicas
sdo originadas nos procedimentos de extracdo. As maiores moléculas apresentam
tamanho de cerca de 30 kb. Por outro lado, como as drogas utilizadas na extragcao néao
eram puras (detergente com corantes, por exemplo) elas ocasionam quebras
adicionais nas moléculas de DNA.
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Pratica 2 - Eletroforese de corantes de alimentos

PROCEDIMENTO

Eletroforese de corantes de alimentos
e Misture 0,1 g de agarose, 10 ml de agua, 0,1 ul de sal de cozinha

Aqueca em forno microondas até a fervura

Despeje a solugcdo em uma bandeja de plastico contendo um mini pente

Aguarde a solidificacéo e retire, cuidadosamente, o pente.

Coloque o gel na camara de corrida e complete com uma solucao de agua e sal até

gue o gel fique submerso

e Aplique, com a ajuda de uma seringa de 1ml, os corantes A, B e C em pogos
separados do gel

e Conecte a camara de corrida a uma fonte de corrente continua.

Questdes da pratica 2:
2.1. Qual a carga dos corantes analisados? Como vocé chegou a essa conclusdo?
2.2. Expligue o aparecimento de mais de uma cor apds a corrida eletroforética.
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Préatica 3 - Interpretacéo de separacéo eletroforética de DNA

Analise o gel da figura abaixo:

1 2 34 5 6 7 8

Figura 14. Raia 1 — DNA do fago lambda digerido com a enzima de restricdo Hind Ill. Esses fragmentos s&o utilizados
como marcadores de peso molecular; Raia 2 — DNA gendmico de Drosophila melanogaster, sem digerir; Raia 3 —
preparacdo de DNA gendmico de Drosophila digerida com Dnase; Raia 4 — preparagdo de DNA genbmico de
Drosophila digerida com Rnase; Raia 5 — DNA gendmico de Drosophila digerido com a enzima Eco RI; Raia 6 — DNA
do plasmideo pBr322 digerido com Eco RI; Raia 7 — DNA do plasmideo pBr322 digerido com Hind Ill; DNA do fago
lambda digerido com Hind 111

Questdes:

1. O que caracteriza uma banda nesse gel de agarose?

2. Estime os tamanhos dos fragmentos de cada amostra.

3. Sabendo-se que o genoma de Drosophila tem 4x10° pb, distribuidos em quatro longas
moléculas de DNA (os 4 cromossomos), como explicar o padrdo observado ap6s o
fracionamento por meio de eletroforese? Para responder essa questdo leve em
consideracao a integridade das moléculas de DNA apés o procedimento de extracao.

4. A analise do gel permite concluir a respeito da nuvem de moléculas de baixo peso
molecular que se coram com brometo de etideo?

5. Comparando os padrdes apresentados pelas amostras de DNA das raias 2 e 5 vocé
pode apresentar uma hipGtese para o “arrasto” visualizado abaixo da banda de alto
peso molecular do DNA na raia 2.

Respostas comentadas:
1. Em um gel de eletroforese uma banda contém moléculas (lineares) de mesmo
tamanho.
2. Valores aproximados para:
e Raia 1-22.000; 9.400; 6.500; 4.300; 2.300; 2.000 pares de bases
e Raia 2 - 30.000 pb + um gradiente de moléculas com peso molecular inferior a
30.000 pb
e Raia 3 — o DNA foi digerido pela DNAse, restando apenas o0 RNA.
e Raia 4 - 30.000 pb + um gradiente de moléculas com peso molecular inferior
¢ Raia 5 — nédo ha bandas definidas na preparacao. Uma colecédo de fragmentos
com peso molecular entre 25.000 e 500 pares de bases foram originados pela
digestéo.
e Raias6e7-4.300pb
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As longas moléculas que comp&em os cromossomos de Drosophila sofrem quebras
mecanicas e quimicas durante a extracdo. A maioria desses fragmentos possui cerca
de 30.000 pb. Um gradiente de moléculas com tamanho entre 30.000 e 1000 pb
evidencia que as quebras produzem também fragmentos de menor tamanho.

As nuvens sdo formadas por moléculas de RNA. Essa conclusdo é possivel
observando-se o resultado da digestéo da preparacao de DNA gendmico com RNase:
a nuvem desapareceu.

Considerando-se que a distribuicdo dos sitios de corte para uma as enzimas de
restricdo sdo ao acaso, fragmentos dos mais variados tamanhos séo originados. Assim
sendo, um gradiente de tamanho pode ser observado como produto da digestao.

A digestao com Eco RI cortou as moléculas com cerca de 30.000 pb majoritariamente
presentes numa preparacdo de DNA gendmico, originado fragmentos de tamanhos
variados e que sao visualizados como um arrasto.
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Exercicios sobre Southern blot

1. O segmento de DNA apresentado no esquema abaixo codifica para uma proteina e foi
mapeado com enzimas de restricdo. Uma sonda homologa a regido indicada na figura sera
utilizada para estudar o gene em experimentos de Southern blotting. Nesses experimentos, o
DNA gendmico de um individuo normal para o gene foi digerido separadamente com as
enzimas Eco RI e Hind Ill. Ap6s a digestdo, o DNA foi fracionado em gel de agarose,
transferido para uma membrana de nailon e hibridado com a sonda abaixo indicada, marcada
com radioatividade. Ap6s a hibridagcdo, a membrana foi coberta com filme de raio-X, exposta
durante um periodo adequado de tempo e o filme foi revelado. Considerando o mapa de
restricdo abaixo, esquematize no filme de raio-X.
a) o padréo de bandas obtido no caso do DNA gendmico ter sido digerido por Eco
RI.
b) O padréo de bandas obtido no caso do DNA gendmico ser digerido por Hind Ill.
¢) O padrédo de bandas obtido no caso do DNA genémico ser proveniente de um
individuo em que o sitio Hind Ill marcado com asterisco foi destruido através
de uma mutacdo de ponto (suponha digestfes simples do DNA com Eco Rl e
Hind I11).
d) O padrédo de bandas obtido no caso do DNA ser proveniente de um individuo
com a delecdo representada no esquema Il (suponha digestdes simples com
Eco RI e Hind IlI).

Obs.: A barra preta indica a regido genémica utilizada como sonda.



24

2. A anemia falciforme esta associada a existéncia de uma mutacéo de ponto A - T, no gene da
B-globina que ocasiona, na proteina, a troca do aminoacido Glu por Val. Esta mutacao elimina
um sitio reconhecido pela enzima de restricdo Mst Il. O desenho abaixo representa um
esquema dos genes selvagem e mutante.

Sitio que esta ausente
na [3-globina mutante \

Mstf] Mstlf Mstlf

//¢ f ¢ / [/

/[ | | / /
7/ 7/

<l
-

[,1 kpb

-l
-«

\

1.3 kpb

O DNA de uma pessoa normal foi extraido, digerido com a enzima Mst Il, fracionado por
eletroforese e submetido a “Southern blot”. A sonda utilizada na hibridac&o foi o segmento de
1,3 kb indicado na figura abaixo.

a) Planeje um teste utilizando a técnica de "Southern blot" para o diagnostico pré-natal desta
doenca. Faga o esquema do resultado esperado considerando um feto normal e de um
portador da doenca cujos pais séo heterozigoticos.

1 2 3 4
[r— Raia 1 —marcadores de peso molecular
—_— Raia 2 — DNA de pessoa normal
—
—
—
—
—
—
—

b) Complete na figura o padréo de bandas esperado para o DNA de:

a) pessoa homozigotica para a mutagdo de ponto que causa a anemia falciforme.
b) Pessoa heterozigética para a mutacao
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Atividade em software 8: Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
http://bcs.whfreeman.com/

clicar Cap 15

clicar PCR

Questdes 8:

8.1. Comente a afirmacgédo: a reacdo em cadeia da polimerase é uma reacéo de replicacéo in
vitro.

8.2. Qual a funcdo dos primers na técnica da PCR?

8.3. E necessario conhecer a seqiiéncia de bases do DNA do segmento que se deseja
amplificar? E a sequiéncia dos segmentos adjacentes ao fragmento que se deseja amplificar?
8.4. Cite pelo menos trés aplica¢bes da técnica da PCR


http://bcs.whfreeman.com/�
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Discussao em grupo: Estudo de heredogramas

1. Verifique os principais simbolos usados na confeccdo dos heredogramas na figura abaixo:

2. Analise, em grupo, os heredogramas A a F segundo o roteiro de perguntas que acompanha
cada um deles.

HEREDOGRAMA A

. WO O

1 2

Lo Lo

1 12

- Goso

Questdes A:

Discuta com seu grupo as seguintes questoes:

Al. H4 afetados em todas as geracdes?

A2. H4 homens e mulheres afetados?

A3. Os homens afetados tiveram descendentes afetados? De eu sexo?
A4. As mulheres afetadas tiveram descendentes afetados?

A5. Qual o mais provavel mecanismo de heranca dessa condicdo?

A6. Coloque os gendtipos mais provaveis nos individuos dessa genealogia.
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HEREDOGRAMA B

i 2 i 2

= O 1O

-~ DOOOL——ODHG * ()
. eHOm D

Questdes B:

Discuta com seu grupo as seguintes questdes:

B1l. Ha afetados em todas as geracdes?

A2. H& homens e mulheres afetados?

A3. Os afetados tém genitores afetados?

A4. Qual o mecanismo de heran¢a mais provavel dessa condi¢cao na familia?

A5. Coloque os gendtipos mais provaveis nos individuos dessa familia.

A6. O casamento consangliineo aumenta a chance de um casal ter criancas afetadas por
doencas genéticas?
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HEREDOGRAMA C

OO O

B P Sihter

1

. Ll

Questdes C:

C1l.Ha afetados em todas as geracfes?

C2. Ha himens e mulheres afetados geragdes?

C3. Os afetados tém genitores afetados?

C4. Qual o mecanismo de heran¢a mais provavel nessa familia?

C5. Coloque os genétipos mais provaveis nos individuos dessa familia.

C6. Por que o mecanismo de heranca autossdmico recessivo é pouco provavel nessa familia?

HEREDOGRAMA D

1 D__O D_

1

T
A0S Lage

U

. ohomh W

Questdes D:

D1. H4 afetados em todas as geragbes?

D2. Ha homens e mulheres afetados?

D3. Os afetados tém genitores afetados?

D4. O gene mutado foi transmitido por homens?

D5. O gene mutado foi transmitido por mulheres?

D6. Qual o mecanismo de heranca mais provavel nessa familia?

D7. Cologue os genotipos mais provaveis nos individuos dessa familia.




HEREDOGRAMA E

- 040 OTe

STLITUaE KaT Yo RS
sa.mam

Questdes E:

E1l. H4 afetados em todas as geracdes?

E2. H& homens e mulheres afetados?

E3. Os afetados tém genitores afetados?

E4. O gene mutado foi transmitido por homens? Para filhos e filhas?
E5. O gene mutado foi transmitido por mulheres? Para filhos e filhas?
E6. Qual o mecanismo de heranga mais provavel nessa familia?

E7. Coloque os gendtipos mais provaveis nos individuos dessa familia.

HEREDOGRAMA F

© 040 0@

1 4

- DOOGO e me-
6&0653&.3&

Questdes F:

F1. H4 afetados em todas as geracdes?

F2. Ha homens e mulheres afetados?

F3. Os afetados tém genitores afetados?

F4. O gene mutado foi transmitido por homens afetados?

F5. O gene mutado foi transmitido por mulheres afetadas?

F6. Qual 0 mecanismo de heranca mais provavel dessa condi¢éo nessa familia?

29
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Exercicios: Diagnostico de doencas genéticas

1. A anemia falciforme € uma doenca autossémica recessiva causada por substituicdo de acido
glutdmico (codificado por GAG) por valina (codificado por GTG) na posi¢do 6 da cadeia beta da
hemoglobina. A substitui¢cdo elimina o sitio da enzima de restricdo Mst Il. Essa enzima corta o
DNA de pessoas normais originando um fragmento de 1,1 kb; nas pessoas com a mutacdo a
enzima gera um fragmento de 1,3 kb.
a) Faca um esquema desta regido do gene indicando sitios de restricdo nas pessoas
normais e nas com a mutacao.
b) Faca um esquema do resultado de uma hibridacdo com uma sonda especifica do gene
na seguinte familia: 1) pai heterozigoto; 2) mae heterozigota; 3) filho afetado; 4) filha
afetada; 5) filha heterozigota; 6) filho heterozigoto; 7) filho homozigoto normal.

2. Esquematize um teste baseado na PCR que permita identificar o nimero de cépias de uma
seqliéncia de trinucleotideos em individuos portadores de uma doenca causada por uma
expansao de trinucleotideos.

3. Um zooldgico adquiriu uma fémea de tigre para seu programa de reproducdo em cativeiro.
Apesar da identidade da mée dessa fémea ser conhecida, havia davida sobre sua paternidade
e alguns dos machos potenciais para serem usados no cruzamento poderiam ser muito
aparentados a ela. Foi realizado, entdo, o exame do DNA dessa fémea de tigre, de sua mée e
de trés machos, com o objetivo de se evitar excessiva consanglinidade no cruzamento.
Os resultados da andlise usando uma sonda de
minisatélite estdo mostrados na figura abaixo,
onde M = mae; T = tigresa; M1-3 = machos
potenciais de serem usados no cruzamento. Qual
dos trés machos seria 0 mais adequado para ser
cruzado com a tigresa? Justifique sua resposta.

4. Quatro pares de gémeos, nascidos no espaco de
uma hora, foram trocados em uma maternidade.

Vocé foi chamado para resolver o problema. Como
um primeiro passo, vocé deseja identificar os pares
de gémeos. Para isso analisou 0 sangue de cada
crianca usando uma sonda que identifica
polimorfismos de VNTR. Com base nos resultados
mostrados na figura, responda quais criancas séo
irmas e como vocé ira identificar os pais corretos.
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5. A doenca de Huntington é uma doenca neurodegenerativa com padrdo de heranga
autossdmica dominante. O inicio dos sintomas ocorre geralmente apds a quarta década de
vida. O gene da doenca foi identificado em 1992. Mas, antes disso, para as familias que
desejassem, era feito o aconselhamento genético com RFLPs mapeados proximos ao gene da
doenca. Uma das sondas utilizadas é chamada G8 e revela um polimorfismo de sitios de
restricdo Hind 1l representado no esquema a seguir. A genealogia representada na proxima
pagina é de uma familia estudada na Venezuela e nela estdo indicados os resultados do
estudo com a sonda G8. Com base nessas informac¢des responda as questdes de a-d:

a) Esquematize o provavel resultado das hibridacdes apds Southern blotting para cada
um dos individuos identificados pelas letras correspondentes ao tipo de quando este é
digerido com Hind Ill. S&o todos diferentes?

b) Que associacdo com o RFLP vocé pode observar na genealogia?

c) Existe algum individuo excepcional quanto ao padréo de segregacao da doenc¢a?

d) Imagine que o individuo VI-11 da genealogia ndo seja afetado pela doencga. O que vocé
diria a ele sobre a possibilidade de manifestar a doenca, considerando que ele tem
somente 20 anos de idade?
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O DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA
Regina Célila Mingroni Netto, Eliana Maria Beluzzo Dessen, José Mariano Amabis

No final de 1953, os pesquisadores adotaram como hipétese de trabalho a idéia de que
o DNA atuaria como molde para a sintese do RNA, cujas moléculas migrariam para o
citoplasma onde iriam determinar o arranjo dos aminoacidos nas proteinas. Este esquema para
o fluxo de informacdo genética, abaixo esquematizado, foi denominado dogma central da
Biologia, por Francis Crick em 1956.

A informagao é perpetuada através da replicagcdo do DNA.
A informagéo é expressa em um processo de dois estagios:
a transcrigdo origina um RNA de fita simples, idéntico
em seqiiéncia de bases a uma das fitas do DNA,;
2. atraducdo converte a sequiéncia de bases do RNA
na sequéncia de aminoacidos da proteina.

Assim, o dogma central define o paradigma da Biologia Molecular, ou seja, que 0s
genes sdo perpetuados como sequéncias de acido nucléico e se expressam por meio da
sintese de proteinas.

A TRANSCRIGAO DO DNA

A transcricdo do DNA em moléculas de RNA é um processo altamente seletivo, pois
apenas uma pequena por¢do das sequéncias de DNA € copiada em RNA. Na maioria das
células de mamiferos, por exemplo, apenas 1% das seqiiéncias de nucleotideos é copiada em
seqliéncias funcionais de RNA. Essa seletividade € de importancia fundamental, uma vez que a
transcricdo é o primeiro estagio da expressdo génica e o passo principal em que ela é
controlada. O passo inicial na regulacdo de um gene, e as vezes 0 Unico, é a decisdo se ele
ser4 transcrito ou néo.

A sintese de RNA ocorre dentro da chamada bolha de transcricdo, uma estrutura na
qual cerca de 18 pares de bases do DNA sdo temporariamente separados e uma das fitas da
dupla hélice serve como molde para o0 RNA que esta se formando. A medida que a polimerase
do RNA se move, a bolha de transcricdo move-se com ela, e a cadeia de RNA aumenta em
tamanho. Apé6s a passagem da polimerase, a cadeia de RNA se solta de seu molde e as duas
cadeias do DNA voltam a se emparelhar, restabelecendo as pontes de hidrogénio rompidas
durante a transcri¢&o.

O processo de transcricdo tem inicio quando a polimerase do RNA liga-se a uma
sequéncia especial de DNA, denominada promotor, localizada no inicio de um gene. Nessa
seqiéncia de bases existe uma regido especial, denominada sitio de iniciacdo, que
corresponde a primeira base do DNA a ser transcrita em RNA. A partir desse ponto, a
polimerase do RNA move-se ao longo do molde, sintetizando RNA, até alcancar a seqiiéncia
de terminalizagéo.

A seqiiéncia de DNA transcrita em uma Unica molécula de RNA, que teve inicio no
promotor e término na regido terminalizadora, constitui uma unidade de transcrigdo. Nos
eucariontes uma unidade de transcricdo é, em geral, composta por um Unico gene. Ja nos
procariontes, uma unidade de transcricdo contém, em geral, instrucdo para a sintese de
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diversas cadeias polipeptidicas, ou seja, contém vérios cistrons. O RNA codificado por tal
unidade de transcricdo € denominado policistrénico.

Etapas da transcrigcao
Reconhecimento do molde de DNA

As moléculas livres de polimerases do RNA colidem ao acaso com o DNA podendo
ligar-se a ele, porém muito fracamente. A polimerase do RNA liga-se fortemente ao DNA
apenas quando ela contata uma regido promotora. Nesse caso, a enzima liga-se fortemente ao
promotor causando o desemparelhamento da dupla hélice (Figura 1).

Figura 1. A direita,
representacdo esquematica do
processo de transcricdo do
DNA. A medida que a
polimerase se desloca sobre o
DNA, uma das cadeias serve de
molde para a molécula de RNA.
Acima, representacéo
esquematica da organizagdo do
DNA na bolha de transcrigédo.

Toda regido promotora contém uma seqiiéncia de bases especifica que marca o local
de inicio de sintese do RNA. No genoma das bactérias, a sequéncia minima com capacidade
de sinalizar o local de inicio de transcricdo tem 12 pares de bases.

O sequienciamento de bases de diferentes promotores mostrou que ha uma seqiiéncia
basica que estd presente em todos eles. Por essa razdo, ela € chamada de seqiéncia
consenso. Essas seqiiéncias, no entanto, ndo possuem todas as bases iguais, havendo
alguma variacdo entre elas. Assim, pode-se perguntar como as sequéncias devem ser
analisadas para se determinar se elas sao suficientemente semelhantes pra constituir um sinal
reconhecivel?

As sequéncias de DNA sinalizadoras podem ser definidas em termos de uma
seqliéncia ideal que representa cada uma das bases que estdo presentes com maior
frequéncia em cada uma das posicdes. Todas as seqiiéncias conhecidas sdo entdo alinhadas
para maximizar a homologia entre elas. Para que uma seqiiéncia seja aceita como consenso,
cada base particular deve ser predominante em sua posicdo e a maioria dos exemplos
conhecidos devem relacionar-se com o consenso possuindo apenas poucas substituicdes, ndo
mais do que uma ou duas

Em um promotor bacteriano ha quatro caracteristicas conservadas: (1) o sitio de inicio
de transcrigcdo, que em geral € uma purina; (2) o TATA box, que é uma regido de seis pares
de bases ao redor do sitio -10, e seqiiéncia consenso é TATAAT ; (3) uma sequéncia consenso
TTGACA, localizada ao redor do sitio -35; (4) a distancia entre os sitios -10 e -35,
correspondente a 16 - 18 pares de bases e que € critica para a ligagao da polimerase do RNA.

A conservacédo de curtas sequéncias consenso em sitios reguladores do gene é uma
caracteristica tanto de procariontes quanto de eucariontes.
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Inicio datranscricao

A transcri¢cdo tem inicio quando um primeiro nucleotideo trifosfatado € posicionado
sobre a cadeia molde de DNA, por acéo da polimerase do RNA.

A polimerase do RNA permanece ligada a regido promotora enquanto sdo adicionados
0s primeiros nove nucleotideos da cadeia de RNA sendo sintetizada. Essa fase pode ser
prolongada pela ocorréncia de eventos abortivos, nos quais a enzima sintetiza transcritos de
tamanho inferior a nove nucleotideos. Essa fase inicial, chamada fase de iniciacdo, termina
guando a polimerase consegue estender a sintese além desse tamanho.

Fase de elongacéao

Apos a sintese de cerca de nove nucleotideos da molécula de RNA, a subunidade
sigma da polimerase do RNA dissocia-se e diversos fatores de elongacgao se associam a
polimerase, que passa a se deslocar ao longo do DNA, alongando a molécula de RNA em
processo de sintese. Essa é a fase de elongacéo.

A medida que a polimerase do RNA se move ao longo do DNA, ela desenrola a hélice,
expondo um novo segmento da cadeia molde. Os nucleotideos v&o sendo covalentemente
unidos a extremidade 3' da cadeia em crescimento, formando um hibrido DNA/RNA na regido
desenrolada do DNA. Imediatamente atras do local onde esta ocorrendo a sintese, a regiao do
DNA ja copiada volta a se emparelhar, refazendo a dupla hélice. O RNA, que vai se soltando
do DNA, emerge como uma fita simples e livre.

A etapa final da transcricdo, chamada fase de término, envolve o reconhecimento de
uma sequéncia sinalizadora, a partir da qual nenhuma base deve ser incorporada ao RNA.
Quando a ultima base é adicionada ao RNA, a bolha de transcri¢do colapsa e o hibrido
DNA/RNA é desfeito, as duas cadeias do DNA emparelham-se completamente e o RNA e a
enzima se soltam.

A seqliéncia de DNA que sinaliza o término da transcricdo € chamada regiéo
terminalizadora.

O término da transcricdo

Na bactéria E. coli h4 dois mecanismos bésicos de término de transcricdo. No primeiro
deles, a terminagdo € direta e a seqiiéncia de DNA que sinaliza o término da transcri¢cdo
contém cerca de 40 bases, sendo que na extremidade 3' existe um segmento rico em C e G,
seguido por 6 ou mais timinas. No RNA transcrito, a seqiiéncia rica em C e G fica arranjada de
modo a que a molécula de RNA possa formar, nessa regido, uma al¢ca em forma de grampo de
cabelo (hairpin). Na molécula de RNA, essa alca € seguida por uma série de Us que
correspondem aos residuos de adenina da cadeia molde de DNA. A estrutura em forma de
grampo, juntamente com a seqiiéncia de Us, provoca a parada e o desprendimento da
polimerase do RNA com conseqliente término da transcri¢ao.

O segundo mecanismo de término depende da participacdo de uma proteina que se
acredita liga-se a molécula de RNA nascente em algum ponto antes da seqiiéncia que sinaliza
0 término da transcri¢éo.

O RNA MENSAGEIRO

Os transcritos de RNA que contém a informacdo para a sintese de proteinas séo
denominados RNA mensageiros (RNAm). H& importantes diferencas nos detalhes da sintese
e da estrutura dos RNA mensageiros de pro e eucariontes. Nas bactérias, 0 RNAm é transcrito
e traduzido no Unico compartimento celular e os dois processos ocorrem acopladamente. Na
célula eucarionte, a sintese e a maturacdo dos RNAm ocorrem exclusivamente no nicleo.
Apenas quando o RNAm esta maduro € que ele é exportado para o citoplasma e traduzido.

Diferencas significativas na traducdo dos RNAm de bactérias e de eucariontes séo
devidas a suas caracteristicas estruturais e estabilidade. A diferenca estrutural é que o RNAm
de bactérias frequientemente codifica para varias proteinas, sendo chamado de policistrénico,
enquanto o RNAm de eucariontes na maioria dos casos codifica para apenas uma cadeia
polipeptidica, sendo chamado de monocistronico (Fig. 10). A diferenca funcional é que o
RNAm de bactérias geralmente € instavel, e é por isso traduzido em proteinas durante um
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periodo de tempo muito curto, tipicamente poucos minutos. O RNAm dos eucariontes € mais
estavel e pode continuar a ser traduzido por varias horas ou mesmo dias.

Varios passos sao necessdarios para produzir o RNA mensageiro maduro dos
eucariontes. As moléculas mensageiras recém-sintetizadas pela polimerase |l séo
denominadas transcritos primarios. A populagdo de tais transcritos no nucleo foi
originalmente denominada RNA heterogéneo nuclear (RNAhn), por causa da grande variacao
em tamanho que apresentava, contrastando com os RNAs mais uniformes e de menor
tamanho realmente necessarios para codificar uma proteina. Muita dessa variagdo em tamanho
no RNA recém-sintetizado é devida a presenca de longas sequéncias de nucleotideos que
serdo retiradas do transcrito primario em um processo denominado splicing.

introns sdo removidos do pré-RNAm

Para a produgcdo de um RNA mensageiro em células eucaridticas, o segmento inteiro
do gene, incluindo introns e éxons, é primeiramente transcrito em uma longa molécula de RNA,
0 transcrito primario. Antes que o0 RNA deixe o nlcleo, todas as seqiiéncias de introns séo
retiradas e os éxons sdo unidos entre si. O resultado € uma molécula mais curta de RNA, que
agora contém uma seqléncia codificadora ininterrupta. Quando esse passo, denominado
splicing do RNA, é completado, o RNA é uma molécula de RNAm funcional que pode deixar o
nucleo e ser traduzida em proteinas.

Como a célula determina quais as partes do transcrito primario devem ser removidas?
Diferentemente da seqiiéncia de cédigo de um éxon, a seqiiéncia exata de nucleotideos da
maioria dos introns parece nédo ser importante para a célula. Embora haja pouca semelhanca
entre as sequéncias de nucleotideos de introns diferentes, cada intron contém uma curta
sequéncia de nucleotideos que atua como uma marca para sua remogéo (Fig. 2).

Os introns sao removidos do RNA por enzimas que, ao contrario de muitas outras
enzimas, sdo compostas por um complexo de RNA e proteina. Essas particulas encarregadas
do splicing do RNA sdo denominadas snRNPs ou snurps (do inglés - small nuclear
ribonucleoprotein particles). Em cada intron, um grupo de snRNPs se associa ao RNA, excisa
(ou corta) o intron, e o retne a cadeia de RNA liberando o intron excisado como um lago (Fig.
2 e 3). Um dos papéis do RNA presente nos snRNPs (snurps) é reconhecer e — por
complementaridade de bases — emparelhar com a seqiiéncia de nucleotideos que marcam o
inicio e o ponto de ramificagcdo de cada intron (veja Fig. 3). Desse modo, 0s snurps aproximam
as duas extremidades do intron permitindo a ocorréncia do splicing. Embora os snurps tenham
um papel central na reacdo de splicing, outras proteinas sdo também necessarias.

Figura 2. Seqiiéncia de nucleotideos que
sinaliza o inicio e o final de um intron. As
trés seqliéncias de nucleotideos mostradas
s80 necessarias para remover um intron.
As outras posigdes de um intron podem
ser ocupadas por qualquer nucleotideo. As
seqliéncias especiais sao reconhecidas
por snRNPs, que clivam o RNA nos limites
intron-éxon e ligam covalentemente os
éxons. A adenina (A) apontada pela seta
forma o ponto de ramificagdo do lago
produzido na reacao de splicing (Figura 12)
e esta tipicamente localizado cerca de 30
nucleotideos da extremidade 3"do intron.
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Figura 3. — Mecanismo de sintese
de cadeias polipeptidicas nos gemnae
organismos eucariontes, mostrando
como sdo removidas as regides nao
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O splicing do RNA em eucariotos permite uma vantagem adicional. O transcritos
primarios de varios genes eucaridticos podem sofrer splicing de diferentes maneiras para
produzir diferentes RNAm, dependendo do tipo de célula no qual o gene esta sendo expresso,
ou do estagio de desenvolvimento do organismo. Isso garante que diferentes proteinas sejam
produzidas a partir do mesmo gene (Fig.4).

Em conclusédo, ao invés de ser um processo que acarreta desperdicio, o splicing do
RNA dos eucariotos permite o aumento do ja enorme potencial de cddigo de seus genomas.

Figura 4. Splicing alternativo do gene da
o-tropomiosina de rato. a-tropomiosina é
uma proteina que regula a contracdo das
células musculares. Seu papel em outras
células ndo é bem conhecido. Uma vez
gue o transcrito primario é feito, ele pode
sofrer splicing de diferentes modos, e
produzir RNAms distintos que originam
proteinas variantes. Alguns dos padrdes
de splicing sdo especificos para certos
tipos de células. Por exemplo, a a-
tropomiosina feita em  musculatura
estriada ¢é diferente da feita na
musculatura lisa. A cabecas de seta na
parte superior da figura representam
sitios onde podem ocorrer clivagem e
adicdo da cauda de poli (A).

Os RNAm sofrem outras modificagdes

Os RNAs sintetizados pela polimerase Il também s&o modificados em ambas as
extremidades, ficando bastante diferentes dos transcritos produzidos por outras polimerases.
Essas modificagbes serdo utilizadas posteriormente, no citoplasma, como sinais de que esses
RNAs devem ser traduzidos em proteinas.

A extremidade 5' da molécula de RNA é "encapada" (do inglés capped) pela adicdo de
um nucleotideo contendo G metilado. O encapamento ocorre no inicio da transcricdo, quando o
transcrito ainda é pequeno com apenas 30 nucleotideos de comprimento. Essa reagéo se da
pela ligacdo de uma molécula de 7-metilguanosina a extremidade 5' do transcrito. A
extremidade 5' cap tem um importante papel nos passos iniciais da tradu¢cdo do RNAm, além
de proteger o RNA nascente de degradacao.
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A extremidade 3' do transcrito também é modificada. O transcrito € clivado em um sitio
especifico da molécula e uma cadeia de nucleotideos com base adenina (cauda de poli-A) &
adicionada, na extremidade clivada, por acdo de uma polimerase especifica.

O RNA TRANSPORTADOR

A primeira hip6tese para explicar a atuagdo do RNA como intermediério na sintese de
proteinas partia do principio que as moléculas de RNAm se dobrariam de modo a formar
concavidades nas quais os diferentes aminoacidos pudessem se encaixar. Esse dobramento
do RNA seria especifico para cada um dos 20 aminoacidos existentes na célula e, desse modo,
0 RNA forneceria a instrucao para a ordenacdo dos aminoacidos durante a sintese de proteina.

Essa hip6tese foi descartada por Francis Crick em 1956; seu argumento foi que ndo
havia uma fundamentag&o quimica para a interagdo entre o RNA dobrado e um aminoacido.
Mesmo que o dobramento proposto ocorresse, ndo haveria condi¢bes para a discriminacao
precisa entre os aminoacidos, sabidamente muito semelhantes entre si, como por exemplo,
glicina e alanina ou valina e isoleucina, que diferem apenas pela presenca de um grupo metil
(CH3). Crick propés, entdo, que antes de serem incorporados em proteinas, os aminoacidos
deveriam ligar-se a moléculas adaptadoras especificas, e essas poderiam ligar-se
especificamente as bases de um RNA que teria sido sintetizado tendo o DNA como molde.
Hoje se sabe que o papel de molécula adaptadora é desempenhado pelos RNAs
transportadores (RNAt).

Os RNAt foram intensamente estudados e hoje se sabe que eles estéo envolvidos em
uma multiplicidade de reacdes. Para desempenhar certas reacdes é necessario que todos os
tipos de RNAt possuam algumas caracteristicas em comum mas, por outro lado, eles possuem
pequenas diferencas que permitem a distin¢cdo entre os diferentes tipos de moléculas.

Todos os RNAt devem ser capazes de interagir com sitios especificos dos ribossomos
durante o processo de sintese de proteina. Além disso, em uma de suas extremidades, eles
devem se associar a0 RNAm, através da interacdo entre bases complementares, na outra
extremidade eles devem transportar um aminoacido. Para cumprir essas funcdes, todos os
tipos de RNAt devem obedecer a uma regra geral e uniforme quanto a sua forma e tamanho.

Os RNAt consistem de um conjunto de pequenas moléculas de RNA, cada uma delas
com cerca de 80 nucleotideos. Diferentemente dos demais &cidos nucléicos, eles apresentam
diversas bases néo-usuais, ou seja, diferentes de A, G, C ou U. Essas bases originam-se por
modificacdes de bases usuais apés sua incorporacdo na molécula de RNAt (Fig. 5).

Figura 5. Alguns exemplos de bases ndo usuais presentes em RNAt

As bases das moléculas precursoras dos RNAt sofrem uma vasta gama de
modificacdes, desde simples metilagbes até restruturacdo do anel purinico. Tais modificacdes
aumentam a versatilidade dos RNAt, o que € muito importante para as varias fungdes que
desempenham. O efeito mais evidente da modificacdo de bases dos RNAt é a alteracdo em
sua capacidade de emparelhamento com o RNAm. Nesse caso a modificacdo ocorre em bases
da trinca (anticédon), por meio das quais o RNAt se emparelha com 0 RNA mensageiro
durante a sintese de proteina, ou nas vizinhancas delas.

O sequienciamento de bases de centenas de RNAt de bactérias e eucariontes mostrou
gue todos tém a mesma estrutura secundaria, uma forma de folha de trevo mantida por
emparelhamento de bases entre pequenas regides de complementaridade (Fig. 6).
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Figura 6. Ao lado,
estrutura em forma de
foha de trevo da
molécula de RNAt no
plano.  Abaixo, duas
visbes da conformagdo
tridimensional do RNAt
determinada por difracdo
de raios X.

Os quatro bragos principais presentes na estrutura em forma de trevo receberam
denominacgdes relacionadas a sua estrutura ou a fungéo que desempenham. O braco aceptor
termina com uma sequéncia de bases ndo emparelhadas, cujos grupos hidroxila livres 2' ou 3'
tém a capacidade de se ligar a aminoacidos; o braco ou algca T é assim denominado porque
contém timina; o bragco ou alga anticodon contém a trinca do anticédon; o brago ou alga D
contém a base dihidrouridina. Como mostrado na figura 17, a estrutura secundaria do RNAt se
dobra, originando uma estrutura terciaria mais compacta, em forma de L, com o anticédon em
uma das extremidades e o0 braco aceptor na outra. A estrutura terciaria € mantida por meio de
pontes de hidrogénio entre bases que se encontram desemparelhadas na estrutura secundaria.

O RNA RIBOSSOMICO

Os ribossomos séo estruturas ribonucleoprotéicas, presentes no citoplasma de células
pro e eucariontes, que atuam na sintese de proteinas. Os ribossomos sdo compostos por duas
subunidades de tamanhos diferentes, que se encaixam uma na outra formando um complexo
com massa de véarios milhdes de daltons. Mais da metade dessa massa corresponde a uma
classe especial de RNA, o chamado RNA ribossémico (RNAr). Existem evidéncias de que
esse RNA tem atividade catalitica na sintese de proteinas.

As subunidades dos ribossomos, assim como as moléculas de RNAr, sédo designadas
pelo seu coeficiente de sedimenta¢éo, expresso em unidades Svdeberg (S).

Atualmente, ha evidéncias de que o RNAr interage com 0 RNAm ou RNAt em cada um
dos estégios da traducéo, e que, de fato, diversas proteinas sdo necessérias.



Figura 7. Representacdo esquemética de
rbossomos. A esquerda, modelos
tridimensionais das subunidades de um
ribossomo bacteriano observadas de dois
angulos diferentes: (a) subunidade menor,
(b) subunidade maior, e (c) subunidades
reunidas. A direita, modelo ampliado
mostrando a posicdo do RNAm e da cadeia
polipeptidica sendo sintetizada.
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O CODIGO GENETICO

Regina Célila Mingroni Netto, Eliana Maria Beluzzo Dessen, José Mariano Amabis

Sistema de codificacdo genética

Cdédigo genético € o conjunto de regras que governa a relagdo entre a sequéncia de
nucleotideos no DNA e a ordem dos aminoéacidos nas proteinas. E nessa relacdo que reside a
esséncia da expressao génica e a decifracdo do cddigo genético foi realmente um importante
marco na histéria da Biologia.

Cddigo é definido como "um sistema de simbolos (letras, nUmeros ou palavras) usado
para representar um certo significado pré-estabelecido, as vezes secreto". Por exemplo, o
codigo Morse internacional € constituido por pontos, barras e espacos. Para quem n&o
conhece o cédigo, os pontos e barras ndo tém o menor significado, mas conhecendo-se as
regras do cédigo, os pontos e barras podem ser facilmente convertidos em frases.

O cédigo genético permite a célula converter seqiiéncias de bases do DNA em cadeias
polipeptidicas.

A unidade do codigo genético

Existem 20 diferentes aminoacidos que devem ser especificados durante o processo de
sintese de proteinas por algum tipo de combinacdo das quatro diferentes bases existentes no
DNA. Quantas bases devem ser utilizadas para construir um codigo que permita que os 20
aminoacidos diferentes sejam especificados?

Se as palavras desse codigo tivessem uma base, apenas quatro aminoacidos seriam
especificados. Um codigo baseado em conjuntos de duas bases permitiria 16 combinacdes
diferentes. Ja um cédigo baseado em trincas de bases permitiria 64 combinacdes distintas de
bases, 0 que seria suficiente para determinar os 20 aminoacidos. Como os sistemas celulares
sdo geralmente econdmicos, um cddigo baseado em quatro letras seria muito improvavel, pois
permitiria 256 combinacdes diferentes. Assim, um codigo baseado em trincas seria a situagdo
mais razoavel. Contudo, ainda fica a seguinte pergunta: Como séao lidas essas trincas? Uma
apos a outra ou uma mesma base pode fazer parte de trés trincas adjacentes? Nesta segunda
opcao diriamos que o codigo é sobreposto. (Fig.8)

Em um cédigo sobreposto, cada base do DNA participaria da codificacdo de dois ou
trés aminoacidos. Este tipo de cddigo imporia severas restricdes sobre as sequéncias de
aminoacidos das proteinas. Assim, por exemplo, um aminoacido cujo cédigo fosse CAG néo
poderia ser seguido por um outro cujo cédigo tivesse como primeira base um T ou um C

Figura 8. Comparagdo entre codigos de trés letras
sobreposto e nédo-sobreposto. No cddigo nédo-sobreposto, a
proteina é traduzida por cédons que ndo compartilham
nenhum nucleotideo. Ja no cédigo sobreposto, cada cédon
compartilha um ou mais nucleotideos, dependendo do grau
de sobreposicdo, com os codons vizinhos.
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porque, por definicdo, a primeira base do proximo aminodcido teria que ser A ou G,
dependendo da extensédo da sobreposicao.

Brenner, na década de 60, foi o primeiro a propor que o cédigo ndo era sobreposto, isto
€, que cada base participaria na codificacdo de um Gnico aminoécido.

Também devemos considerar que se o codigo fosse sobreposto, toda vez que uma
base fosse alterada na molécula do DNA, um, dois ou trés amino&cidos seriam alterados na
proteina mutante. A evidéncia genética, contudo, ndo falava a favor dessa hip6tese. Em
estudos sobre mutag6es no virus do mosaico do tabaco (TMV), a substituicdo de um Unico
nucleotideo no genoma viral resultava geralmente na alteracdo de um Unico amino4cido na
capsula protéica do virus, e ndo na alteracédo simultaneamente de trés aminoacidos, como seria
esperado se o nucleotideo alterado fizesse parte de trés cddons ao mesmo tempo.

A Natureza triplice do cédigo

Quando Benzer estava trabalhando no sistema rll do fago T4, ele verificou que os
individuos com mutacdo de ponto revertiam muito freqiientemente para o tipo selvagem. Ele
poderia ter pensado que este fato seria devido a reversdo da mutacdo original que resultaria
novamente na seqiéncia de bases do tipo selvagem. Isso é verdadeiro para a maioria das
reversodes, no entanto, mutagdes reversas ndo constituem a Unica maneira pela qual individuos
com mutagdes de ponto no loco rll podem reverter ao tipo selvagem. Foi verificado que, em
alguns casos, os revertidos carregavam uma segunda mutacdo ocorrida nas proximidades da
mutacéo original. As duas mutacdes juntas eram responsaveis pela producado de um fendtipo
selvagem, isto €, a segunda mutacdo suprimia o efeito da primeira e foi, por este fato,
denominada mutacgado supressora.

Crick e Brenner, em 1961, aproveitaram essas muta¢des supressoras para provar que
o cadigo genético era realmente composto por trincas, oito anos apos a idéia ter sido proposta.
Eles foram capazes também de demonstrar que a seqiiéncia de bases do DNA era lida a partir
de um determinado ponto, trinca por trinca, de maneira ndo sobreposta. Isto significava que
cada mensagem genética tinha uma estrutura de leitura fixa que poderia ser alterada pela
adicdo ou remoc¢do de uma Unica base. O polipeptidio especificado pela mensagem conteria
aminodcidos incorretos a partir do ponto em que a base foi adicionada ou removida. Um
aspecto que deve ser ressaltado é o fato destas mutac¢des terem sido induzidas por corantes
do tipo acridina, que causam insergdo ou deficiéncia de bases na seqiiéncia de nucleotidios do
DNA.

Crick e Brenner assumiram que se uma mutacdo fosse uma insercdo de apenas uma
base no DNA da regido rll (representada por um sinal +), a sua supressora deveria ser uma
delecdo (representada por sinal -). Assim, se a sequéncia de bases do DNA estivesse sendo
lida trinca por trinca (da esquerda para a direita), comecando de um ponto determinado, a
insercdo de uma base determina que todas as trincas a direita da mutacao fossem lidas de
maneira diferente do original; esta seria, portanto, uma mutacéo do tipo mudanca do quadro
de leitura. Geralmente, isto resultaria num polipeptidio ndo funcional. Para compreender
melhor os efeitos de uma mutagéo que afeta o quadro de leitura, observe esta frase em inglés
constituida por palavras de apenas trés letras:

THE FAT CAT ATE THE BIG RAT
Deletando C C

THE FAT ATATET HEB IGR AT
Inserindo A: A

THE FAT ATA ATE THE BIG RAT

A insercé@o suprime o efeito da delecdo pois restaura a fase de leitura. Mas sozinha,
uma insercao também perturbaria completamente o sentido da frase:
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Inserindo A: A

THE FAT CAT AAT ETH EBI GRAT

Assim, a leitura correta das trincas seria interrompida apés uma mutacéo (+), sendo,
entretanto, restabelecida apos uma mutacéo (-). Se a regido alterada entre as duas mutagdes
nao for critica, o polipeptideo pode ser funcional.

Mutacdes supressoras estdo sempre proximas das mutacdes que elas suprimem, uma
vez que é pouco provavel que um polipeptideo contendo grande nimero de aminoacidos
alterados permaneca funcional. Caso tivéssemos uma segunda mutagéo de sinal (+) ela ndo
teria suprimido a mutacéo (-) e ndo haveria reverséo para o tipo selvagem.

Considere a seguinte seqiiéncia de bases:

CAT CAT CAT CAT CAT CAT CATC...

a. Note como a insercédo de uma base altera a sequiéncia:
Insercdo de um G:

G
CAT CAGTCATCATCATCATCATC...

b. Note como a insercdo de uma segunda base qualquer mantém a seqiiéncia alterada:
Insercdo de um A:

A
CAT CAG TCATAC ATC ATC ATC ATC...

A natureza triplice do cddigo somente foi demonstrada quando foram obtidos mutantes
contendo trés mutacdes do tipo inser¢bes ou trés deficiéncias, pois esses mutantes triplos
tinham o fendtipo selvagem. Este resultado s6 seria possivel se o cddigo fosse lido em trincas,
pois somente neste caso a ordem correta da leitura seria restabelecida apds trés alteracfes de
mesmo sinal.

c. Note como a insercao de uma terceira base qualquer restabelece a seqiiéncia original:

Insercdo de um T:
T
CAT CAG TCA TAC TAT CAT CAT CAT C...

Os experimentos revelaram também a impossibilidade de apenas 20 dos 64 codons
possiveis serem usados para especificar aminoacidos. Neste caso, 44 cOdons ndo teriam
sentido, isto €, ndo corresponderiam a aminoacidos. Se isso fosse verdadeiro, um destes
c6dons sem sentido deveria muito provavelmente aparecer entre uma insercdo e sua
deficiéncia supressora, determinando a terminacao da cadeia polipeptidica antes que a leitura
correta fosse restabelecida. Em outras palavras, estes estudos ja sugeriam que, como veremos
em breve, o cddigo genético era degenerado.

Dizer que o cbdigo genético € degenerado significa que mais de um tipo de trinca de
bases pode determinar o mesmo aminoacido na cadeia polipeptidica.
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segunda base do cédon
L] C A G

000 phe |UCT ger |UAD tyr OGO cy=s | 0O

T 00C phe |OCC ser |UAC teor |UGC cy=s | C
g OOA leu |UCA ser AR + TGA + Al
\'E U0G leu |OCG ger [UAG ¥ TGE trp | &G :::
0
o COO leu |CCTU pro|CATD his |CGO arg | O E
_g c COC leu |CCC pro |CAC his |CGC arg | C |
COA leu |CCA pro|CAA gln |[CGA arg| A o
$ COG leu |COG pro |CAG gln |CGG arg | & E'

o

e AT ile |ACT thr |JAAD asn |[AGO ser | O E
o AOC ile JACC thr |JAAC asn |AGC ser | C o
"__': A ATA ile |ACA thr JAAA lys|AGA arg|A | O
g ADG met |ACG thr |[AAG 1ys |AGG arg | G | n
Or
'ﬂ GOU wval |GCT ala |GAT asp |GGU gly | O g-
. GOC wval |¢CC ala|GAC asp |[¢6C gly|C |3

G GUA val |GCA ala|GAA glu |[¢GA gly | A

GOG val |¢CG ala |GAG glu |GG gly | &

Tabela 1. Cddigo genético: correspondéncia de trios 5’ - 3' de RNAm (codons) e residuos de
aminoacidos na cadeia polipeptidica. O asterisco indica codons de parada de leitura ou
terminadores.

O CODIGO "IN VIVO"

Os detalhes do cédigo que foram demonstrados pelos experimentos in vitro sao
verdadeiros in vivo? Eles se aplicam aos organismos superiores, ja que todos os trabalhos
foram realizados com bactérias e fagos?

Hoje esta largamente demonstrado que o cddigo genético é universal. Na verdade, a
universalidade do cddigo pode ser considerada em diversos niveis. Assim, estudos sobre a
sequéncia de bases do fago R17 mostraram que AUG é realmente o codon inicial desse virus e
que isso também é verdadeiro para leveduras e mamiferos. As observacdes sobre substituicao
de amino&cidos em mutantes de organismos téo diferentes como virus do mosaico do tabaco,
levedura e homem sao compativeis com o cédigo estabelecido para E. coli.

Em extratos de E. coli contendo todo o material necessario para a transcricdo e
traducéo, péde ser sintetizada in vitro a proteina do virus da poéliomielite. RNA mensageiro para
hemoglobina de coelho, pdde ser traduzido em células de sapo, originando hemoglobina de
coelho.

A universalidade do coédigo genético sugere que ele deve ter sido estabelecido muito
cedo na evolugéo.

As excec¢bes a universalidade do codigo séo raras e geralmente envolvem cédons de
parada. Por exemplo, em micoplasma, UGA codifica para triptofano e em certas espécies de
ciliados UAA e UAG codificam para glutamina. As principais alteracdes do cédigo ocorreram
nos DNAs mitocondriais. Isto deve ter sido possivel porque a mitocondria € um sistema
relativamente fechado, responséavel pela sintese de poucas proteinas. A maioria das alteracdes
envolve os cédons de parada, mas trocas no significado de alguns aminoacidos sao também
observadas, como podemos observar na tabela a sequir.

OS EFEITOS DAS MUTAGOES

Muitas muta¢bes acarretam mudancas na seqiiéncia de nucleotideos que nédo afetam o
funcionamento do material genético dos organismos. Isso ocorre porque sdo mutacles
silenciosas que ocorrem no DNA intergénico e nos componentes nao codificantes dos genes
como, por exemplo, nos introns. Em outras palavras, a maior parte dos genomas pode sofrer



45

mutacdes sem qualquer efeito significativo no seu funcionamento. J& as mutacdes em regifes
codificantes dos genes tém maior importancia. As conseqiéncias das muta¢bes de ponto que
afetam a seqliéncia de um c6don podem ser:

a) A mutacdo pode ser sinbnima, isto €, o novo codon especifica 0 mesmo aminoacido do
cédon ndo mutado. A mutacdo sinbnima é uma mutacdo silenciosa porque o gene mutado
codifica para a mesma proteina codificada pelo gene ndo mutado, por causa da degeneragdo
do codigo genético.

b) A mutacdo pode ser ndo sindnima, isto é, ela gera um novo cédon que especifica um
aminoacido diferente. A proteina codificada pelo gene mutado tera, portanto, um aminoacido
diferente. Frequentemente, isto ndo afeta a atividade bioldgica da proteina porque estas sé@o
capazes de tolerar certas mudangas em sua estrutura sem perda de sua funcdo. Contudo,
alteracbes de aminoacidos no sitio ativo de uma enzima tém um impacto maior e podem levar a
perda de funcdo da proteina. Uma alteracdo ndo sindnima é também chamada de mutacao de
sentido errado (missense).

¢) A mutacdo pode converter o codon que especifica um aminoacido em um cédon de parada
(nonsense). Essa mutacdo sem sentido produz uma proteina menor porque a tradugdo
interrompe-se no codon mutado. (do RNA mensageiro). O efeito desta mutacdo sobre a
proteina dependerd do que foi perdido. Em geral, mutaces desse tipo resultam em uma
proteina nao funcional.

d) A mutagdo pode converter um cédon de término de tradugdo em um cédon que especifica
um aminoacido. Isto resultara em uma proteina com aminoacidos adicionais. As proteinas
poderiam tolerar estas mudangas sem o comprometimento de sua atividade bioldgica. No
entanto, dependendo do numero de aminoacidos adicionais, isto pode afetar a estrutura
tridimensional da proteina, afetando sua funcéo.

Como ja estudamos, insercBes e delecBes também podem afetar os genes. Se o
namero de nucleotideos perdidos ou inseridos for trés (ou mdltiplo de trés) um (ou mais
coédons) é perdido ou adicionado produzindo efeitos variados sobre a estrutura da proteina
codificada pelo gene. Se o niumero de nucleotideos perdidos ou inseridos ndo for trés ou
multiplo de trés, havera mudanca no quadro de leitura. Isto significa que todos os cédons a
jusante (a 3') da mutacado terdo um quadro de leitura diferente daquele do gene ndo mutado.
Isto resulta em alteragcéo significativa na estrutura da proteina, ja que parte do polipeptideo
codificado pelo gene mutado ter4d uma sequéncia de aminodcidos diferente do polipeptideo
codificado pelo gene normal.

Os efeitos de mutacBes que ocorrem em regifes ndo codificantes do genoma sdo mais
dificeis de serem previstos. Sitios no DNA de ligacéo a proteinas sdo susceptiveis a mutacées
de ponto, inser¢fes e dele¢cdes que podem alterar a seqiiéncia de nucleotideos envolvidos em
interacdes DNA-proteina. Estas mutacdes poderiam inativar promotores ou seqiéncias
reguladoras da expresséo génica. Origens de replicacdo também poderiam perder a funcéo se
as mutacdes afetassem sitios relevantes para a ligacdo a outras proteinas envolvidas em
complexos protéicos que participam da replicacdo do DNA.

Mutacdes também podem ocorrer em introns ou nos limites entre introns e exons.
Nestas regides, mutacdes serdo importantes se afetarem nucleotideos envolvidos em
interages RNA-RNA ou RNA-proteina que ocorrem no processo de splicing. Um resultado
possivel destas mutacdes € o de que o intron ndo seja removido do pré-RNA mensageiro.
Consegiientemente, isto equivaleria a inser¢do de novos cédons, modificando o polipeptideo
traduzido.

Efeitos das mutacdes em microorganismos
Os efeitos das mutagBes em microorganismos podem ser descritos com base nas

propriedades de crescimento dos mutantes em diferentes meios de cultura. Assim, eles podem
ser enquadrados nas seguintes categorias:
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a) Mutantes auxotréficos crescem apenas quando suplementados com um nutriente que néo
€ necessario para a célula ndo mutada (prototrofica). Por exemplo, E. coli sintetiza
normalmente seu proprio triptofano, gracas as enzimas codificadas por cinco genes
pertencentes ao operon triptofano. Bactérias que apresentem mutacdes nestes genes que
levem a falta do aminoacido serdo mutantes auxotréficos. Neste caso, 0 mutante ndo sobrevive
em um meio de cultura ndo suplementado com triptofano.

b) Mutantes letais-condicionais sdo mutantes que nao resistem a determinadas condi¢fes de
crescimento. Quando crescidos em condi¢gdes normais (permissivas), eles parecem normais.
Entretanto, se transferidos a condic¢des restritivas, seu fenétipo anormal se manifesta. Mutantes
sensiveis a temperatura sdo exemplos tipicos de mutantes letais-condicionais. Eles crescem
como células selvagens sob temperatura normal mas crescem mal, ou ndo crescem, quando a
temperatura sobe acima de um limiar que pode variar para cada mutante.

¢) Mutantes resistentes a inibidores podem resistir aos efeitos téxicos de um antibiético ou
de outro inibidor. Em alguns casos, a mutacdo modifica a estrutura da proteina que interage
com o inibidor. Neste caso, o inibidor perde sua fungédo porque ja ndo pode interagir com a
proteina alvo. Em outros casos, a mutacéo altera a proteina responsavel pelo transporte do
inibidor ao interior da célula.

d) Mutantes de regulagc@o possuem promotores ou outras seqiiéncias reguladoras alteradas.
Nesta categoria estdo 0s mutantes constitutivos, aqueles que expressam continuamente genes
gue, normalmente, estao ativos apenas em certas condi¢cdes. Esses mutantes serdo estudados
posteriormente.

Os efeitos das mutac¢des nos organismos pluricelulares

O primeiro ponto a ser considerado neste caso refere-se a importancia de uma
mutacdo para uma célula somética e para um gameta. Como a célula somatica ndo transmitird
a coOpia de seu material genético para a proxima gera¢do, uma mutacdo em uma célula
somatica é importante para o organismo apenas no momento em que ela ocorre, isto é, ela ndo
tem impacto nas demais geracfes. Na verdade, a maioria das muta¢cdes somaticas ndo é
significativa mesmo que elas produzam a morte celular porque havera um nliimero enorme de
células idénticas no mesmo tecido. Uma excecédo seria quando uma mutacdo afeta uma célula
gue, por sua vez, traz dano ao organismo ao induzir, por exemplo, a formacéo de um tumor.

Mutacdes nas células que originam os gametas sdo mais importantes, pois elas serdo
transmitidas aos organismos da geragdo seguinte e, portanto, estardo presentes em todas as
células dos organismos que herdaram a mutagdo. A maioria das mutagcdes nos gametas sejam
as silenciosas ou as que ocorrem em regides codificantes, ndo alterara significativamente o
fenotipo dos organismos portadores das mesmas. Aquelas que o fazem podem ser divididas
em duas categorias:

a) MutacBes de perda de funcdo que reduzem ou anulam a atividade protéica: A maioria
dessas mutagBes que levam a perda de funcdo séo recessivas, ja que o heterozigoto portara
uma versao ndo mutada do gene que codifica para uma proteina funcional. Desta forma, a
versdo normal do gene compensa o efeito da mutacdo. Existem, no entanto, exce¢des nas
quais a mutacdo de perda de funcdo pode agir como dominante se o produto do gene for
realmente necessario em dose dupla.

b) Mutacdes de ganho de funcdo s&do menos comuns: Elas podem residir em regifes
reguladoras do gene e ndo necessariamente em regides codificantes. Neste caso, a mutacéo
poderia levar a expressdo de um ou mais genes em tecidos onde eles normalmente ndo se
expressam. Alternativamente, a mutagcdo poderia levar a expressdo exagerada de um gene, ou
ainda a expressao de um produto génico com fungdes distintas do produto original.
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A SINTESE DE PROTEINAS

Regina Célia Mingroni Netto, Eliana Maria Beluzzo Dessen, José Mariano Amabis
(apostila disciplina Bio-211 Biologia Molecular)

O RNA e a sintese de proteinas

As proteinas constituem mais da metade da massa seca total de uma célula e sua
sintese tem uma importancia fundamental para a manutencdo e o crescimento celulares. A
sintese de proteinas ocorre nos ribossomos e envolve varios tipos de moléculas de RNA que
atuam nas diversas etapas do processo. Inicialmente, uma molécula de RNA mensageiro deve
ser sintetizada a partir de uma das cadeias do DNA que codifica para a proteina. No
citoplasma, moléculas de cada um dos 20 aminoacidos que entram na composi¢cdo das
proteinas devem se unir a seus respectivos RNA transportadores. As subunidades
ribossémicas que promoverdo a sintese devem se associar com proteinas auxiliadoras no
processo.

A sintese de proteinas tem inicio quando todos os componentes mencionados acima,
ou seja, um RNA mensageiro, um dos RNA transportadores e as subunidades de um
ribossomo se retinem para formar um ribossomo funcional. Cada ribossomo percorre, entéo, a
molécula de RNAm traduzindo a seqiiéncia de cédons em uma seqiéncia de aminoacidos.
Vejamos agora, em detalhe, cada uma dessas etapas.

O papel do RNAt

As moléculas de RNAt atuam como adaptadores no processo de sintese de proteinas,
uma vez que elas definem a posi¢do dos aminoacidos de acordo com a seqiiéncia de bases do
RNA mensageiro. Essa caracteristica dos RNAt se deve ao fato deles terem duas regifes de
ligacdo em sua molécula, uma onde se liga covalentemente um amino&cido especifico e outra,
0 anticédon, por meio da qual se ligam ao cédon do RNAm, por meio de pontes de hidrogénio.

A ligagdo de um RNAt com seu amino4cido especifico é catalisada por uma enzima
chamada sintetase do aminoacil-RNAt. A atuacdo dessa enzima se da em duas etapas.
Primeiramente, os aminoacidos reagem com ATP para formar um aminoacil-adenilato. A
energia para essa reacao € fornecida pela clivagem da ligagdo altamente energética do ATP,
com liberacao de pirofosfato. Essa etapa é conhecida como ativacdo do aminoacido. Em uma
segunda etapa, 0 aminoacido ativado reage com o RNAt, liberando uma molécula de AMP. A
ligacdo do aminoacido com o RNAt se dé& entre o grupo carboxila do aminoacido e um carbono
2' ou 3' da ribose do ultimo ribonucleotideo da extremidade 3' do RNAt, o qual contém sempre
a base adenina (Fig. 9).

Existem pelo menos vinte tipos diferentes de aminoacil-sintetases, uma para cada tipo
de aminoacido. Cada uma reconhece um (nico aminodcido e catalisa sua unido a um dos
RNAts correspondente a esse aminoacido. Lembre-se que pode existir mais de um tipo de
RNAt para um mesmo aminoacido.

Um RNAt é denominado de acordo com o aminoacido ao qual ele se liga. Por exemplo,
0 RNAt que se liga ao aminoacido alanina é chamado RNAt A2 Um aminoacil-RNAt carregando
um aminoacido especifico € designado pela abreviatura do aminoacido colocada antes de sua
sigla; por exemplo, o RNAt Ala ligado a seu aminoé&cido é chamado Ala-RNAt.
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Figura 9. Representagcdo esquematica das
reagdes de ativagdo de um aminoacido e de sua
ligagdo ao RNA t, as quais sdo catalisadas por
enzimas denominadas sintetase do aminoacil-
RNAL.

O papel do RNAm e dos ribossomos

O processo da sintese de proteinas € comparavel a uma linha de montagem, na qual o
ribossomo vai deslizando sobre 0 RNA mensageiro e os aminoacidos, trazidos pelos RNAt, vao
sendo encaixados em seus respectivos lugares, de acordo com a seqiiéncia de bases do
RNAm.

O ribossomo é um pacote complexo de moléculas de proteina e de RNA, as quais
formam sitios cataliticos com funcbes especializadas. Varios fatores acessoérios participam,
juntamente com o ribossomo, da sintese de proteinas e a energia para a movimentacao do
ribossomo é fornecida pela hidrélise de GTP.

Um ribossomo possui um sitio para a ligagdo do RNA mensageiro e trés sitios para a
ligacdo de RNA transportadores. Os sitios onde se ligam os RNA transportadores séo
denominados: sitio P, sitio A e sitio E (Fig. 10).

Figura 10. Representacédo esquematica dos sitios de ligagdo dos RNAs no ribossomo. As setas indicam que os RNAts
e 0 RNAm se movem através do ribossomo em um mesmo sentido.
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O sitio P, ou sitio de ligagdo do peptidil-RNAt, € onde se associa a molécula de RNAt
ligada a extremidade do polipeptideo em crescimento. O sitio A, ou sitio de entrada do
aminoacil-RNAt, € onde se associa 0 RNAt recém-chegado ao ribossomo e que trds o
aminoacido a ser incorporado na cadeia polipeptidica em crescimento. O sitio E (do inglés exit),
ou sitio de saida, € ocupado transitoriamente pelo RNAt livre de aminoacido que acabou de
sair do sitio P e que est4, portanto, saindo do ribossomo. Enquanto o sitio E est4 ocupado, a
afinidade do sitio A fica muito reduzida, impedindo assim que um novo aminoacil-RNAt entre no
ribossomo antes que ele esteja pronto para recebé-lo. Assim, o caminho do RNAt no ribossomo
se da na seguinte seqiiéncia: ele entra no sitio A, passa para o sitio P e finalmente deixa o
ribossomo pelo sitio E.

Cada ribossomo apresenta um segmento da cadeia polipeptidica em processo de
sintese, com comprimento correspondente ao segmento de RNAm ja traduzido por ele. Essa
cadeia polipeptidica em formacado costuma ser chamada de proteina nascente.

Em geral, sobre uma molécula de RNA mensageiro, sdo encontrados varios
ribossomos, cada um deles com um fragmento de proteina nascente. Se olhassemos da
extremidade 5' para a 3' do RNA mensageiro, veriamos 0s ribossomos a ele associados
apresentando proteinas nascentes progressivamente maiores, pois 0s ribossomos mais
préximos da extremidade 3' estariam mais préximos do fim da sintese do polipeptideo. A esta
estrutura formada por uma molécula de RNA mensageiro associada a varios ribossomos da-se
0 nome de polissomo.

O tamanho de um polissomo depende tanto do comprimento do RNAmM quanto da
eficiéncia com o que o ribossomo é capaz de se ligar ao mensageiro para iniciar a traducgéo.
Em bactérias, os polissomos contém, em geral, dezenas de ribossomos e podem ser
encontrados associados ao DNA. Isso ocorre porque em bactérias, a tradugdo e a transcricdo
sdo acopladas, ou seja, 0s RNAmM comecam a ser traduzidos antes do término de sua sintese.

Nos eucariontes, os polissomos apresentam em média 8 ribossomos e sédo
encontrados no citoplasma, livres no citossol ou presos as paredes do reticulo endoplasmatico.

Podemos ter uma idéia da atividade de sintese de proteina em uma célula examinando
0 numero de alguns elementos envolvidos nesse processo em uma bactéria, por exemplo. A
célula de Escherichia coli possui cerca de 20 mil ribossomos, que constituem um quarto da
massa total da célula, cerca de 3 mil copias de cada tipo de RNAt e por volta de 1500
moléculas de RNAm.

O processo de sintese de proteinas costuma ser dividido em trés etapas: iniciacao,
elongacdo e terminagéao.

A iniciac@o consiste nas reacdes que precedem o inicio da formacdo do peptideo,
portanto, € a etapa que ocorre antes da unido dos primeiros aminoacidos. Ela consiste na
ligacdo do ribossomo ao RNAm formando um complexo de iniciagdo que contém o primeiro
aminoacil-RNAt (o da N-formilmetionina em bactérias). A iniciacdo é uma etapa demorada e
pode ser decisiva na determinacao da freqiiéncia com que um mensageiro sera traduzido.

A elongacdo compreende todas as reagBes que ocorrem desde a formacdo da
primeira ligagdo peptidica até a incorporacao do ultimo aminoacido do peptideo, sendo a etapa
mais rapida da sintese de proteinas. Em bactérias, sdo adicionados cerca de 15 aminoacidos
por segundo a cadeia polipeptidica em crescimento, de modo que a sintese de um polipeptideo
com 300 aminodcidos leva cerca de 20 segundos. Em eucariontes, a velocidade é menor, sédo
adicionados cerca de 2 aminoacidos por segundo.

A terminagcdo compreende 0s processos necessarios a liberacdo do polipeptideo
pronto. Nesta etapa, o ribossomo se dissocia do RNAm.

ETAPAS DA SINTESE DE PROTEINAS

Apesar de muito semelhante nos aspectos gerais, a sintese de proteinas difere entre
células procaridticas e células eucariéticas. As principais diferengas sédo observadas na etapa
de inicia¢&@o do processo.
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Ainiciacdo datraducdo em procariontes

Em E. coli, o processo de iniciacdo da traducdo requer a presenca de uma subunidade
menor do ribossomo (30S), um RNAt especial iniciador da traducdo, uma molécula de RNAm e
trés fatores protéicos de iniciagao.

Inicialmente uma subunidade ribossomal 30S livre associa-se a um RNA mensageiro. A
formacao desse complexo depende da interagdo de bases entre uma seqiiéncia do RNAr 16S
e uma regido especial do RNAm, conhecida como seqiiéncia de Shine-Dalgarno. Essa
sequéncia corresponde a um consenso de 6 bases localizado sete nucleotideos acima do
codon de iniciagdo AUG. A regido do RNAm que compreende a seqiiéncia de Shine-Dalgarno
e que interage com o ribossomo no processo de iniciagdo € denominada sitio de ligagcédo do
ribossomo e compreende cerca de 40 nucleotideos.

Em seguida, um RNAt especial, o RNAt-""* (da N-formilmetionina, associado a um fator
de traducdo, combina-se ao complexo formado pela subunidade do ribossomo 30S e pelo
RNAm. O passo final da iniciacdo € a associacdo da subunidade maior do ribossomo para
construir um ribossomo completo.

A adicdo da subunidade maior do ribossomo posiciona 0 RNAt- no sitio P do
ribossomo completo. Este é o Unico RNAt bacteriano capaz de entrar no sitio P diretamente,
sem ter que passar pelo sitio A, como acontece com os demais RNA transportadores. Com o
RNAt inciador no sitio P, o sitio A fica posicionado no segundo cdédon do mensageiro e ira
determinar qual aminoacil-RNAt sera incorporado nessa posi¢ao.

fMet

A iniciacdo da traducdo em eucariontes

A iniciagdo da traducdo em eucariontes é mais complexa que nos procariontes e
envolve diversos fatores de iniciagcdo e ndo sera tratada aqui.

A elongacéo da cadeia polipeptidica

O processo da elongagdo da cadeia polipeptidica € basicamente o mesmo em
procariontes e eucariontes. A adigcdo de um aminoacido novo a cadeia em crescimento ocorre
em trés etapas: (1) ligacdo de um aminoacil-RNAt ao sitio A do ribossomo; (2) transferéncia da
cadeia polipeptidica em crescimento do sitio P para o sitio A através da ligagdo peptidica com o
aminoacido recém-chegado e (3) translocacéo do ribossomo ao longo do RNAm, transferindo o
novo peptidil-RNAt do sitio A para o sitio P, com posicionamento do préximo coédon a ser
traduzido no sitio A. Durante a terceira etapa, 0 RNAt descarregado é translocado para o sitio
E. Esses trés passos sdo repetidos de maneira ciclica e varios fatores sdo importantes nesses
processos.

Na primeira etapa, o aminoacil RNAt se liga ao sitio A e sua especificidade é
determinada pelo c6don do RNAm ali posicionado. Os trés nucleotideos do anticodon devem
emparelhar com os trés nucleotideos do cédon.

A formagdo de uma ligagéo peptidica no ribossomo consome pelo menos 3 ligacdes
fosfato de alta energia: uma para carrregar o RNAt com seu aminoacido especifico (aminoacil-
sintetase), outra para ligar o aminoacil-RNAt ao sitio A do ribossomo na primeira etapa e a
terceira é gasta no movimentos de translocacéo do ribossomo.

O processo de elongacado de um peptideo é muito rapido. Na E. coli, as trés etapas que
culminam com a adi¢do de um Unico aminod&cido leva cerca de 0,05 segundos. Logo, a sintese
de um peptideo contendo 300 aminoacidos leva apenas 15 segundos. Considerando a sua
complexidade e especificidade, a rapidez do processo de traducéo é surpreendente.

O término da traducgéo

Como ja vimos, existem trés cdédons do cddigo genético que ndo codificam
aminoacidos (UAG, UAA e UGA), sendo usados como sinais de término da sintese da cadeia
polipeptidica. Em bactérias, o cddon UAA é o cddon de terminagdo mais utilizado, e UGA é
mais usado que UAG.

Nenhum dos codons de terminagdo tem um RNAt correspondente, eles sé&o
reconhecidos diretamente por fatores protéicos. Em E. coli, os fatores que catalisam a
terminagdo sdo denominados RFs (do inglés release factors). RF-1 reconhece o cddon UAA e
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UAG, e RF-2 reconhece os codons UGA e UAA. Esses fatores entram no sitio A do ribossomo,
guando este sitio se posiciona sobre um codon de terminacdo. Eles também requerem a
presencga de um peptidil-RNAt no sitio P para agir. Nos eucariontes, existe apenas um fator de
terminacdo, o chamado eRF. Para o eRF se ligar ao ribossomo é necesséario GTP, que
provavelmente é clivado apos a conclusdo da etapa de terminagdo. A reacdo de terminagdo
consiste na liberacéo do polipeptideo pronto do RNAt, expulsdo do ultimo RNAt do ribossomo e
dissociacdo do ribossomo do RNAm.

QUADROS DE LEITURA DO RNA MENSAGEIRO

Dada uma sequéncia de bases do DNA ela pode ser lida teoricamente em trés quadros
de leitura, um comecando na primeira base, outro na segunda base e outro na terceira base;
uma leitura a partir da quarta base repete o primeiro quadro e assim por diante.

Um quadro de leitura formado exclusivamente por trincas que significam aminoacidos é
chamado de quadro de leitura aberto ou ORF (do inglés open reading frame). Um quadro de
leitura que ndo pode ser traduzido, porque é interrompido por um cddon de terminacao, é dito
blogueado. Se uma certa seqiiéncia de DNA esta bloqueada nos seus trés quadros de leitura
possiveis, ela ndo pode ter funcéo de codificar proteina.

Uma seqliéncia que é traduzida em proteina tem um quadro de leitura que comeca
sempre com um codon de iniciacdo e se extende por uma série de codons sucessivos que
significam aminoécidos, até atingir um cédon de terminacéo.

A identificacdo de um quadro de leitura aberto em uma seqiiéncia de DNA n&o significa
obrigatoriamente que tal sequiéncia seja traduzida em proteina até que tal fato seja
efetivamente demonstrado pela identificagdo do seu produto protéico (Fig. 11).

Figura 11. Resumo da organizagdo da informagao genética na molécula de DNA. Uma molécula de DNA é uma dupla
hélice formada por duas cadeias polinucleotidicas. A informacéo encontra-se na sequiéncia de bases ao longo de uma
das cadeias (cadeia com sentido). A expressdo de um gene se da pela transcricdo de uma seqiiéncia de bases do

DNA em uma molécula de RNAm.

A transcricdo da informacdo genética em RNA e a tradugdo em proteinas sao
reguladas por sequéncias especiais de bases presentes no DNA e no RNA. Uma dessas
seqliiéncias no DNA forma o sitio de ligacdo da polimerase do RNA. Esse sitio de ligacédo
localiza-se antes do sitio de inicio de traducdo presente no RNAmM. No DNA localiza-se também
o sitio de término da transcri¢do, o qual fica além do sitio de término da tradugéo localizado no
RNAmM.
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TECNICAS QUE PERMITEM A MANIPULAGCAO DO DNA
Bio-211 Biologia Molecular — Apostila Pratica

DIGESTAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Existem varias enzimas que atuam sobre os acidos nucléicos, algumas sem
especificidade em relagdo as bases, como a DNase que degrada moléculas de DNA e a RNase
gue degrada moléculas de RNA. H& também enzimas, como as enzimas de restricdo, que
atuam de modo especifico, isto é, cortam as moléculas de DNA em locais com seqliéncias de
bases especificas. Essas enzimas diferem entre si quanto a seqiiéncia de bases do DNA que
reconhecem e cortam. As seqiiéncias de reconhecimento sdo em geral palindromicas, isto &,
possuem a mesma sequéncia de 4 ou mais nucleotideos, quando lida na direcdo 5’- 3’, em
ambas as fitas. As enzimas de restricdo cortam ambas as fitas 0 DNA sempre entre 0 mesmo
par de nucleotideos (Figura 12).
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Figura 12. Exemplos de sequiéncias de nucleotideos que sdo reconhecidas e cortadas por enzmas de restricdo. As
seqliéncias sédo palindémicas, isto é, a seqiiéncia de nucleotideos é a mesma se a hélice for girada 180 graus ao redot
do centro do segmento. As enzimas cortam as duas fitas do DNA dentro do sitio de reconhecimento. Para algumas
enzimas como Hpal, o corte produz extremidade em fundo cego, para outras, como EcoRlI, Hindlll e Pstl, o corte produz
extremidade assimétricas e que sdo coesivas, ou seja, podem ser reunidas novamente e recompor a dupla-hélice pot
acdo da enzima ligase.

Os fragmentos gerados pela digestdo de uma amostra de DNA com uma determinada
enzima de restricdo podem ser separados e identificados por eletroforese.

ELETROFORESE

Eletroforese é um termo geral que se refere a técnica de separagéo ou caracterizacao
de moléculas carregadas eletricamente com base em suas taxas especificas de migracdo em
um campo elétrico. O processo € geralmente realizado em uma matriz porosa de modo que as
macromoléculas possam migrar diferencialmente de acordo com sua propriedades fisicas.
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A matriz comumente usada na separacdo de moléculas de DNA com tamanhos
variando entre 100 e 30.000 pares de bases é o gel de agarose, uma forma de agar altamente
purificada. A matriz porosa do gel de agarose serve como uma peneira molecular através da
gual as moléculas movem-se com velocidades diferentes, inversamente proporcionais ao seu
tamanho. Assim, quanto menor for a molécula, maior sera a distancia que ela percorre em um
determinado periodo de tempo.

Os fragmentos de DNA migram em dire¢do ao polo positivo, uma vez que tém carga
elétrica negativa, conferida pela ionizacédo dos seus grupos fosfatos. Apds a migracéo
eletroforética, todas as moléculas de DNA de mesmo tamanho ficam agrupadas em uma
determinada regido do gel e sdo visualizadas como uma banda.

Podemos dividir o procedimento de eletroforese em quatro etapas: preparacédo do gel
de agarose, aplicacdo das amostras, eletroforese e andlise dos fragmentos separados.

A concentragdo da agarose no preparo do gel é escolhida em funcdo do tamanho dos
fragmentos que se deseja separar. Uma certa quantidade de agarose € colocada em um
volume adequado de solucdo tampé&o, de modo a se obter a concentragdo desejada. A mistura
€ aquecida para derreter a agarose e em seguida é despejada em uma bandeja. Sobre a
solucdo ainda quente na bandeja coloca-se um pente plastico que forma cavidades ou pogos
no gel quando a agarose se solidifica. Ao esfriar, a agarose constituird um gel solidificado,
formado por uma densa rede de moléculas interligadas.

As amostras de DNA sdo entdo aplicadas e a cuba contendo o gel submerso em
solucéo tampéo € conectada a uma fonte de corrente continua. A corrente elétrica gerada pela
fonte se transmite através da solucéo tampéo e faz com que as moléculas migrem em diregao
ao polo positivo, saindo do poco e penetrando no gel.

Ap0s algum tempo, quando os corantes atingem uma distancia adequada dos pocos, a
corrente é desligada e o gel é transferido para uma solu¢do contendo o corante brometo de
etideo, especifico para acido nucléico. Os corantes aplicados juntamente com a amostra de
DNA auxiliam no monitoramento do tempo de corrida.

O gel é entdo imerso em uma cuba contendo o tampéo de corrida da eletroforese e o
pente é cuidadosamente removido do gel, deixando uma série de pocos para a aplicacdo das
amostras. Antes da aplicacdo, as amostras de DNA sdo misturadas a uma solucdo densa,
contendo sacarose ou glicerol, a qual contem também um ou dois corantes que auxiliam a
monitorar o deslocamento das moléculas no gel.

O primeiro sinal de que a corrente elétrica realmente esta passando pela cuba é a
visualizagao dos produtos da eletrélise da agua, ou seja, bolhas de hidrogénio se formam no
eletrodo negativo e o gas oxigénio surge a partir do eletrodo positivo. Minutos depois é possivel
verificar que os corantes aplicados juntamente com o DNA ja estdo migrando através do gel,
em direcdo ao polo positivo. A banda que se move mais rapidamente é a do corante azul de
bromofenol, de cor mais azulada. Ela migra do mesmo modo que um fragmento de DNA com
cerca de 500 pares de bases.

A visualizacdo dos géis de agarose depende da transiluminacdo com luz ultravioleta,
que faz o brometo de etideo fluorescer com a cor laranja. Uma luz ultravioleta de comprimento
de onda entre 260-360nm emite luz na amplitude 6tima para iluminar os géis corados com
brometo de etideo.

As fotografias obtidas a partir dos géis de agarose sdo muito importantes como registro
dos experimentos realizados e indispensaveis para a interpretacao posterior dos mesmos. Uma
camara Polaroid é utilizada para fotografar os géis colocados sobre um transiluminador de
ultravioleta.

Moléculas lineares de DNA migram em matrizes porosas (géis) submetidas a
eletroforese, em taxas que s&o inversamente proporcionais ao log,; de seus pesos
moleculares. O tamanho de um fragmento de interesse pode entdo ser determinado
comparando sua mobilidade com moléculas padrdes de tamanho conhecido. Assim sendo,
entre as amostras aplicadas em um gel, pelo menos uma das raias deve conter uma série de
fragmentos de tamanho conhecido de modo a permitira a construgdo de uma curva padréo que
permitira a estimativa de tamanhos de fragmentos desconhecidos. O marcador mais
amplamente utilizado é o DNA do fago lambda () digerido com a enzima Hind lll, pois fornece
uma gama de fragmentos que variam entre 23.130 e 564 pares de bases (Veja raias 1 e 8 da
figura apresentada na Pratica 3).
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SOUTHERN BLOT

A hibridacdo de DNA pela técnica de “Southern” permite a visualizagédo de fragmentos
especificos de DNA entre todos os fragmentos que compdem um genoma complexo. Nessa
técnica, o DNA gendmico € digerido por uma ou mais enzimas de restricdo e os fragmentos
resultantes sdo separados por eletroforese. O DNA presente nas amostras € desnaturado por
imersdo do gel em uma solugédo com pH superior a 10,5 e, em seguida, os fragmentos de DNA
sdo entdo transferidos do gel para uma membrana. Em seguida a membrana é exposta a uma
solucéo contendo uma sonda, ou seja, uma molécula de acido nucléico de fita simples, que
tenha sequiéncia complementar ao fragmento que se tem interesse em detectar. Uma sonda
pode ser um oligonucleotideo sintético, um plasmideo onde foi clonada uma seqiiéncia de
interesse ou ainda um RNA (Figura 13).
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A dupla hélice da molécula de DNA é mantida através de pontes de hidrogénio
formadas entre os pares de bases complementares adenina-timina e guanina-citosina. A
temperaturas acima de 90°C ou a pHs superiores a 10,5 essas pontes de hidrogénio sdo
rompidas, separando as fitas complementares, o que corresponde & desnaturacao da molécula
de DNA. Em condi¢Bes adequadas de sal, temperatura e pH, as fitas complementares podem
restaurar-se, recompondo assim a molécula de DNA original. Esse processo onde fitas simples
alinham-se e formam moléculas em dupla fita € conhecido como hibridacgéo.

Como mencionado anteriormente, pode-se empregar uma sonda de DNA fita simples
para reconhecer e hibridar com sua seqiiéncia complementar em uma amostra de DNA
gendmico (ou outros alvos). Para que isso seja possivel, a sonda deve ser marcada por
radioatividade, cor ou quimiluminescéncia com o objetivo de permitir a sua visualizacdo. Sob
condicBes restritivas de reacdo, moléculas de DNA de fita dupla estaveis serdo formadas
apenas quando houver um perfeito emparelhamento de bases ao longo de todo o segmento
que hibrida, ou seja, entre a sonda e o DNA alvo.

Apébs o processo de hibridacdo do DNA preso ao gel com a sonda marcada séo
realizados procedimentos para a visualizacdo do local de hibridagdo. Quando a sonda foi
marcada com isotopos radioativos a membrana é coberta com um filme de raio X que, apés
algum tempo de exposicao, € revelado. A hibridacdo aparece como gréos de prata depositados
no filme. No caso de sonda marcadas com digoxigenina, por exemplo, apés a hibridagao a
membrana € incubada com um anticorpo anti-digoxigenina. Esse anticorpo liga-se a
digoxigenina incorporada na sonda durante o processo de marcagdo. O imunocomplexo
resultante pode ser detectado por uma reac¢do colorida iniciada pela enzima fosfatase alcalina,
gue esta ligada ao anticorpo. Um precipitado de cor marrom-pUrpura indicara as areas da

membrana onde houve ligacdo da sonda com os fragmentos de restricAo contendo as
sequéncias de DNA complementares (Figura 14)
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Figura 13. Representagdo do método de Southern blotting.
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Figura 14. Esquema de utilizagdo de uma sonda de DNA marcada com digoxigenina para a detec¢@o de fragmentos
complementares. A digoxigenina incorporada na sonda é reconhecida por um anticorpo anti-digoxigenina acoplado a
fosfatase alcalina.

Figura 15. Detecgédo da mutacdo no gene da anemia falciforme mediante o uso de enzimas de restricdo e da técnica
de Southern blotting.
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A REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Paulo A Otto, Regina Célia Mingroni, Angela Maria Vianna Morgante 2006 — Principios de Genética
Humana e Médica. Em: Tratado de Clinica Médica, Amato Carlos Lopes Editor. Editora Roca Ltda.

Uma técnica cuja introducdo acarretou uma avalanche de inovag¢bes na éarea da
genética molecular foi a chamada reagdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction), desenvolvida na década de 1980. A PCR consiste em uma sucessao de reacdes de
replicacdo de uma molécula de DNA, realizada em tubo de ensaio. Parte-se de uma amostra
de DNA-alvo, por exemplo, uma certa amostra de DNAS genémico de um individuo. S&o
fornecidos os reagentes necessarios a replicacdo do DNA, que incluem os quatro tipos de
nucleotideos na forma trifosfatada, ions e um par de iniciadores de reagéo (primers), que sédo
oligonucleotideos cujas seqiiéncias de bases sdo complementares as sequiéncias de bases
que flanqueiam o segmento de DNA que se deseja amplificar por meio da PCR. A necessidade
de um par de iniciadores da reacdo decorre de uma peculiaridade do préprio mecanismo de
replicacdo do DNA in vivo: as polimerases que replicam o DNA sdo incapazes de iniciar a
sintese de uma nova cadeia a partir da cadeia molde; s6 sdo capazes de alongar uma cadeia
de acido nucléico pré-existente, que lIhe fornece uma extremidade 3’ livre na qual seréo
adicionados o0s novos nucleotideos trifosfatados. Na célula viva, os iniciadores (primers) sédo
adicionados, nucleotideo a nucleotideo, por uma RNA polimerase e constituidos por
ribonucleotideos. Na reacdo da PCR, os primers sdo sintetizados artificialmente e se
constituem de curtos segmentos de 15 a 23 desoxirribonucleotideos. As sequéncias de bases
dos primers sdo definidas em fungdo de sua complementaridade com a seqiéncia de bases
que flanqueia o segmento de DNA que se deseja amplificar. Apds sucessivos ciclos de
desnaturacdo do DNA (por aquecimento da amostra), hibridacdo dos primers (com o
resfriamento da amostra) e extensé@o dos fragmentos pela DNA polimerase (a temperatura de
cerca de 72°C, a aliquota de DNA inicial € amplificada milhares de vezes, como mostrado na
Figura 16).

Nem todo o DNA gendmico é amplificado, mas apenas o segmento de DNA
compreendido entre o local de hibridagdo de ambos os primers é amplificado. De maneira
analoga ao que ocorre na técnica de Southern blotting, a PCR permite evidenciar, dentre uma
colecdo de fragmentos de DNA do genoma de um individuo, apenas um pequeno trecho. As
vantagens dessa técnica sdo numeras: pequenas quantidades de DNA podem ser analisadas e
o resultado costuma ser obtido muito mais rapidamente do que na técnica de Southern. No
entanto, o planejamento dos primers da PCR requer prévio da seqiéncia de bases do DNA-
alvo que se deseja amplificar. A PCR, sem duvida, revolucionou os diagnosticos laboratoriais
com base no estudo do DNA e permitiu avancar muito também no que diz respeito ao
diagnéstico pré-natal e a identificacéo individual, com énfase em questdes forenses.

Se um individuo for portador de uma substituicdo de bases em um certo gene que
altera o local de corte de uma enzima de restricdo, o produto obtido pela PCR de um segmento
desse gene pode ser clivado com a enzima. A andlise dos fragmentos obtidos pode mostrar a
presenca dessa substituicdo. De maneira analoga ao blotting, o tamanho do fragmento
amplificado pode indicar uma delecdo ou uma inser¢cdo de bases. A auséncia completa de
amplificacdo de um fragmento revela a delecdo completa da regido do gene que esta contida
entre os dois primers.



Figura 16. Esquema mostrando como funciona a técnica da PCR.
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CONCEITOS GERAIS DE GENETICA BASICA APLICAVEIS A GENETICA HUMANA E
MEDICA

Paulo A Otto, Regina Célia Mingroni, Angela Maria Vianna Morgante 2006 — Principios de Genética
Humana e Médica. Em: Tratado de Clinica Médica, Amato Carlos Lopes Editor. Editora Roca Ltda.

Como cada pessoa se origina de um zigoto que recebe um complemento simples ou
hapléide de cromossomos de cada genitor, os cromossomos de cada célula estédo
representados por pares de cromossomos ditos homdélogos, um lote de origem materna e outro
de origem paterna. Dos 23 pares de cromossomos encontrados no nucleo de uma célula
humana dipléide qualquer, 22 pares sdo comuns a individuos de ambos os sexos e recebem o
nome de autossomos. O vigésimo-terceiro par é formado por dois cromossomos X (nesse caso,
também homoblogos) nas mulheres e por um par exibindo heteromorfismo em individuos de
sexo masculino (um cromossomo X e um cromossomo Y). Diz-se, portanto, que a mulher tem
23 pares de cromossomos homélogos (incluindo os dois cromossomos X) e os homens 22
pares de cromossomos homdlogos e um par de cromossomos heterélogos (um X e um Y).
Através de um processo de divisdo especial denominado meiose, as células da linhagem
germinativa originam os gametas masculinos e femininos, cada um deles (espermatozéides e
ovulos) contendo um lote haploéide de 23 cromossomos. Enquanto todos os 6vulos possuem 22
autossomos e um cromossomo X, existem dois tipos de espermatozoéides, uns contendo o
cromossomo X e outros contendo o cromossomo Y. No momento da fecundacédo, dependendo
do cromossomo sexual contido no espermatozoide, originar-se-4 um zigoto destinado ao sexo
masculino ou ao sexo feminino, se o cromossomo sexual for o Y ou o X, respectivamente.
Como metade dos espermatozoides carregam o cromossomo X e a outra metade o Y, espera-
se que recém nascidos de sexo feminino e masculino ocorram em proporcdes
aproximadamente iguais (diz-se entdo que a razao sexual ao nascimento € cerca de 1).

Nos cromossomos, 0S genes estdo situados em posi¢ces especificas que recebem o
nome de locos, que sdo ditos homologos em relacdo a todos os autossomos e ao par de
cromossomos X em mulheres. Em individuos de sexo masculino, 0s cromossomos sexuais X e
Y apresentam apenas alguns poucos locos em comum. A maior parte dos genes do Y estéo
ligados a determinacao genética do sexo do embrido e da fertilidade masculina; fora isso, o
cromossomo Y € relativamente pobre em genes que codificam proteinas; portanto, a maioria
dos genes do cromossomo X ocorrem em dose Unica em machos.

Os genes situados em um mesmo loco sdo ditos alelos e todos os alelos de um
mesmo gene presentes nos individuos da populag¢é@o originam-se por mutagdo de alelos pré-
existentes. Assim, os alelos resultam de diferencas nas sequiéncias de bases nucleotidicas do
DNA em um gene. Estudos recentes de biologia molecular tém mostrado que o nimero de
alelos albergados em qualquer loco € geralmente muito grande, o que confere as populagdes
um alto grau de variabilidade genética, mostrando, portanto que a plasticidade evolutiva dos
seres humanos e de todos os organismos de uma maneira geral € enorme.

Normalmente designamos os alelos de um loco usando uma mesma letra ou
abreviatura para indicar que pertencem a um mesmo loco e indices para diferencia-los entre si
(por exemplo, ap, ap, ag etc). Os individuos que possuirem num mesmo loco autossémico duas

copias iguais de um mesmo alelo (por exemplo, aja4) séo ditos homozigotos (no caso, quanto
ao gene aq); quando o loco estiver ocupado por dois alelos diferentes (por exemplo, ajas ou
apag) o seu portador € dito heterozigoto. As constituicbes genéticas exemplificadas acima
(ajaq, ajap, apag) sdo denominadas gendtipos. Em relacdo a locos do X em indiduos de sexo
masculino, os gendtipos corresponderéo simplesmente aos alelos (por exemplo, by, by, b3 etc)

possiveis e costuma-se referir a esses individuos como hemizigotos (respectivamente quanto
aos alelos bq, by, b3 etc).

O gendtipo do individuo pode determinar uma caracteristica fisica ou fisiolégica
qualquer, comumente referida como fendétipo. Os alelos que compdem o gendtipo interagem de
varias maneiras, originando os varios fendtipos.

Quando o fendtipo correspondente a um dos homozigotos é semelhante ao dos
heterozigotos, diz-se que a caracteristica que se expressou no heterozigoto é a dominante. A
gue nao se expressa no heterozigoto € dita recessiva. Por exemplo, em relagdo aos grupos
sanguineos do sistema ABO, os alelos A e B sdo ambos dominantes em relacdo ao alelo O,
gue é recessivo. Assim, individuos de grupo sangliineo "A", que possuem apenas antigenos A
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recobrindo suas hemécias, podem ter genétipo AA ou AO; de maneira semelhante, individuos
"B" podem ter gendtipo BB ou BO, mas a individuos "O" corresponde apenas o genétipo OO,
que indica a auséncia dos dois antigenos.

No entanto, existem situacdes em que a cada gendtipo corresponde um fenétipo
distinto: fala-se entdo de semidominancia ou dominancia incompleta quando o fenoétipo do
heterozigoto é intermediario em relacdo aos fendtipos dos dois tipos de homozigotos, e de
codominéncia quando cada um dos dois produtos tipicos dos homozigotos estd presente no
heterozigoto. Um exemplo classico de codominancia é dado pelo sistema de grupos
sanguineos MN, no qual os individuos homozigotos MM ou NN apresentam na superficie de
suas hemacias apenas antigenos M ou N, enquanto heterozigotos MN apresentam os dois
tipos de antigenos. Esse também é o caso dos alelos A e B, no sistema ABO, em que o
individuo com o gendtipo AB possui os dois tipos de antigenos nas hemacias.

A designacdo heranga intermediaria é mais apropriada para caracteristicas
guantitativas, que discutiremos mais adiante, como tamanho ou pigmentacdo, em que
individuos Aa, por exemplo, apresentam um fendtipo que é aproximadamente a média dos
fenétipos apresentados por AA e aa.

As regras de transmissé@o das caracteristicas bioldgicas determinadas geneticamente
sdo extremamente simples se considerarmos um loco autossdémico com dois alelos, com ou
sem dominancia, como mostra a Tabela 2 abaixo, que retne os resultados dos cruzamentos
gue podem ocorrer numa populacao qualquer:

Tabela 2 - Resultados possiveis em casamentos envolvendo locos autossdmicos bialélicos,
com e sem dominéncia (D = fenétipo dominante, correspondente ao genétipo A- = AA ou Aa; r
= fendtipo recessivo, equivalendo ao genotipo aa)

Tabela 2 — Resultados possiveis em casamentos envolvendo locos autossémicos bialélicos, com e sem dominancia.

E importante ter-se em conta que as percentagens esperadas na prole de cada tipo de
cruzamento parental correspondem a probabilidades que somente irdo corresponder a valores
observados em um nimero de amostragens enorme. Como os resultados genotipicos na prole
independem de resultados que ja ocorreram, a chance de nascer uma crian¢ca aa de um casal
de heterozigotos Aa x Aa, por exemplo, é sempre 1/4, quaisquer que sejam 0s genétipos dos
filhos que j& nasceram. No campo das anedotas de genética médica, € muito conhecida aquela
do casal de heterozigotos Aa quanto a cor de olho que perguntou ao seu médico o que seria
preciso fazer para nascer uma crian¢a de olhos claros (aa). A resposta que recebeu foi que era
muito simples, pois bastava que o casal tivesse quatro filhos: trés iriam nascer com olhos
castanhos e um com olhos azuis!

Em se tratando de locos bialélicos ligados ao cromossomo X, no caso de codominancia
existirdo trés fendtipos possiveis femininos, cada um equivalente a um gendétipo diferente (por

exemplo XBXB, xBxb e xPxb) e dois masculinos (com ou sem dominancia, os fenétipos
masculinos corresponderdo sempre aos genétipos xBe Xb). No caso de dominancia entre 0s
alelos XB e xP, existirdo dois fendtipos (dominante e recessivo) tanto em fémeas como em
machos, porém correspondendo respectivamente aos genotipos XBx- = xBxB ou xBxb e
XPxP ou xB e xb.
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A Tabela 3 mostra os casamentos possiveis com as frequéncias esperadas dos diversos tipos
nas respectivas proles em relagéo a essas duas situacges.

Tabela 3 — Resultados possiveis em casamentos envolvendo locos ligados ao X bialélicos, com e sem dominancia.

No caso de genes do cromossomo X € importante lembrar-se que, dos dois
cromossomos X de uma célula dipldide de uma mulher qualquer, apenas um esta
geneticamente ativo, com todos os seus genes funcionando normalmente; o outro encontra-se
inativado, com apenas uns poucos locos ativos. Essa inativagdo do cromossomo X em células
femininas tem inicio nas primeiras fases de segmentacdo do embrido, completando-se entre a
segunda e a terceira semanas da vida embrionaria em humanos (fase em que o blastocisto
esta se aninhando na mucosa uterina, ocasido em que conta com cerca de 1000 a 2000
células). Um dos dois cromossomos X da mulher (0o de origem materna ou o de origem
paterna), ao acaso, sofre um processo de condensacdo numa célula que até entdo
apresentava 0s dois cromossomos X com todos os seus locos ativos; todas as células
descendentes dessa célula, no entanto, terdo sempre o mesmo X inativado. Esse processo
("teoria de Lyon") recebe o nome de lyonizagcdo em homenagem a sua descobridora, a cientista
inglesa Mary Lyon. O resultado disso é um fenbmeno conhecido como compensacédo de dose:
inativando aleatoriamente um dos cromossomos X nas células femininas, em média a
guantidade de produto do gene de cada loco do X serd a mesmo tanto em machos como em
fémeas. Outra consequéncia disso é que, devido a pequenos desvios naturais da taxa
esperada de inativacdo ao acaso (segundo a qual se espera que cerca de metade dos X
inativados sejam os de origem materna), as mulheres apresentam uma maior variabilidade que
os homens na expressao fenotipica dos genes ligados ao X.

Na heranca dita quantitativa, o fendtipo do individuo vai depender da interacdo de
diversos pares de genes situados em locos que segregam independentemente nos diversos
cromossomos. Existem varios modelos de heranca quantitativa; no mais comumente citado, a
caracteristica depende da interagdo de um numero relativamente grande de genes distribuidos
nos varios cromossomos e cada um deles tendo efeito aditivo relativamente pequeno; num
outro modelo, o fendtipo resultaria de interacdes complexas entre genes de efeito marcante
localizados num numero restrito de locos. Existem provavelmente ainda sistemas que se
comportam como hibridos desses dois, albergando ao mesmo tempo genes de pequeno efeito
aditivo, situados em varios locos, ao lado de outros (em quantidade restrita) com efeito mais
marcante ("genes principais”). Todos os trés modelos admitem, ainda, a intervengéo de fatores
ambientais na expressao fenotipica das caracteristicas quantitativas, tanto assim que esses
modelos comumente s&o referidos como multifatoriais, resultando da acdo conjunto de
sistemas poligénicos e de fatores ambientais (entendendo-se como tal todos os fatores que
ndo sao genéticos). A intervencao destes Ultimos em caracteristicas como o0 peso e a altura é
Obvia. Varios autores ainda se preocuparam em elaborar indices que medem a participacéo
relativa de fatores ambientais e genéticos na determinagdo dessas caracteristicas. Um desses
indices é a taxa de herdabilidade, que tenta determinar a proporcdo de variabilidade fenotipica
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de uma caracteristica atribuivel a fatores genéticos.

Na verdade, a influéncia nédo se limita as caracteristicas multifatoriais discutidas acima.
Nosso fenotipo, de uma maneira geral, resulta da interacéo entre o genétipo e o ambiente. Isso
é claramente exemplificado no caso da fenilcetonlria: para apresentar a doenca, um individuo
precisa, além do gendtipo recessivo, ingerir fenilalanina em sua dieta.

A maioria dos conceitos acima sdo diretamente apliciveis a caracteristicas fenotipicas
normais, freqientes na populacao.

Quando essas caracteristicas sao condi¢cdes patolégicas (defeitos isolados, doencas,
sindromes, seqiiéncias, associa¢cdes ou complexos malformativos), o primeiro problema que
tem lugar é que elas sdo extremamente raras na populacdo, tipicamente cada uma delas
ocorrendo com freqiiéncias da ordem de 1/10.000 ou menos; as excecdes sdo dadas
geralmente por uma ou outra condicdo excepcionalmente mais freqiiente em alguns grupos
étnicos, como € o caso da fibrose cistica em populagcfes de extragdo nérdica, da doenca de
Tay-Sachs em judeus de extracao asquenazi e da anemia falciforme entre individuos de origem
africana. Essa raridade é explicada pelo fato de que qualquer caracteristica genética s6 pode
ser difundido na populacdo através de mutacBes, que ocorrem espontanemente com
frequéncias insolitamente baixas, ou através de portadores do gene mutante, que o transmitem
a seus descendentes; como a caracteristica € patolégica, redunda direta ou indiretamente na
diminuicdo da probabilidade de reproducédo de seus portadores, de modo que se ndo fosse
pelas mutacBes (que sdo capazes de manterem o0s genes mutantes patolégicos apenas em
frequéncias muito baixas) os genes patolégicos desapareceriam totalmente das populagdes,
uma vez que os portadores de alelos normais desses genes possuem uma eficiéncia
reprodutiva maior que os afetados, entdo submetidos aos efeitos da selecao natural. Apenas os
genes autossOmicos alterados que sdo totalmente recessivos podem se acumular na
populacdo em heterozigotos assintomaticos, que vao se tornando cada vez mais frequentes;
com isso, acaba ficando provavel a formacdo de um casal de heterozigotos. Um filho
homozigoto recessivo desses casais (que nasce com probabilidade de 25%) vai ser afetado e
portanto objeto de selecdo natural, o que vai impedir que o gene continue a aumentar de
frequéncia na populagéo.
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Principais caracteristicas das doencas condicionadas por mecanismo autossdmico
dominante

Em relacdo a doencas condicionadas por genes autossémicos dominantes, os afetados
sdo heterozigotos; apenas em duas (das cerca de trés mil com esse mecanismo confirmado ou
provavel) dessas doengas conhece-se o fendtipo dos homozigotos quanto ao alelo que causa a
doenca, os quais ocorreram devido a circunstancias excepcionais: na acondroplasia, onde o
fenétipo (nanismo) favoreceu a formacdo de casais de afetados heterozigotos, e na
hipercolesterolemia familial, onde afetados heterozigotos (tipicamente com historia de
acidentes vasculares na terceira ou quarta décadas de vida) ocorrem com frequéncia
relativamente alta na populacdo (da ordem de 1/500); do casamento ao acaso entre alguns
desses heterozigotos (com chance de 1/500 x 1/500 = 1/250.000) nasceram alguns afetados
homozigotos (com 1/4 da chance anterior, ou seja 1/1.000.000), portadores de quadros
gravissimos de ateroesclerose generalizada e acidentes vasculares ocorrendo em média ja
antes da puberdade. De certa forma, é como se a forma grave fosse determinada por
mecanismo autossdémico recessivo, se se considerar que os afetados heterozigotos estdo
praticamente isentos de selecdo natural, uma vez que a doenca neles se manifesta
tardiamente.

Fora essas excecdes, no entanto, ndo se conhece o fenétipo correspondente aos
homozigotos e a dominancia foi definida condicionalmente ("dominéncia condicional"), baseada
no fato de que os heterozigotos Aa manifestam uma doenga e no fato de que de casamentos
entre pessoas afetadas e normais em média nascem criangcas normais e afetadas em
propor¢fes aproximadamente iguais, o que coincide com o esperado tedrico de cruzamentos
Aa x aa = 1/2 Aa: 1/2 aa. No entanto é provavel, como foi verificado nos casos da
acondroplasia e da hipercolesterolemia familial, que o fenétipo correspondente aos
homozigotos seja sempre diferente e muito mais grave (provavelmente letal) que o dos
heterozigotos.

Quatro fendbmenos importantes observados na heranga autossémica dominante de
caracteres patolégicos sdo a ocorréncia natural de casos devidos a mutagdo nova, a
penetrancia incompleta, a expressividade variavel e a antecipacgéo clinica.

Devido ao fato de ocorrerem na populacdo com frequéncia insolitamente baixa
(geralmente da ordem de 1/10.000 ou menos) freqlientemente os casos de doenca
autossdmica dominante sao isolados, resultando de mutagfes novas (quando se tiver certeza
de que isso realmente ocorreu, o termo mais adequado para tais casos € o de esporadicos).
Por isso ndo causa estranheza o fato de uma parte consideravel dos casos dessas doencas
serem esporadicos e o fato de, mesmo entre casos familiais, geralmente se poder localizar o
primeiro afetado resultante de mutacao nova.

Outra caracteristica freqliente nas caracteristica patolégicas autossdémicas dominantes
€ a penetrancia incompleta: tipicamente uma fracdo dos heterozigotos quanto a esses genes
ndo apresenta manifestacdes fenotipicas detectaveis. Quando isso acontece, diz-se que a
caracteristica ndo penetrou. Entendendo-se por taxa de penetrancia a probabilidade de um
gendtipo manifestar-se fenotipicamente. Em muitas doencas autossdémicas dominantes a taxa
de penetrancia é alta, porém incompleta. Isso significa na pratica que apenas uma
percentagem dos heterozigotos (representada pela taxa de penetréncia K) manifesta sinais e
sintomas caracteristicos da doenca ou defeito. Por exemplo, no retinoblastoma bilateral, onde o
genotipo dos afetados € Rr, a probabilidade de um individuo que herdou o gene mutante
apresentar o tumor da retina entre 0 nascimento e no maximo seis anos de idade (cerca de 80
a 90%) depende de haver acontecido um segundo evento mutacional inativando o alelo normal
r, um gene supressor de tumor, em pelo menos um dos cerca de um milh&o de retinoblastos do
embrido. Nesse caso, a falta de penetrancia tem lugar quando ndo ocorre esse segundo evento
mutacional em estagio embrionéario, o que acontece com probabilidade de 10 a 20%.

Outro conceito importante em genética médica é a expressividade, que pode ser
definida no caso das doengas autossdmicas dominantes como o grau de manifestacdo
fenotipica determinado pelo gendtipo heterozigoto. A expressividade é tipicamente muito
variavel na maioria das doengas determinadas por mecanismo autossOmico dominante. Isso
explica porque o diagnéstico clinico de patologias desse grupo € geralmente dificil, pois alguns
afetados apresentam com certa freqiiéncia sinais e sintomas insuficientes (as vezes ausentes,
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como no caso de falta de penetrdncia de genes com penetrancia incompleta) para se fechar
um diagnostico de certeza. Em casos familiais da doenca, no entanto, a ocorréncia de afetados
tipicos parentes proximos de um afetado atipico permite fechar o diagnéstico de certeza neste
Gltimo.

O fendbmeno da antecipagao refere-se a observacao, num conjunto de casos familiais
da doenca, de casos conspicuamente mais graves e completos nos individuos mais jovens,
pertencentes as geragdes mais recentes. Antigamente explicava-se o fendmeno
exclusivamente na base de uma tendenciosidade de averiguacdo: entre os afetados
pertencentes as geracdes mais antigas de um heredograma com casos familiais estdo
presentes individuos que conseguiram se reproduzir, conseqiientemente menos afetados,
enguanto as geracdes mais recentes contém uma amostra aleatéria de individuos com quadros
diversos, geralmente bem mais graves que os apresentados em média pelos individuos das
geracdes anteriores. Mais recentemente, no entanto, descobriu-se um certo nuimero de
doencas decorrentes de um novo mecanismo de mutagdo, uma expansdo patologica de
seqliéncias altamente repetitivas de trinucleotideos que flanqueiam ou estdo inseridas nos
genes correspondentes. Cada vez que o0 gene é transmitido, pode ocorrer aumento no nimero
de copias dessas seqliéncias, numero esse que, a partir de um determinado limiar, impede o
funcionamento do gene ou altera o seu produto de modo a desencadear a patologia. Assim,
nessas doencas, o fendmeno da antecipagédo tem bases moleculares, pois os individuos das
geracdes mais jovens tém geralmente expansdes maiores do que 0s das geracdes mais
antigas. Estao nesse caso a sindrome do X fragil, que é a sindrome de retardo mental herdado
mais freqiiente, a distrofia mioténica de Steinert e varias doencgas neurologicas, como diversos
tipos de ataxias cerebelares e a doenca de Huntington.

Principais caracteristicas das doencas condicionadas por mecanismo autossdmico
recessivo

Numa populacdo onde os cruzamentos ocorrem ao acaso em relacdo ao fenétipo e ao
grau de parentesco entre os individuos, € como se os individuos da geragéo filial resultassem
da combinacé@o ao acaso entre 0os gametas (espermatozoides e évulos) produzidos por todos
os individuos da populagdo. Em relacdo a um loco autossdmico qualquer (por exemplo, o que
pode abrigar os alelos A e a), espermatozdides contendo os alelos A e a ocorrerdo nas
freqéncias génicas p e ( respectivamente, o mesmo acontecendo com os Ovulos.
Combinando-se esses gametas ao acaso, verifica-se que a probabilidade de formac&o de

homozigotos AA na geracao filial € o produto p x p = p2, da mesma maneira que homozigotos

aa ocorrerdo com probabilidade q x q = q2. Como heterozigotos vao resultar de fecundacdes
tanto de 6vulos A por espermatozdides a como de 6vulos a por espermatozéides A, eles iréo
ocorrer com probabilidade p x g + g x p = 2pg. Em relag&o a doencas determinadas por padréo
autossOmico recessivo, a frequéncia de heterozigotos ndo afetados na populagdo é 2pq = 2%

aproximadamente para doencas com incidéncia ao nascimento da ordem de q2 = 1/10.000,
correspondentes a genes deletérios com freqiiéncia q = 1% = 1/100. Como a chance de
formacao casual de um casal de heterozigotos € 2pg x 2pg = 2% x 2% = 1/50 x 1/50 = 1/2.500
e como a chance de nascimento de um afetado na prole de casal de heterozigotos € 1/4,
chega-se a probabilidade de na populagéo ocorrer um homozigoto filho de dois heterozigotos,
gue é o produto 1/2.500 x 1/4 = 1/10.000, que € a propria freqiiéncia da doenca ao nascimento.

O importante a guardar disso tudo é que basta nascer uma crianca afetada por uma
doenca recessiva qualquer para se ficar sabendo que o gene causador do defeito esta
presente em heterozigose nos genitores. A ndo ser Nnos casos em que ocorram casamentos
consangiineos ou nos casos em que o alelo recessivo responsavel esteja em freqiiéncia
elevada em certos grupos populacionais, a doenca em geral ficara restrita tipicamente a
apenas uma irmandade, ao contrario do que pode ser observado nos outros mecanismos de
heranca.

Um fenbmeno freqlientemente associado a doencas causadas por esse tipo de
mecanismo € a consangliinidade parental, que se encontra aumentada praticamente em todas
as doencas autossémicas recessivas conhecidas. Quanto mais raro for o gene, maior sera a
taxa de consangilinidade parental: por exemplo, no caso da fenilcetoniria (freqtiéncia
populacional da ordem de 1/10.000) cerca de 10-20% dos casais parentais sdo primos em
primeiro grau; na aquiropoidia (uma amputacdo congénita extremamente rara de membros
registrada apenas no Nordeste do Brasil) todos os afetados resultaram de unifes
consanguineas. No capitulo sobre célculo de riscos, que poderd ser consultado pelos
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interessados em detalhes de deducdo, mostramos que, enquanto na prole de casais nao-
consangiineos a probabilidade de uma crianca qualquer nascer afetada é q2, essa mesma
probabilidade toma o valor literal q2 + pg/16 na prole de primos em primeiro grau. Se dividirmos
essa Ultima probabilidade por q2 obtemos quantas vezes é mais provavel ocorrer um caso da

doenca na prole de primos do que na de casais ndo aparentados: RR = [q2 + q(l-q)/16]/q2 =1
+ (1-9)/16qg. Para um valor de q = 1% essa expressao toma o valor 1 + 99/16 = 7,1, o que
significa, por exemplo, que a chance de ocorrer uma crian¢a afetada por fenilcetonuria na prole
de primos em primeiro grau é sete vezes maior que a chance correspondente a prole de casais
n&o consanguineos.

Principais caracteristicas das doenc¢as condicionadas por mecanismo recessivo ligado
ao cromossomo X

Em relacdo a doencas determinadas por mecanismo recessivo ligado ao cromossomo
X, os afetados sdo homens hemizigotos que recebem o gene de mées heterozigotas ou que
resultam de mutacfes novas. Sao descritos rarissimos casos de mulheres afetadas. Algumas
sdo homozigotas (nesse caso, todas resultantes de casamentos entre afetados e mulheres
deles aparentadas); outras excepcionalmente sdo heterozigotas com desvio muito acentuado
da inativacdo ao acaso de um dos cromossomos X, de tal modo que a grande maioria dos
cromossomos X inativados é os que albergam o alelo normal, o que favorece a manifestacéo
do fendtipo.

Principais caracteristicas das doenc¢as condicionadas por mecanismo dominante ligado
ao cromossomo X

Em relagdo a doencas determinadas por mecanismo dominante ligado ao X, as
afetadas sdo geralmente mulheres heterozigotas, que via de regra, possuem quadros clinicos
bem mais brandos que os apresentados por homens hemizigotos quanto ao gene. Isso ocorre
por efeito da lyonizag&o, devido ao fato de que as mulheres sdo um mosaico quanto a esses
genes, possuindo em média apenas esses genes funcionando em metade de suas células - na
outra metade vai estar funcionando o alelo normal. E comum a ocorréncia de fenétipos letais
em machos, muitos desses fenétipos sendo desconhecidos por determinarem a eliminacéo do
concepto em fases precoces do desenvolvimento. Devido a isso, observa-se comumente a
transmissao da caracteristica dentro das familias apenas através de mulheres afetadas.

Principais caracteristicas das doencas condicionadas por mutagdes no DNA
mitocondrial

As mitocdndrias sdo as Unicas organelas nas células animais que contém DNA préprio,
chamado de DNA mitocondrial (DNAmt). Pode haver centenas ou milhares de mitocondrias por
células e cada uma pode conter varias moléculas de DNA. O DNAmt humano é uma molécula
de DNA circular, com mais de 16.000 pares de bases de comprimento distribuidos em 37
genes mitocondriais que contém a informacao necesséria para codificar 13 polipepeptideos, 22
tipos de RNA transportador e dois tipos de RNA ribossdmico. No entanto, uma mitocéndria
humana é incapaz de funcionar adequadamente de maneira independente do genoma nuclear,
pois os demais polipeptideos e moléculas de RNA que atuam nas mitocéndrias sdo codificados
por genes localizados nos cromossomos situados no ndcleo.

Estudos de grandes genealogias documentaram a clara heranca materna das doencgas
causadas por mutacdes do DNA mitocondrial. Nesse mecanismo de heranca, todas as
mulheres afetadas pela doenca podem ter descendentes afetados. No entanto, homens
afetados nunca tém filhos ou filhas afetados. Isso ocorre porque as mitocdndrias de um
individuo sdo herdadas de sua mae, ou seja, as mitocondrias de um individuo resultam da
multiplicacdo das mitocondrias originadas de sua mée, presentes no ovocito por ocasido da
fecundacdo. Em geral, os humanos n&do herdam o DNA mitocondrial presente nos
espermatozéides, pois as mitocondrias de origem paterna sédo destruidas apés a fecundacgao.

Quando ocorrem mutag@es no DNA mitondrial das células da linhagem germinativa de
um individuo, pode se instalar uma doenca de heranga mitocondrial na sua descendéncia.

De maneira geral, os sintomas presentes nas doencas de heranca mitocondrial
compreendem alteracbes de diversos tecidos, as principais sendo as seguintes: miopatia,
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alteracBes neuroldgicas, atrofia Optica, diabetes e surdez. Acredita-se que esses sinais e
sintomas ocorram nas doencas de heran¢a mitocondrial porque a maioria das mutagdes ja
descrita afeta a eficacia do mecanismo de fosforilacdo oxidativa e, portanto, a producdo de
ATP. Tecidos com elevadas demandas de ATP ou que sdo submetidos a alteracdes muito
rapidas da demanda de ATP seriam os primordialmente afetados pelas mutagdes que alteram
o0 DNA mitocondrial.

O fendbmeno da expressividade varidvel dos quadros clinicos é notavel nas genealogias
onde segregam as mutagdes mitocondriais. Geralmente, o grau de variabilidade dessa
expressividade € muito maior do que o observado em distirbios semelhantes de heranca
autossdmica dominante. Por exemplo, a surdez hereditaria de heranga mitocondrial tem um
grau de expressividade clinica varidvel muito maior do que a surdez de heranca autossémica
dominante.

Parte da expressividade varidvel observada nas doencas de heranca mitocondrial tem
sido explicada pela observacdo de, no mesmo individuo, e as vezes até mesmo dentro de um
mesmo tecido, poderem ocorrer moléculas de DNA mitocondrial com alelos normais apenas,
coexistindo com moléculas de DNA mitocondrial mutadas. Esse fendmeno, chamado de
heteroplasmia, é freqliente na heranca mitocondrial e explica em parte porque 6rgéos, tecidos,
ou mesmo individuos da mesma familia podem exibir graus da afecc¢éo tao distintos.

No entanto, mesmo nas familias onde segregam doenc¢as mitocondriais para as quais
a heteroplasmia é rara ou excepcional, ocorre também expressividade variavel dos sinais e
sintomas. Fatores ambientais, como por exemplo, a histéria de estresse oxidativo, 0 uso de
medicamentos e o0 estlo de vida do individuo podem influenciar a gravidade das
manifestacfes. Outro fator também capaz de influenciar o quadro clinico seria a variabilidade
genética presente em diversos outros locos do genoma nuclear, cuja funcéo também é codificar
produtos génicos que atuam nas mitocdndrias.

Principais caracteristicas das doencas condicionadas por mecanismo multifatorial

No mecanismo conhecido como multifatorial, o fenétipo dos individuos resulta da agéo
integrada de genes situados em varios locos espalhados pelos diversos cromossomos
(mecanismo poligénico) e de sua interacdo com fatores nao-genéticos comumente referidos
como ambientais.

A maioria dos defeitos e malformagbes presentes ao nascimento € determinada por
esse tipo de mecanismo. Sao exemplos tipicos o labio leporino (com ou sem palato fendido), os
defeitos de fechamento de tubo neural (as espinhas bifidas, as meningomieloceles e a
anencefalias), os diversos tipos de pé torto congénito, a estenose hipertréfica do piloro e a
luxacdo congénita do quadril. Apenas esses defeitos contribuem com um total de afetados ao
nascimento de quase 1%. Também s&o condicionadas por esse tipo de mecanismo doencas
comuns na populagdo, geralmente nos grupos etarios um pouco mais avangados, como a
Ulcera péptica gastro-duodenal, a epilepsia, a hipertensdo arterial, muitos casos de diabetes
mellitus do adulto e os transtornos do humor. Contrariamente aos defeitos deteminados por
mecanismo monogénico, que tipicamente sdo raros na populacédo e possuem risco de repeticdo
elevado quando de ocorréncia familial, os defeitos multifatoriais sé@o relativamente freqliientes
na populacdo (taxas da ordem de 1/1000 ou mais) e possuem risco de repeticdo pequeno ou
desprezivel (tipicamente da ordem de 5% ou menos).

Outra diferenga sutil € o limiar de manifestacdo, aqui representado por uma carga de
alelos deletérios no sistema poligénico, como mostrado no esquema da Figura 9, que mostra a
distribuicdo hipotética, numa populacéo, de todos os genoétipos possiveis quanto ao sistema
poligénico associado a um determinado defeito multifatorial. A freqiiéncia populacional da
doenca esté indicada pela area escurecida: se essa area corresponder, por exemplo, a 1/1000
da area total da funcao distribuicdo dos gendtipos, isso significa que a freqiiéncia do defeito &
1/1000.

ANALISE DE HEREDOGRAMAS

Os heredogramas representados nas Figuras 17, 18, 19, 21 e 22 s&o tipicos dos quatro
possiveis mecanismos de heranca monogénica: autossdbmico dominante (com penetrancia
completa ou incompleta), autossdmico recessivo, ligado ao X recessivo ou dominante. Na
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figura 16, apresentamos o mecanismo de heranca mitocondrial. Em todos esses
heredogramas, os simbolos escurecidos representam individuos afetados por uma doenca
hereditaria; a excecdo é dada pelos simbolos escurecidos de tamanho menor, que indicam
insucessos reprodutivos (abortos ou 6bitos fetais). Os quadrados representam individuos de
sexo masculino e os circulos individuos de sexo feminino; individuos com sexo desconhecido
ou ndo pertinente ao problema s&o representados por losangos. As geracfes sdo denotadas
por algarismos romanos (I, I, lll, IV etc., da mais antiga a mais recente) e os individuos de cada
geragdo por algarismos ardbicos. Com finalidade apenas de facilitar a leitura do texto,
inserimos nos simbolos que representam os diferentes individuos os gendtipos a eles
correspondentes.

E preciso ter sempre presente o fato de que as doencas hereditarias, com raras
excegdes, ocorrem na populacdo com freqiiéncias insolitamente baixas, geralmente da ordem
de grandeza de 1/10.000 ou menos. Disso resulta que os afetados por doencas autossémicas
dominantes séo via de regra heterozigotos.

No caso de doencas ligadas ao cromossomo X, tanto recessivas quanto dominantes,
as mulheres que transmitem o gene sdo sempre heterozigotas; os poucos casos de mulheres
homozigotas quanto a genes recessivos deletérios ligados ao cromossomo X surgiram de
casamentos consangiliineos entre heterozigotas e primos afetados hemizigotos, tendo ambos
recebido o gene responséavel pelo defeito de sua avé comum heterozigota.

No caso de doencas autossdbmicas recessivas os afetados sdo homozigotos com
genitores heterozigotos; apesar de a freqiéncia de heterozigotos para esses genes ser
relativamente alta na populagédo (freqiiéncia de 2% no caso de doencas que ocorrem na
populacdo na freqiiéncia de 1/10.000), para nascer um afetado € preciso que os dois genitores
sejam heterozigotos (probabilidade 2% x 2% = 4/10.000) e que ambos transmitam o gene
deletério para a prole (probabilidade 1/2 x 1/2 = 1/4), o que resulta na freqiéncia populacional
de afetados 4/10.000 x 1/4 = 1/10.000); vé-se assim que numa familia qualquer com afetados
deve ocorrer somente um casamento entre dois heterozigotos (0s genitores do afetado) e que
dificilmente ocorrerdo heterozigotos fora do ramo da familia que contém os afetados (que
também, pelo raciocinio desenvolvido mais acima, ocorrerdo em apenas uma irmandade);
violagbes a essas regras somente sdo encontradas em casos de familias com casamentos
consangiineos (que tipicamente sdo encontrados com maior freqiiéncia entre os progenitores
de afetados, por favorecerem o encontro de duas pessoas heterozigotas quanto a um mesmo
gene patoldgico herdado de um ascendente comum delas) ou no caso de algumas doencas
sabidamente freqiientes em alguns grupos populacionais, como é o caso da anemia falciforme
na Africa equatorial e da fibrose cistica entre nordicos.

Heredograma 1: heranca autossdmica dominante
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No heredograma da Figura 17, I-1 é afetado e casado com I-2. Os filhos do casal sao
cinco (II-1 a 1I-5), sendo que 1I-2, II-4 e 1I-5 sdo afetados. II-5 (afetado) casou-se com 1I-6
(pertencente a uma irmandade de 6 individuos, dois dos quais constituem um par de gémeos
dizig6ticos (II-10 e 1I-11); nessa irmandade uma gestacdo terminou em aborto de sexo ndo
determinado (provavelmente porque foi muito precoce, de cerca de dois meses de idade
gestacional). Do casal 1I-5/l1I-6 nasceram cinco crian¢as, duas das quais (IlI-3 e 1lI-5) séo
afetadas. A menina llI-3 é a proposita (ou caso indice); o propdsito € o primeiro individuo
estudado da familia, geralmente afetado, que motiva o levantamento do heredograma; sempre
€ assinalado por uma seta.
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O padrao de transmissdo da doenc¢a nessa familia representada na figura é claramente
autossdmico dominante, pois existem afetados em todas as geragdes e os afetados pertencem
aos dois sexos. Fica claro também, como detalharemos mais abaixo, que os afetados séo
heterozigotos, pois aqueles que se reproduziram tiveram criangas normais e afetadas.

O mecanismo de heranca ligado ao X é excluido com certeza absoluta devido ao fato
de ocorrerem duas transmissdes da doenca de pai afetado para filho de sexo masculino.

A heranga autossOmica recessiva € afastada, pois as mulheres I-2 e II-6, nessa
hipotese, precisariam ser ambas heterozigotas; ndo sendo aparentadas biologicamente de
seus maridos (homozigotos recessivos na hipdtese de heranga autossdmica recessiva), a
chance disso ocorrer € muito baixa, uma vez que todas as doencas aqui apresentadas sédo
raras na populacao.

Todos os individuos representados por simbolos escurecidos sdo heterozigotos Aa (em
gue A é o gene que determina a doenca e a o seu alelo normal), pois homozigotos AA ocorrem
em situacdes muito excepcionais: por exemplo, na acondroplasia, resultantes de casamentos
entre dois heterozigotos afetados; conhecem-se menos de 10 casos de prole afetada AA
desses casamentos e o0s defeitos O0sseos sdo gravissimos, com a maioria dos afetados
falecendo durante os dois ou trés primeiros anos de vida; em outras doencas a chance do
casamento dependeria do encontro casual de dois afetados, cada um deles ocorrendo numa
frequéncia da ordem de 1/10.000 ou menos. Se se trata de doenca determinada por gene
autossémico dominante de penetrdncia completa (indicando que todos 0s seus portadores
apresentam o fenétipo completo ou incompleto que caracteriza a doenca), todos os individuos
da genealogia representados por simbolos claros séo aa.

Em heredogramas como esse, tipicos de doenca autossémica dominante, € comum a
doenca aparecer pela primeira vez num individuo que é filho de genitores normais, por efeito
de mutacao nova. No heredograma que estamos analisando, por exemplo, o individuo I-1 tinha
genitores normais e é com probabilidade alta (com certeza caso a penetrancia seja completa) o
primeiro individuo portador do gene mutante A na familia.

O risco de repeticdo da doenga numa crian¢a que tanto o casal I-1/I-2 como o casal II-
5/11-6 venham a ter é estimado em 50% ou 1/2, pois para a doenca se manifestar num individuo
qualquer, basta que ele receba de seu progenitor afetado heterozigoto o gene A. Este também
ser& o risco de recorréncia da doenca na prole dos afetados II-2, II-4, 1I-5, 1lI-3 e 1lI-5, caso eles
venham a se casar (como acontece geralmente) com pessoas normais ndo aparentadas. O
risco para a prole de todos os individuos normais da genealogia (incluindo o casal ja
constituido 1-3/I-4) é desprezivel, da ordem de grandeza de zero.

Heredograma 2: heranca autossémica dominante com penetrancia

O heredograma da figura 18 abaixo mostra a segregac¢do de uma doenca autossémica
dominante de penetrancia incompleta, pois um dos membros do casal I-1/I-2 e o individuo II-5,
todos fenotipicamente normais, sdo na verdade heterozigotos Aa, uma vez que tiveram filhos
normais e afetados.

Figura 18 - Heredograma tipico de
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O casal I-3/I-4 e todos os seus filhos sdo aa, da mesma maneira que um dos membros
do casal I-1/I-2; todos os filhos normais dos casais I-1/I-2 e II-5/II-6, no entanto, podem ser aa
ou Aa ndo penetrantes.
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A configuracdo genealdgica observada poderia também ser explicada, a primeira vista,
por uma doenc¢a de heranca autossémica recessiva, mas diante da raridade das doencas

genéticas em geral na populacéo, € muito pouco provavel que a mulher 1l-6 fosse também
heterozigota quanto ao gene que esta segregando na familia biol6gica de seu marido II-5.

Heredograma 3: heranca autossémica recessiva
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O heredograma da figura 19, além de ilustrar 0 mecanismo da heranga autossémica
recessiva, introduz mais alguns simbolos usados nos heredogramas. Assim, a unido entre os
individuos IlI-5 e 1lI-6 indica consangiinidade e estd representada por uma linha dupla, que
substitui a simples usada para assinalar os casamentos entre individuos nao aparentados entre
si. O concepto 11I-10 é um aborto ou 6ébito fetal de sexo feminino. Os individuos IlI-11 e 11l-12
sdo gémeos monozigoticos. A linha inclinada sobre os simbolos I-1, I-2 e IV-2 indicam que eles
ja faleceram. O ponto de interrogacao no interior de IV-2 indica que ndo se sabe se ele era
afetado ou ndo (por exemplo, morreu jovem antes da idade média de manifestacdo dos
primeiros sinais e sintomas da doenca). O niimero 3 dentro do simbolo mais a direita da Ultima
geracgdo representa trés individuos normais de sexo masculino (IV-5, IV-6 e IV-7).

O mecanismo ligado ao X pode ser afastado devido a ocorréncia de afetada de sexo
feminino (IV-1) filha de genitores normais. A hipétese de heranca autossdémica dominante com
penetrancia incompleta € uma possibilidade, mas no presente caso ela fica enfraquecida pela
ocorréncia do casamento consangiineo entre IlI-5 e IlI-6.

Tipicamente, no mecanismo de heranca autossémico recessivo, os afetados costumam
concentrar-se numa Unica irmandade. Fortemente indicativo desse mecanismo € a ocorréncia
de consangiinidade parental, como aconteceu no heredograma aqui representado (llI-5 e 11I-6
sdo filhos de dois irmaos, portanto primos em primeiro grau). O genétipo dos afetados IV-1 e
IV-4 é bb, em que b € um gene recessivo que em homozigose determina a doenca. Devido a
iSso, 0s genitores primos em primeiro grau sdo ambos heterozigotos Bb e é mais provavel,
nesse caso, que 0s genes presentes em homozigose nos dois afetados tenham origem comum
num anico alelo patolégico b presente em dose Unica em I-1 ou em [|-2, 0os ascendentes
comuns do casal de primos. Seguindo esse raciocinio, 1l-2 e II-3 também séo heterozigotos,
casados cada um deles com um homozigoto normal BB (lI-1 e 1I-4). Cada um dos irmaos de llI-
5 (lll-1 a 11l-4) tem portanto chances iguais (50%) de ser homozigoto BB ou heterozigoto Bb, o
mesmo acontecendo com os irmaos de IlI-6 (lll-7 a 11-12). Finalmente, cada um dos irmaos
normais dos afetados (IV-3, IV-5, IV-6 e IV-7) possui chance de ser heterozigoto igual a
(1/2)/(1/14+1/2) = 2/3, uma vez que sendo normal e filho de heterozigotos s6 pode ser
heterozigoto Bb ou homozigoto BB com probabilidades que estéo entre si assim como 1/2 : 1/4
ou 2:1ou?2/3: 1/3. Isso tudo fica claro se considerarmos o esquema mostrado na Figura 13
abaixo, que mostra a distribuicdo esperada dos genétipos possiveis na prole de um casal de
heterozigotos, excluindo-se a possibilidade de a crianga ser bb, uma vez que apresenta o
fenotipo dominante: vé-se imediatamente que em duas das trés eventualidades que
correspondem ao fenétipo B- a crianga € Bb.
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O risco de recorréncia do defeito ou doenc¢a na prole do casal IlI-5/11I-6 é obviamente
1/4 ou 25%, uma vez que tanto IlI-5 como llI-6 sdo heterozigotos Bb e para que uma proxima
crianga que venham a ter nasca afetada é preciso apenas que cada um deles transmita-lhe o
gene b, o que vai ocorrer com probabilidade R = 1/2 x 1/2 = 1/4 ou 25%. O risco de ocorréncia
de prole afetada nos casais ja constituidos I-1/1-2, II-1/1I-2 e 11-3/II-4, todos do tipo BB x Bb, é
desprezivel, da ordem de grandeza de zero. Quanto aos individuos IlI-1 a lll-4 , [lI-7 a 111-9 e llI-
11 e 1lI-12, cada um dos quais tem chance de heterozigose Bb igual a 1/2 ou 50%, o risco de
afeccdo em sua prole dependerda de o futuro codnjuge (por hipdtese ndo aparentado) ser
também heterozigoto e de ambos lhe transmitirem o alelo b patolégico. Para genes recessivos
patolégicos que ocorrem na populacdo com freqiiéncias da ordem de 1% aproximadamente,
como é o caso dos genes do albinismo e da fenilcetondria, a freqiiéncia de afetados ao
nascimento é da ordem de 1/10.000 mas a freqiiéncia de heterozigotos fixa-se em cerca de
1/50 ou 2%. Isso significa que o risco de prole afetada para cada um desses individuos (llI-1 a
-4, -7 a lll-9 e 1lI-11 e 11I-12) sera R = 1/2 x 1/50 x 1/4 = 1/400 ou 0,25% , risco esse de
ordem de grandeza desprezivel. Se um desses individuos casar-se com um parente, no
entanto, o risco sera muito maior. Suponhamos por exemplo que o individuo Ill-1 venha a se
unir com 111-9, sua prima em primeiro grau. Cada um possui uma chance a favor de ser
heterozigoto da ordem de 1/2, de modo que o risco para a sua prole é estimado em R = 1/2 x
1/2 x 1/4 = 1/16 = 6,25%. Apesar de esse risco ainda ser relativamente baixo, ele esta
aumentado 6,25/0,25 = 25 vezes em relagdo ao risco existente na hipétese de qualquer um dos
cbnjuges se casar com uma pessoa ndo aparentada. Resta-nos agora calcular os riscos de
prole afetada para os filhos do casal llI-5/111-6. O risco para a prole de IV-1 ou IV-4 (afetados) é
R =1 x 1/50 x 1/2 = 1%; para a prole de IV-3, IV-5, IV-6 e IV-7 o risco correspondente &
calculado segundo R = 2/3 x 1/50 x 1/4 = 1/300 ou cerca de 0,3%. Concluimos, portanto que o
risco de prole afetada s6 estd aumentado significativamente (R = 25%) para o casal llI-5/I1I-6.

Heredograma 4: heranca recessiva ligada ao cromossomo X
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O heredograma ilustra um caso tipico de heranca recessiva ligada ao cromossomo X,
como € o caso da distrofia muscular progressiva tipo Duchenne.

O mecanismo autossémico recessivo pode ser afastado usando-se a mesma
argumentacdo do caso da primeira genealogia. A heranca dominante com penetrancia
incompleta ndo pode ser afastada, mas é muito pouco provavel, pois para explicar-se a
configuracdo da genealogia baseando-se nesse mecanismo seria preciso que 0s dois

heterozigotos ndo penetrantes fossem mulheres (I-4 e 1I-6) e que os quatro afetados fossem

homens; a chance combinada disso vale (1—K)2.(1/2)6 < 1/1.000 para um valor da taxa de
penetrancia K = 0,8. Como na hip6tese de mecanismo recessivo ligado ao cromossomo X a
probabilidade da configuragdo é 1 (ou seja, tem que acontecer exatamente 0 que aconteceu,
ou seja, 0s quatro afetados tém que ser homens e todos eles aparentados entre si através das
duas mulheres heterozigotas), chega-se a conclusdo que o mecanismo recessivo ligado ao X &
pelo menos 1.000 vezes mais provavel que o autossdbmico dominante com penetrancia
incompleta.

Como se nota da analise do heredograma, apenas individuos de sexo masculino sao
afetados. Excepcionalmente, mulheres heterozigotas podem apresentar manifestacdes da
doenca, geralmente sob forma bem mais branda que a apresentada em média pelos homens
hemizigotos afetados, como ja se observou inUmeras vezes na hemofilia por deficiéncia do
fator VIII ou mais raramente na propria distrofia muscular de Duchenne. Evidentemente isso é
possivel desde que exista um desvio significativo no processo de lyonizacdo e a mulher tenha
inativado na maioria de suas células o cromossomo X contendo o alelo normal. A andlise do
heredograma mostra ainda que todos os afetados sdo aparentados entre si através das
mulheres 1-4 e 1I-6, que sdo heterozigotas obrigatérias quanto ao gene que produz a doenca.
Outro detalhe interessante notado na genealogia e que ndo deixa ddvidas quanto ao
mecanismo de transmissao do traco patoldgico é o fato de que a mulher II-6 casou-se em duas
ocasifes com individuos ndo aparentados, e de ambos os casamentos originaram-se afetados.
Outra caracteristica importante, que ndo se aplica ao caso da distrofia muscular de Duchenne e
a outras condicOes letais ligadas ao cromossomo X, em que os afetados ndo conseguem
reproduzir-se, € que a prole dos afetados é normal. Um ponto importante a se considerar é que
se ocorrer transmissdo de homem afetado para filho de sexo masculino afetado, fica excluida a
possibilidade do mecanismo ligado ao X, tanto dominante como recessivo.

Chamando-se XC o gene que em hemizigose determina a doenca recessiva ligada ao
X, vem que o gendtipo dos afetados 1I-7, 11I-2, 1lI-4 e 11I-6 é XC. O casal I-1/I-2 e todos 0s seus
filhos (ll-1 a 1I-5) sdo hemizigotos xC (se homens) ou homozigotas xCxC (se mulheres). As

mulheres heterozigotas certas (gendtipo XCXC) sdo, conforme ja mencionado, I-4 e II-6. A
afirmacao quanto a esta Ultima ndo deixa ddvidas e no caso de I-4, apesar de ela ter tido
apenas um filho afetado, teve, através de II-6, trés netos igualmente acometidos. As demais
mulheres que ocorrem na genealogia (II-8, 1ll-1 e 11I-3) s&o heterozigotas provaveis, uma vez
gue séo todas filhas de heterozigotas certas, cada uma com probabilidade de 50% favorecendo
a hipétese de heterozigose. Todos os homens assinalados por simbolos claros, sejam parentes

em primeiro grau de afetados ou nao, sdo hemizigotos quanto ao gene normal (genétipo XC).
Da mesma maneira que na situacdo anterior, calcularemos em seguida o risco de
repeticdo da doenca na prole de todos os individuos da genealogia representada na Figura 14.
Os riscos de crianca afetada na prole dos casais I-3/I-4, 1I-5/11-6 e 1I-6/11-10 séo de 25% ou 1/4,
uma vez que nessas situacdes as genitoras sdo heterozigotas e para nascer uma crianca
afetada é preciso que herde o cromossomo Y do pai (probabilidade 1/2) e o cromossomo X
com o alelo responsavel pela doenga da genitora heterozigota (também com probabilidade
1/2). O risco final é obtido multiplicando-se essas duas probabilidades: R = 1/2 x 1/2 = 1/4 ou
25%. O risco de crianca afetada na prole de todos os afetados, desde que eles ndo venham a
se casar com mulheres aparentadas ou pertencentes a familias com casos da mesma doenca,
€ da ordem de grandeza de zero (ou seja, para nascer um menino afetado seria necessario
que ocorresse mutagdo nova no cromossomo X recebido da méae). E importante lembrar que,
embore o afetado ndo transmita o gene deletério a nenhum dos filhos homens que tiver, todas
as suas filhas serdo heterozigotas certas, com risco de afeccdo para a sua futura prole
estimado em 1/4 ou 25%. O risco de descendéncia afetada € nulo para o casal I-1/1-2, para o0s
seus filhos II-1 a 1l-4 e para todos os demais individuos de sexo masculino assinalados por
simbolos claros ainda ndo mencionados (lI-9 e IlI-5). Quanto ao risco de prole afetada para as
mulheres heterozigotas provaveis II-8, llI-1 e 1lI-3, é estimado em R = 1/2 x 1/4 = 1/8 ou 12,5%,
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uma vez que cada uma delas tem probabilidade de ser heterozigota igual a 1/2 ou 50%.

Heredograma 5: heranca dominante ligada ao cromossomo X

- B0 BTe

1 4

- BBOoe

Figura22 - Heredograma tipico de uma
@ doenca, rara na populagdo, determinada

por mecanismo dominante ligado ao
cromossomo X.
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A figura 22 ilustra um caso tipico de transmissdo de uma doenca dominante ligada ao
X, mecanismo relativamente raro no conjunto das doencas genéticas monogénicas. Como no
modo de transmissdo autossémico correspondente, ocorrem afetados em todas as geracoes.

Nota-se que mulheres heterozigotas XDxd afetadas tém filhos XP e filhas XPXxd afetados com

probabilidades iguais (25%), enquanto os homens hemizigotos afetados XD n3o transmitem o
defeito para nenhum de seus filhos, enquanto todas as suas filhas sdo necessariamente

heterozigotas XDxd afetadas. Nota-se também que a configuracdo do heredograma poderia
acontecer sob hipétese de doenca autossémica dominante. Sob essa hipétese, a probabilidade
de ocorréncia de 5 afetados de sexo feminino e de 5 meninos normais na prole de 1I-6, na

ordem mostrada, toma valor (1/2)10 = 1/1024; sob hipotese de mecanismo ligado ao X
dominante, no entanto, essa ocorréncia seria a Unica possivel (com probabilidade 1). A
probabilidade favorecendo esta Ultima hipétese é, portanto, no caso, cerca de 1.000 vezes
maior que a outra. Inversamente, caso tivesse sido observado apenas um caso de transmissao
do defeito de pai para filho ou se pelo menos uma das filhas do afetado fosse normal, a
hipotese de mecanismo dominante ligado ao X seria afastada.

Determinemos agora o0s genoétipos de todas as pessoas representadas no
heredograma, sob a hipétese de heranga dominante ligada ao X, agora bem fundamentada.
Todos os individuos representados por simbolos claros sédo hemizigotos xd ou homozigotas
xdxd normais, enquanto os hemizigotos afetados (simbolos escurecidos) possuem genotipo
XD e as heterozigotas afetadas (representadas por circulos negros) séo xDxd,

Os riscos para a prole dos individuos 1I-1 a II-4 do casal I-1/I-2 e de todos os individuos
normais das proles de I-3/I-4, 11-5/11-6 e 1I-6/11-10 s&do despreziveis, da ordem de grandeza de
zero. O risco de doenca na prole de I-3/I-4 (homem xd x mulher XDXd) € de 1/2 ou 50%, pois
esse casal pode ter quatro tipos diferentes de filhos, cada um deles com probabilidade de 25%:
xD, xd, xdxd xDxd. O risco para as proles de 1I-5/11-6 e 1-6/1-10 também é de 1/2 ou 50%,
com a diferenca que agora todas as meninas (que vao ocorrer com probabilidade de 50%)

serdo heterozigotas afetadas xDxd enquanto todos os meninos (que também ocorrerdo com
probabilidade de 50%) ser&o hemizigotos xd normais, uma vez gue o cruzamento parental € do
tipo homem XD x mulher xdxd.
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Heredograma 6: heranga mitocondrial

Figur23 - Heredograma tipico de
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Nesse mecanismo, exemplificado através do heredograma mostrado na Figura 23, o
defeito é condicionado por gene mutante localizado no DNA das mitocondrias, organelas que
provém do évulo, sendo portanto transmitidas as criancas de ambos os sexos pela mae. A
inspecdo do heredograma mostra claramente que as criangas (meninos e meninas) de
mulheres afetadas sdo igualmente afetadas, contrariamente ao que acontece com a prole de
homens afetados, que é sempre normal. A situacdo é complicada geralmente pela penetrancia
incompleta e expressividade muito variavel do gene que determina a doenca ou defeito na
prole de mulheres portadoras do DNA mitocondrial mutante, geralmente afetadas. Desse modo,
nem todas as criancas dessas mulheres sdo necessariamente afetadas, como é o caso do
individuo 111-10 da genealogia acima; a distincdo importante em relacdo a heranca autossémica
dominante é que ndo ocorrem criangas afetadas na prole de homens afetados. A heteroplasmia
(presenca de copias de DNA mutante mitocondrial ao lado de cdpias normais, em proporgdes
variadas nos diferentes individuos) contribui para a expressividade do quadro clinico, que
costuma ser muito mais variavel do que na herangca autossdbmica dominante. Esse tipo de
transmissao vem ganhando importancia crescente em genética médica desde que se descobriu
gue uma fracao consideravel dos casos de surdez n&o sindrémica sdo devidas a mutagdes de
DNA mitocondrial. Outras doencas e sindromes com manifestacées metabdlicas, neuroldgicas,
musculares e visuais também podem ser causadas por muta¢des no DNA mitocondrial.
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O DNA MITOCONDRIAL HUMANO
Regina Célia Mingroni

Embora a maior parte do DNA na maioria dos organismos eucariontes esteja presente
no nucleo, uma parte do DNA celular esta presente nas mitocondrias dos animais, das plantas
e dos fungos e também nos cloroplastos das plantas. Essas organelas sdo importantes para
as células do ponto de vista energético, pois nas mitocondrias ocorre a sintese de ATP e nos
cloroplastos ocorre a fotossintese.

O DNA mitocondrial humano

O DNA mitocondrial humano é uma molécula de DNA circular de dupla-fita cuja
seqliéncia completa de nucleotideos foi estabelecida em 1991. Tem 16569 pb de comprimento.
As duas fitas do DNA tém composicdo de bases diferente e por isso receberam diferentes
nomes: a cadeia H (de heavy ou pesada) € rica em guaninas e a cadeia L (de light ou leve) é
mais rica em citosinas. Embora o DNA mitocondrial humano seja predominantemente de dupla-
fita, em um pequeno segmento ocorre DNA com tripla-fita, estrutura que resulta da sintese
adicional de um pequeno segmento do DNA mitocondrial, na regido que chamamos de
hipervariavel. Células humanas contém geralmente milhares de copias do DNA mitocondrial. O
DNA mitocondrial humano corresponde a cerca de 0,5% do DNA total de uma célula somatica.

Na figura 17 esté representado o DNA mitocondrial humano que contém 37 genes: 28
sdo presentes na cadeia pesada e nove na cadeia leve. Um total de 13 dos 37 genes que
codificam polipeptideos e séo traduzidos nos ribossomos mitocondriais. Eles codificam alguns
elementos dos complexos respiratorios, enzimas relacionadas a fosforilacdo oxidativa. Todas
as demais proteinas mitocondriais sdo codificadas pelos genoma nuclear e sdo traduzidas
pelos ribossomos do citoplasma celular antes de serem importadas pela mitocondria. Os
demais 24 genes mitocondriais codificam 22 tipos de RNAs transportadores e dois tipos de
moléculas de RNA riboss6mico, que constituem parte do aparato de sintese protéica
mitocondrial. Outros componentes séo codificados exclusivamente pelo genoma nuclear. Esses
genes ocupam a maior parte da extensdo do DNA mitocondrial. No entanto, existe uma regido
ndo codificadora de aproximadamente 1200 nucleotideos que é conhecida por nomes
diferentes: alca D (D loop), regidao de controle ou regido hipervariavel. O termo regido de
controle se refere ao fato de que essa regido contém os sinais que controlam a replicagdo do
DNA e a transcricdo do RNA. O termo D-loop se refere ao inicio da replicacdo do DNA, quando
a cadeia de DNA recém-sintetizada desloca uma das cadeias parentais, formando uma espécie
de bolha no local. A seqiiéncia do DNA nessa regidao é chamada de hipervariavel porque,
sendo uma regiéo que ndo codifica um produto, ela pode acumular mutacdes de ponto em uma
taxa de 10 a 25 vezes superior as taxas de mutacdo encontradas no DNA nuclear. Por isso,
essa regido é a mais estudada em pesquisas evolutivas e de genética de populacdes.

MutacBes no DNA mitocondrial causam varias doencas genéticas nos humanos

A gravidade de uma doenca causada por uma mutacdo no DNA mitocondrial depende
do tipo de mutacgédo e da proporcéo entre as moléculas de DNAmt mutado e ndo mutado em um
certo tipo celular. Muitas vezes quando sdo detectadas mutacées no DNA mitocondrial, as
células podem conter uma mistura de moléculas de DNAmt selvagem ou mutado,
caracterizando a condicdo chamada de heteroplasmia. Cada vez que uma célula de mamifero
se divide, moléculas de DNAmt selvagens ou mutadas vao segregar ao acaso para as células
filhas. Assim, 0 gendtipo em relagdo ao DNAmt pode se modificar entre uma divisao celular e
outra, e entre uma geracao e outra. O acaso pode fazer com que se estabelecam linhagens
predominantemente portadoras de DNA mutado ou predominantemente selvagens. Uma vez
gue todas as enzimas necessarias para a replicacdo do DNA mitocondrial séo codificadas pelo
DNA nuclear, mutacdes no DNA mitocondrial em teoria ndo afetam sua capacidade de
replicacdo. Ao contrario, foram descritos casos em que grandes dele¢cdes do DNA mitocondrial
acarretaram vantagem replicativa.

Todas as células contém mitocdndrias, mas, curiosamente, as muta¢des mitocondriais
afetam preferencialmente certos tecidos. Aqueles que sdo os mais comprometidos geralmente
sdo aqueles com elevada demanda de ATP produzido pela cadeia de fosforilagéo oxidativa, ou
aqueles com demandas rapidas e muito variaveis de ATP. A neuropatia éptica hereditaria de
Leber (degeneracdo no nervo Gptico acompanhada de cegueira progressiva), por exemplo, é
causada por uma mutacéo de sentido errado no gene mitocondrial que codifica a subunidade 4
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da NADH-CoQ redutase. Qualquer uma das grandes dele¢cdes de DNA mitocondrial que ja
foram estudadas causam diversas outras doencas como oftalmoplegia externa crbnica
progressiva e sindrome de Kearns-Sayre, caracterizadas por defeitos de visdo e degeneracdes
do sistema nervoso central. Um outro tipo de condicdo, que se caracteriza pela presenca de
fibras musculares vermelhas esgarcadas e movimentos ataxicos pode ser devida a mutagcfes
no gene do RNAt mitocondrial da lisina. Como resultado dessa mutacdo, a traducdo de
diversas proteinas mitocondriais parece estar comprometida. O interessante a respeito das
doencas resultantes de mutacdes mitocondriais na espécie humana é que, salvo uma Unica
excecdo descrita, elas sempre tém heranca materna. Em outras palavras, as mulheres
transmitem a doenca a seus filhos e filhas, mas homens afetados jamais transmitem a doenca
a seus descendentes.

Figura 24. Representacdo do DNA mitocondrial humano. A fita do DNA representada pelas
linhas internas € denominada cadeia leve (L, light). A fita do DNA representada pelas linhas
externas é chamada de cadeia pesada ( H, heavy). O, é a origem de replicacdo da cadeia leve;
Oy é a origem de replicacdo da cadeia pesada; P, € o promotor da cadeia leve; Py é o
promotor da cadeia pesada.
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AS BASES CROMOSSOMICAS DAS DOENCAS GENETICAS

Paulo A Otto, Regina Célia Mingroni, Angela Maria Vianna Morgante 2006 — Principios de
Genética Humana e Médica. Em: Tratado de Clinica Médica, Amato Carlos Lopes Editor.
Editora Roca Ltda.

A Citogenética estuda a estrutura, a funcdo e a evolugdo dos cromossomos. A
Citogenética Clinica focaliza especialmente as alteragGes cromossémicas, 0S mecanismos que
as originam e seus efeitos fenotipicos. Seis a sete em cada mil recém-nascidos tém uma
alteracdo cromossOmica. Essas alteragBes constituem a causa genética principal de
malformacBes congénitas e retardo mental e podem estar relacionadas também com
esterilidade e infertilidade. Entre os abortamentos espontaneos de primeiro trimestre, 50% tém
anormalidades cromossémicas como causa. A comparacdo entre as freqUiéncias das
anormalidades cromossémicas nos abortos e ao nascimento mostra o efeito deletério que elas
tém sobre o desenvolvimento, chegando a termo apenas uma pequena fragdo dos conceptos
afetados.

Como estudar os cromossomos humanos

As células somaticas humanas tém 46 cromossomos, 23 herdados de cada genitor.
Vinte e dois pares cromossémicos sdo semelhantes no homem e na mulher e se denominam
autossomos. O par de cromossomos sexuais € formado por dois cromossomos X na mulher e
por um cromossomo X e um Y no homem.

Quando uma célula se divide, seus cromossomos progressivamente aumentam a
condensacao e encurtam, o que permite visualiza-los e analisar sua morfologia ao microscépio
Optico. Ja na célula que ndo esta em divisdo, os cromossomos estdo muito distendidos e,
apesar de cada um manter sua integridade, ndo permitem a analise morfolégica. Assim, para
analisar cromossomos sédo necessarias células em divisdo, obtidas a partir de tecidos vivos.

Os cromossomos sdo analisados nas fases de metafase ou prometafase da divisao
mitética que dara origem a duas células com nimero de cromossomos igual ao da célula-mae.
O cromossomo, nessas fases, ja esta duplicado, consistindo de duas cromatides, unidas pelo
centrdmero (Figura 25). Cada cromatide é formada por uma molécula de DNA associada a
proteinas e esse material é chamado de cromatina.

Figura 25 — Os cromossomos metafésicos
estdo duplicados, formados por duas
cromatides unidas no centrdmero. De acordo

com a posicdo do centrdmero, o0s
cromitide Cromossomos sao classificados em
o L ALitS metacéntricos, submetacéntricos e
N @4 oonstrigic acrocéntricos. Nos bracos curtos dos
Cromossomos acrocéntricos humanos
observam-se constrigbes secundarias (onde
estdo situados os genes que codificam RNA
ribossdémico) e, em sua extremidade, massas

de cromatina mais condensada, os satélites
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Os exames cromossdmicos pos-natais, para diagnoéstico de alteracbes cromossdmicas
constitutivas, sao rotineiramente realizados nos linfocitos do sangue periférico, diante da
facilidade de obtencao do material e da relativa simplicidade da técnica de cultivo. Outros tipos
de células podem também ser usados, quando a pesquisa de uma determinada alteracéo exige
a extensdo da andlise, como por exemplo os fibroblastos obtidos de bidpsias de pele. No
diagnostico pré-natal, a andlise cromossémica é realizada em amnidcitos ou em células das
vilosidades coridnicas.

Para o estudo dos cromossomo dos linfécitos, o sangue é colhido com um
anticoagulante, a heparina, e apés a sedimentacdo das hemacias, uma aliquota de plasma
com os leucécitos em suspensdo é inoculada no meio de cultivo, que contém a fito-
hemaglutinina, o agente mitogénico que estimula os linfocitos a dividirem-se. Apés cerca de 70
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horas de incubacédo a 37° C, é grande o numero de células em divisdo. Para se obterem as
metafase ou prometafases necessarias a analise, o processo de divisdo deve ser interrompido
nessas fases. Esse bloqueio é feito utilizando-se substancias, como a colchicina, que impedem
a formacao do fuso mitético, necessario para a separacédo das cromatides dos cromossomos e
sua migragdo para as células-filhas. ApOs esse passo, as células sao separadas do meio de
cultura por centrifugacao e tratadas com uma solucao hipotbnica, para que 0s cromossomos se
espalhem e, assim, possam ser claramente vistos, sem estarem emaranhados uns com 0s
outros. O material é, entdo, fixado com uma solucdo de metanol e acido acético. Pingam-se
algumas gotas da suspensdo de células em fixador sobre laminas de microscopia e, apos
secagem, as preparacfes estdo prontas para serem submetidas aos diversos métodos de
coloracé@o dos cromossomos que permitem sua analise ao microscapio.

O método de coloracdo cromossbmica rotineiramente utilizado nos exames
diagnésticos é o que produz faixas claras e escuras (bandas) ao longo dos cromossomos,
permitindo identificar todos os pares: as prepara¢gbes cromossémicas sdo tratadas com uma
solucéo de tripsina e coradas com o corante de Giemsa — bandamento G. Para a classificagéo
dos cromossomos levam-se em conta seus tamanhos, posi¢cdo do centrémero e o padrdo das
bandas. O conjunto de cromossomos arranjados aos pares é o caridtipo da célula. O termo
cariétipo é utilizado também para designar a constituicdo cromosdmica de um individuo. Por
exemplo, o cari6tipo de um homem normal € 46, XY e o de uma mulher, 46, XX. Existem
normas que sd@o seguidas internacionalmente para se descreverem 0s caritipos normais e
alterados (ISCN, An International System for Human Cytogenetics Nomenclature, 1995).

Na andlise dos cromossomos deve-se cuidar para que o nivel de distensdo dos
cromossomos seja 0 adequado para se obterem pelo menos 550 bandas no lote hapléide.
Cromossomos mais compactados impedem o diagnostico de muitas alteracdes estruturais
identificaveis pela anélise do padrao de bandas G. O poder de resolu¢do da técnica, entretanto,
ndo permite a detecc@o de alteragbes que comprometam menos de 5 milhdes de pares de
bases do DNA e alteracbes maiores podem passar despercebidas, caso ndo produzam
mudancas no padrdo das bandas.

Hoje é possivel a deteccao de alteragbes menores, utilizando a técnica de hibridagéo in
situ fluorescente (FISH, Fluorescent In Situ Hybridization) na andlise cromossbémica. Por
exemplo, na pesquisa de uma determinada delecdo cromossdmica, usa-se um segmento de
DNA, a sonda, que contém a seqiiéncia de bases do segmento que se supde deletado. Cépias
da sonda s&o colocadas em contato com as preparacdes cromossdmicas, em condi¢des
apropriadas, de modo a que ocorra sua ligacdo (hibridacdo) com o segmento exatamente
correspondente (homdlogo). As sondas sao previamente marcadas com um fluorocromo. Pode-
se, assim, verificar se 0 segmento estd ou ndo presente no cromossomo, na andlise ao
microscépio de fluorescéncia (Figura 26).

Existem sondas disponiveis comercialmente que permitem detectar microdelecdes
cromossOmicas ja descritas em associacdo a quadros clinicos especificos (Figura 27). Outras
sdo homodlogas as porcdes terminais dos cromossomos, sendo utilizadas para detectar
diminutas translocacdes e dele¢fes situadas nas extremidades dos cromossomos. As regifes
dos centrébmeros de cada cromossomo também sao identificAveis e, assim, é possivel contar o
namero de cromossomos de um tipo num ndcleo interfasico, portanto na célula que néo esta
em divisdo (Figura 28). Conjuntos de sondas correspondentes a toda a extensdo de um
cromossomo — bibliotecas cromossémicas - podem ser hibridadas simultaneamente, o que
permite, por exemplo, identificar segmentos cromossémicos adicionais num cariétipo, cujo
padréo de bandas néo seja caracteristico.

As técnicas de hibridagdo in situ tornam-se progressivamente mais sofisticadas. O uso
de fluorocromos de cores diferentes para marcar as sondas permite analisar varios
Cromossomos ao mesmo tempo e até mesmo todos 0s cromossomos podem agora ser
analisados simultaneamente, associando-se as combina¢Bes de fluorocromos diversos a
sistemas de filtros especiais e recursos computacionais (cariotipagem espectral e M-FISH).
Uma outra técnica, CGH (Comparatice Genomic Hybridization) evidencia perdas e ganhos de
segmentos cromossdmicos hibridando, com metafases normais, o DNA obtido da amostra que
se quer testar (marcado para fluorescer em vermelho) juntamente com o DNA de uma amostra
de tecido normal (marcado para fluorescer em verde). A andlise da fluorescéncia dos
cromossomos é feita por computador: um segmento com
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Figura 27 — Identificacdo por FISH de uma
microdelecdo de um cromossomo do par 17
num paciente com suspeita diagnéstica de
neurofibromatose tipo 1: a sonda,
correspondente ao segmento deletado, marcou
um UGnico cromossomo 17 (fluorescéncia verde).
Nos dois cromossomos 17 também observa-se
os sinais de uma outra sonda hibridada ao
mesmo tempo, que serviu de controle para a
sensibilidade do teste (fluorescéncia vermelha).

Figura 28— Trissomia do cromossomo 18
evidenciada num ndcleo interfasico pela
hibrida¢éo de uma sonda do centromero desse
Cromossomo
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Figura 26 — Na hibridacéo in situ fluorescente (FISH), a
sonda marcada com um fluorocromo liga-se ao segmento
homélogo no cromossomo metafasico, que assim €
evidenciado. No processo, o DNA da sonda e dos
cromossomos é deshaturado (separagdo das cadeias da
hélice dupla) e posto em contato, oferecendo-se as
condicbes para que volte a condicdo de cadeia dupla
(renaturacéo). Quando a cadeia dupla é refeita entre o
DNA da sonda e o do cromossomo (hibridagdo), o
segmento do cromossomo pode ser Vvisualizado
fluorescente ao microscopio de luz UV.

excesso de verde esta deletado na amostra teste e aquele com excesso de vermelho esta
duplicado nela. O estudo de tumores, que costumam apresentar alteragcdes cromosdmicas
extremamente complexas, é especialmente beneficiado por essas técnicas.
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As alteracbes cromossdmicas

Os cromossomos podem ter o nimero ou a estrutura alterados. As alteragbes do
namero dos cromossomos decorrem de erros na separacdo dos cromossomos ha divisdo
celular (ndo-disjungcéo cromossbémica). Esses erros podem acontecer na formacéo dos gametas
(numa meiose) ou apds a unido dos gametas que formam o zigoto (huma mitose). As
alteracbes estruturais resultam de quebras nos cromossomos, seguidas de fusdo de
extremidades que ndo estavam contiguas. Assim, os segmentos podem ser trocados de
posicéo, perdidos ou duplicados. Essas alteragGes também podem se originar durante a
formacéo dos gametas ou depois da formacéo do zigoto.

Em geral as anormalidades cromossd6micas ndo sdo herdadas e surgem em cada
geragdo como mutagdes novas. Isso acontece porque na maioria dos casos ha perda ou ganho
de cromossomos ou de segmentos cromossdémicos que levam seus portadores a morte pré - ou
pos-natal e aqueles que sobrevivem geralmente ndo as transmitem para a prole, porque séo
estéreis ou apresentam quadro clinico muito grave. Nas pessoas portadoras de alteracbes
estruturais, entretanto, essa alteracdo esta freqlentemente equilibrada, ou seja, houve
mudanca de posicdo de segmentos cromossémicos, sem que ocorressem perdas ou ganhos
gue produzissem efeitos clinicos. Esses individuos podem passar essas alteracdes para a
geracgdo seguinte, na forma equilibrada ou ndo, mas entre eles ha uma parcela que é estéril,
por efeito do rearranjo cromossémico na gametogénese.

A Tabela 4 mostra as freqiéncias dos diversos tipos de altera¢cdes cromossémicas
entre recém-nascidos.

Tabela 4 — Frequéncias dos diferentes tipos de alteracdes cromossdmicas por mil
nascimentos*

Tipos de alteragéo Freqiiéncia/1000
Numéricas 3,4

e AutossOmicas 1,4

e Cromossomos sexuais 2
Estruturais 2,6

e N&o equilibradas 0,6

e Equilibradas 2
Total 6

*Freqliiéncias estimadas a partir dos estudos de séries de recém-nascidos consecutivos em
diferentes paises.

As alteracbes cromossdmicas numéricas

Os erros de divisdo celular podem resultar em individuos com trés ou quatro vezes o
namero hapléide (n = 23) de cromossomos: o0s tripldides (3n = 69 cromossomos) e 0s
tetrapléides (4n = 92 cromossomos), respectivamente. Ambas as condi¢bes sao muito raras e
letais, provocando quase sempre abortamento ou morte logo apds o nascimento. A triploidia é,
na maioria das vezes, resultado de dispermia, ou seja, da participacdo de dois
espermatozdides na fertilizagdo de um ovulo. Pode acontecer também a produgédo de um
gameta dipléide, por uma falha na divisdo meidtica ou ainda pela fusdo de um 6vulo com um
corpusculo polar. A tetraploidia parece resultar principalmente de um erro mitotico, depois da
formacédo do zigoto, levando a duplicacdo do nimero total de cromossomos.

Com maior freqiiéncia os erros de separagdo dos cromossomos resultam em
alteracBes em um par, que perde ou ganha um cromossomo, produzindo-se, respectivamente,
monossomias ou trissomias (as aneuploidias). Erros mais complexos, que atingem mais de um
par ou com ganhos de mais de um cromossomo podem ocorrer, mas sdo bem mais raros.
Essas alteracBes, mesmo quando afetam um Unico par cromossdmico, sdo encontradas
principalmente em abortos. Entre recém-nascidos, as monossomias autossémicas nado
aparecem e a Unica trissomia de autossomos com frequiéncia significativa é a do cromossomo
21, que causa a sindrome de Down, com uma incidéncia de 1/800 a 1/1.000. As outras duas
trissomias compativeis com a sobrevivéncia até o nascimento sdo as dos cromossomos 13 e
18, observadas em 1/10.000 e 1/6.000 nascidos vivos, respectivamente. A maioria dos
afetados, entretanto, morrem nas primeiras semanas de vida. Algumas outras trissomias
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autossémicas, como a do cromossomo 8, podem ser encontradas em nascidos vivos, se bem
gue muito raramente e, nesses casos, foram detectadas células normais ao lado das células
trissbmicas, caracterizando um mosaicismo cromossémico.

As aneuploidias dos cromossomos sexuais sdo mais freqlientes. Estima-se que 1/400
meninos e 1/650 meninas nasgam com essas alteragbes. Mesmo a monossomia X (45,X) é
encontrada entre recém-nascidas (1/5.000), apesar de constituir a alteracdo cromossdmica
individualmente mais freqliente nos abortos. A explicacdo para a menor letalidade das
alteracbes do numero de cromossomos sexuais esta no fato de que um dos cromossomos X
nas células sométicas da mulheres esta inativo, num mecanismo de compensacao de dose, ou
seja, para compensar a presenca de dois cromossomos X nas mulheres e um Ginico no homem.
O numero de genes no cromossomo X é muito maior do que no cromossomo Y, onde se
encontram principalmente genes que atuam no desenvolvimento e no funcionamento dos
testiculos, havendo raros segmentos homélogos ao cromossomo X. O silenciamento de um dos
cromossomos X nas mulheres ndo atinge, entretanto todos os genes, havendo aqueles que
funcionam em dose dupla. Os defeitos produzidos pela alteragdo do ndmero de cromossomos
X parecem, assim, decorrer do funcionamento alterado desses genes.

Apesar de as aneuploidias poderem decorrer de erros na separa¢do de cromossomos,
tanto meidticos (Figura 29) como mitéticos (Figura 30), elas resultam principalmente da néo-
disjuncdo cromossOmica na primeira divisdo meidtica materna. Estudos da origem do
cromossomo extra presente em criancas com sindrome de Down, utilizando polimorfismos do
DNA, mostram que em 90% dos casos a nao-disjun¢do foi materna, 75% tendo ocorrido na
primeira divisdo meiética. Quando o cromosomo extra é contribuido pelo pai, a ndo-disjungdo
tem chances semelhantes de ter acontecido em qualquer das duas divisdes meiéticas. Em
cerca de 3% dos casos, a ndo disjuncao é pos-zigobtica, ocorrendo, portanto, numa mitose.

Antes mesmo de se saber que a trissomia 21 era a causa da sindrome de Down, ja se
detectara a influéncia da idade materna em sua incidéncia. Para mulheres com menos de 35
anos de idade, o risco de nascer uma crianca afetada pela sindrome é de aproximadamente
1/1.000; esse risco vai progressivamente aumentando, especialmente apés os 35 anos,
quando é de 1/400, atingindo 1/100 aos 40 anos e 1/25, apés a idade de 45 anos. Esse risco
se aplica também a outras trissomias. A idade materna a partir dos 35 anos constitui-se, assim,
na indicacao mais freqliente para o diagnostico pré-natal de doencas genéticas.

O mecanismo pelo qual a idade materna influencia a ocorréncia de ndo-disjun¢do nédo
esta esclarecido. Diferentemente do que ocorre na gametogénese masculina, em que a meiose
€ um processo continuo a partir da maturidade sexual, na mulher a meiose se inicia por volta
do terceiro més de vida intra-uterina. Por ocasido do nascimento, 0s ovOcitos encontram-se no
final da profase da primeira divisdo meidtica, numa fase estacionaria — o dictiéteno, sé
retomando a divisdo, um a cada ciclo menstrual, a partir da puberdade. Esse “envelhecimento”
do 6vulo no dictibteno seria o responsavel pelo aumento na incidéncia de nao-disjun¢éo
cromossomica.

As alterac8es da estrutura cromossémica

Os cromossomos podem quebrar-se e o mecanismo de reparo celular ao atuar para cicatriza-
los pode fazé-lo incorretamente, resultando em mudancas de posicao, perdas e duplicacbes de
segmentos cromossémicos. Um outro mecanismo que pode originar rearranjos cromossémicos
€ a recombinacéo “ilicita” entre segmentos do genoma que tém seqiiéncias muito semelhantes,
mas nao estdo situadas exatamente na mesma posi¢cdo em cromossomos homélogos. Difere,
assim, da recombinacdo que leva a troca de segmentos exatamente correspondentes que
ocorre normalmente na meiose e que produz diferentes combina¢Bes de genes paternos e
maternos em um par de cromossomos.

Um rearranjo cromossdmico pode nao alterar a informacdo genética, estando
equilibrado sem produzir efeitos clinicos. Quando ha perda ou ganho de segmentos, o
rearranjo esta ndo-equilibrado e o portador apresenta um quadro clinico caracterizado
geralmente por malformacdes congénitas e retardo mental de graus variaveis. E interessante
gue rearranjos cromossdmicos que se apresentam equilibrados na analise do padrdo de
bandas G podem estar associados a sinais clinicos. O fato de esses rearranjos serem mais
frequentes entre pessoas afetadas do que na populacdo geral indica que néo se trata sempre
de simples coincidéncia. Na verdade, j& se demonstrou, em analises mais refinadas por
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Figura 29— Comportamento dos
cromossomos na meiose: a formacdo de
células hapldides — os gametas - a partir de
uma célula germinativa dipléide (A).
Formacéo de gametas aneupldides, devido a
ndo disjuncdo dos cromossomos X e Y na
primeira (B) e na segunda divisdo da meiose
masculina (C).

Figura 30 — N&o-disjuncdo cromossdmica pos-
zigética, numa divisdo mitética no inicio do
desenvolvimento, originando um individuo com
trés linhagens celulares: 45,X/47,XXX/46,XX
(mosaicismo cromossémico).
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Um rearranjo cromossdmico pode ndo alterar a informagcdo genética, estando
equilibrado sem produzir efeitos clinicos. Quando ha perda ou ganho de segmentos, o
rearranjo esta nao-equilibrado e o portador apresenta um quadro clinico caracterizado
geralmente por malformacdes congénitas e retardo mental de graus variaveis. E interessante
que rearranjos cromossdmicos que se apresentam equilibrados na analise do padrao de
bandas G podem estar associados a sinais clinicos. O fato de esses rearranjos serem mais
freqUientes entre pessoas afetadas do que na populacdo geral indica que néo se trata sempre
de simples coincidéncia. Na verdade, j& se demonstrou, em analises mais refinadas por
hibridacéo in situ e do DNA, que as quebras em rearranjos aparentemente equilibrados podem
danificar genes, levando a um fenétipo alterado. Esse tipo de alteracédo esta abaixo do poder
de resolucdo da andlise cromossémica por bandamento.

A Figura 31 mostra alguns tipos de altera¢cfes estruturais dos cromossomos humanos.
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Figura 31 — Alterag6es cromossdmicas estruturais

As translocacbes sdo rearranjos que consistem em trocas de segmentos entre
cromossomos. Entre as criangas com sindrome de Down, por exemplo, uma fracdo de
aproximadamente 4% tem uma trissomia 21 por translocagéo: possuem dois cromossomos 21
livres e um terceiro translocado para um outro cromossomo (Figura 32). Essas translocacdes
geralmente ocorrem na formacdo de um dos gametas que originou a crianga e ndo tendem a
repetir na irmandade do afetado. Entretanto, um dos genitores pode ser portador da
translocacdo em estado equilibrado e, se este for o caso, ha risco aumentado de repeticdo da
sindrome de Down na familia. A Figura 32 mostra 0 que pode ocorrer na meiose de um
portador de translocacdo equilibrada entre os cromossomos 14 e 21: na meiose ocorre
normalmente o emparelhamento dos cromossomos homélogos, o que assegura que cada
gameta formado receba um representante de cada par. No portador da translocacéo
equilibrada os cromossomos 21 e 14 se emparelham com os homoélogos que formam o
cromossomo translocado. Quando esses cromossomos vao para os gametas, podem fazé-lo
em seis diferentes combinag¢8es. Dois tipos de gametas podem originar criangas normais, com
€Cromossomos normais ou com a translocacao equilibrada. Os demais gametas vao formar
zigotos com alteraces cromossémicas, monossomias e trissomias do cromossomo 14 ou do
21. Dessas alteracdes, a Unica compativel com o desenvolvimento até o nascimento é a
trissomia do 21. Assim, teoricamente, o risco de crianga com sindrome de Down na prole do
portador é de 1/3. O risco empirico, entretanto, € bem diferente: quando a mée é a portadora
da translocacéo, o risco é de cerca de 15% e é de menos de 5%, quando o pai € portador.
Esse risco menor do que o esperado é em parte explicado pelo abortamento espontaneo de
fetos com trissomia 21. A diferenca entre os riscos para homens e mulheres portadores pode
decorrer de selecdo contra 0s espermatozoides com alteragdes cromossdmicas ou de
peculiariedades meidticas que possam estar favorecendo o tipo de segregacdo dos
Cromossomos que origina gametas normais.
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Figura 32 — Os dois cromossomos 21 fruvzTocydyo EOPETfzouTYNY
livres e um terceiro translocado para um TH T4 TI\ST
cromossomo 14, em uma crianga com

sindrome de Down. O esquema mostra

ST o
como o0 cromossomo translocado se
formou. Houve no processo a perda de berqgew-ze
pequenos segmentos dos dois ,
Cromossomos, compreendendo - L= ‘
basicamente genes que produzem RNA ‘ ‘

ribossdmico. Como esses genes estédo
repetidos muitas vezes nos outros
Ccromossomos acrocéntricos, essa perda
ndo traz efeitos clinicos.

O fato de a sindrome de Down poder ser causada por uma translocacgdo herdada torna
a realizacdo do exame cromossOmico dos afetados ou de seus pais necessaria, mesmo
guando o diagndéstico pode ser firmado com base nos sinais clinicos.

O que apresentamos sobre as transloca¢des na sindrome de Down, aplica-se aos
rearranjos estruturais em geral. Quando uma alteracdo estrutural é detectada numa crianca, 0s
genitores devem ter seus cromossomos analisados. Se um dos genitores é portador da
alteracdo cromossOmica equilibrada, outras pessoas de sua familia também podem ser
portadoras, com risco aumentado de ter crianca com alteracdo cromossdmica. Esses possiveis
portadores devem ser identificados e alertados sobre essa possibilidade, estando indicado que
se submetam ao exame cromossdmico. Uma das indicacdes indiscutiveis de diagndstico pré-
natal é justamente quando um dos membros do casal tem uma alteragdo cromossOmica
equilibrada (Figura 33).
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Quando Solicitar Exame Cromossémico

Foi citado anteriormente a necessidade de certos exames de laboratério para
esclarecer ou confirmar o diagnéstico. Muitos deles sdo exames normalmente executados por
laboratdrios clinicos, mas alguns, por motivos histéricos ou por ainda serem muito usados em
pesquisa, sdo freqiientemente realizados nos laboratérios de genética humana ou nos servigos
de Aconselhamento.

Os mais importantes sdo: o estudo direto dos cromossomos humanos ao microscopio
para determinagdo do caridtipo e o estudo do DNA. Como se trata de exames caros e
trabalhosos, o clinico deve solicitd-los apenas quando ele for plenamente indicado. Ndo ha
sentido, por exemplo, em solicitar estudo de caridtipo em doencas sabidamente mendelianas,
como as mucopolissacaridoses, ou as formas bem caracterizadas de nanismo; ou em defeitos
de causa multifatorial, como o pé torto ou o labio leporino; ou em entidades que podem
pertencer a uma ou outra dessas categorias, como a hidrocefalia ou a microcefalia.

Suspeita-se de anomalia cromossémica e pede-se, com plena indicacdo o estudo
citogénico de laboratério em casos de:

1. MalformagBes congénitas midiltiplas, que correspondem a sindromes ja
reconhecidamente devido a anomalias cromoss6micas (mongolismo, sindrome do miado do
gato, etc.).

2. MalformagBes congénitas mdltiplas, que ndo constituem sindrome conhecida de
aberracdo cromossOmica, desde que também ndo se encaixem em sindrome génica,
multifatorial ou ambiental conhecida.

3. Duas ou mais malformacbes associadas ao atraso de desenvolvimento e retardo
mental.

4. Sinais menos tipicos do que os anteriores, que sejam, entretanto, reforcados por um
ou mais dos seguintes sinais ou circunstancias: antecedentes pré ou perinatais — mae de idade
elevada, poli-hidramnios, artéria umbilical Unica, placenta pequena, apresentacdo pélvica ou
podalica, estatura e peso baixos ao nascer em relacdo a idade gestacional; sinais clinicos —
anomalias fisicas menores, fisionomia do paciente totalmente diferente da de seus parentes.

5. Alguns dos sinais abaixo indicativos de aberracdes dos cromossomos sexuais (em
varios desses casos 0 exame de cromatina sexual € suficiente para, em associagdo com sinais
clinicos, firmar o diagndstico): testiculos pequenos; amenorréia primaria; hipogonadismo;
fertilidade diminuida ou nula; genitalia externa ambigua.

6. Pessoa normal que teve crianca portadora de aberracdo cromossOmica estrutural
(translocacao) para investigar a presenca da translocacado equilibrada.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE DOENCAS GENETICAS
Regina Célia Mingroni Netto

Sao varias as estratégias para se estudar aspectos moleculares das doencas

hereditarias, pois algumas ainda ndo tiveram os genes responsaveis identificados. Em outras,
apesar de o gene causador ter sido identificado, ocorrem tantos tipos de mutacdes diversas
gue se torna dificil desenvolver um Unico teste para diagnéstico. Contudo, para a maioria dos
casos, € possivel fazer aconselhamento genético seguro e também diagndstico pré-natal,
desde que se conhecga pelo menos a localizagdo aproximada do gene no cromossomo.
Os testes diagnosticos baseados em analise de DNA sao realizados em criangas e adultos com
relativa facilidade, a partir de procedimentos de extracdo de DNA de sangue periférico. Um
volume de 5ml de sangue fornece DNA mais do que suficiente para varios testes, sendo a
sobra do DNA estocada para estudos futuros. Se necesséario, o DNA pode ser extraido a partir
de amostras muito menores de sangue, como, por exemplo, 500ul, caso o objetivo seja estudar
o DNA através da PCR.

A objetivo bésico das técnicas de diagnostico pré-natal € obter amostras de tecido
fetal para andlises bioquimicas, de DNA ou de cromossomos. A coleta de amostras de
vilosidade cordnica, de liquido amniético ou mesmo de sangue fetal através da cordocentese
permite obter DNA em quantidade suficiente para as andlises que descreveremos a seguir. A
vilosidade coridbnica é a parte da futura placenta de origem fetal que, localizada fora do
embrido, tem constituicdo genética igual a do feto. Na amniocentese, séo coletadas no liquido
amnidtico as células chamadas amnidcitos que podem ser submetidas a estudos. A coleta é
feita transabdominalmente, geralmente a partir da 16° semana de gestacdo, através de uma
seringa especial guiada por ultrassom. Porém, pode ser necessario fazer uma cultura de
células para se obter material suficiente para analise, o que torna este estudo mais demorado.
A cordocentese consiste na coleta de sangue fetal através de uma agulha introduzida nos
vasos do corddo umbilical. Entre essas técnicas de coleta, a amostra de vilosidade coriénica é
a menos invasiva e a mais precoce (realizada entre a 8* e a 12° semana de gestagio).
Portanto, ela tem sido a preferida na obtencdo de material para estudos de DNA.

A seguir, vamos detalhar alguns exemplos de doencas hereditarias e as ferramentas
moleculares que podem ser utilizadas no seu diagndstico.

MUTACOES QUE AFETAM SIiTIOS DE RESTRICAO: DETECGAO DIRETA POR
SOUTHERN BLOTTING

Uma maneira das maneiras mais simples de se estudar uma doenca hereditaria é
através da deteccdo de uma mutagdo que modifica um sitio de restricdo. Quando o DNA dos
afetados é digerido com enzimas de restricdo, separado em gel de agarose, submetido a
Southern-blotting e hibridacdo com uma sonda especifica para 0 gene, fragmentos de DNA de
tamanho alterado surgem como resultado da hibridac&o, diferentes daqueles esperados para
as pessoas normais. Um exemplo desse tipo de analise € o representado pela mutagdo que
causa a anemia falciforme na espécie humana (Fig. 34).

A anemia falciforme resulta de uma mutagdo de ponto que substitui um acido glutamico
(GAG) por uma valina (GTG) na posicao 6 da cadeia beta da hemoglobina. Felizmente, para
efeito de diagnostico, a mutacao que troca A por T elimina sitios de restricdo de varias enzimas
conhecidas. Assim, essa mutacdo pode ser facilmente detectada apds digestdo com enzima de
restricio seguida de Southern-blotting e hibridagdo com sondas do gene. Por exemplo, a
enzima de restrigcdo Mst Il gera um fragmento de 1,1 kb no DNA de pessoas normais. Este sitio
de Mst Il é destruido na presenca da mutacdo e nas pessoas portadoras surge entdo um
fragmento de 1,3 kb. A figura 1 mostra os resultados desse tipo de andlise numa familia em
gue ocorre a anemia falciforme. Este tipo de exame sé € possivel porque é sempre 0 mesmo
tipo de mutacdo que leva a anemia falciforme, em todas as familias estudadas. Porém,
doencas em que todos 0s casos sdo devidos a um Unico tipo de mutacdo séo, infelizmente,
uma excecdo. Como veremos, outras doencas requerem outras estratégias de andlise mais
elaboradas.

A andlise por meio do Southern-blotting seguido de hibrida¢éo pode ser também usada
no diagnoéstico de muitas outras doencas hereditarias, desde que a mutacao altere o tamanho
de um fragmento de restricdo de maneira detectavel ou cause a delecao de um certo fragmento
de restricdo. Por exemplo, cerca de 60% dos casos de Distrofia Muscular do tipo Duchenne séo
devidos a delec¢des diversas no gene da distrofina, localizado no cromossomo X. Antes do
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advento das técnicas de PCR, era comum hibridar o DNA dos afetados com sondas de cDNA
do gene da distrofina, procurando-se detectar dele¢bes. Uma sonda de cDNA hibrida com
varios exons do gene simultaneamente, e a auséncia de um sinal de hibridacdo pode significar
uma delecao (Fig. 35).

Um tipo muito especial de mutagéo responsavel por doencas foi identificado a partir de
1991. Algumas doencas como a sindrome do cromossomo X fragil, a distrofia miotdnica de
Steinert e a doenca de Huntington sdo causadas por um mecanismo mutacional peculiar: a
expansdo anormal de trinucleotideos repetidos polimérficos. Em outras palavras, uma
sequéncia de trinucleotideos (por exemplo, CGG na sindrome do X fragil) pode variar
normalmente na populagcdo até um certo nimero de copias. Acima de um certo nimero de
cépias, podem surgir os sinais clinicos da doenca. O mais curioso sobre essas sindromes é
gque 0 numero de copias dos trinucleotideos pode ir aumentando a cada geragdo, o que
acarreta maior gravidade do quadro clinico ou maior risco de prole afetada para os portadores
das expans@es maiores. No caso da distrofia miotdnica e da sindrome do X fragil, em que as
expansdes acarretam um aumento apreciavel no tamanho de um dado fragmento de restricdo
gue abrange as repeticbes, o diagnéstico das expansdes é feito por Southern-blotting seguido
de hibridagdo com sondas radioativas, como apresentado na figura 36.

USO DE MARCADORES MOLECULARES EM ESTUDOS DE LIGAGCAO: GENE DA
DOENCA AINDA NAO IDENTIFICADO

Em muitas das doencas hereditarias atualmente em investigagdo, ainda néo foi
possivel identificar o gene responsavel. Em outras, o gene ja foi identificado, mas existe uma
enorme variedade de tipos de mutacBes diferentes que afetam o mesmo gene, tornando a
andlise da mutacdo inviavel através de um unico método de diagndstico. Nesses casos,
somente métodos sofisticados de deteccdo de mutacdo ou o seqienciamento dos éxons do
gene da doenca nos afetados poderiam ser usados para identificar cada tipo de mutacao.
Nesses casos e nos casos das doencas com genes ainda nao identificados, é possivel usar os
RFLPs (restriction fragment length polymorphisms) como ferramenta indireta de
aconselhamento genético.

Como ja dissemos, os RFLPs representam diferengcas em sitios de restricdo que
ocorrem como polimorfismos na populacdo em geral. Essas pequenas variagfes na sequéncia
de bases do DNA responsaveis pelos RFLPs ndo acarretam efeitos fenotipicos e ndo séo
responsaveis pela doenca em si. Contudo, se localizados muito proximos ao gene da doenga
em estudo, servem como indicadores indiretos da segregacdo da mutacdo que causa a
doenca. Portanto, para usar um RFLP em aconselhamento genético, € necessario saber
previamente que o marcador escolhido localiza-se proximo ao gene da doenga, existindo uma
baixa probabilidade de ocorrer permutacdo entre eles. Essa informacédo € obtida através de
estudos de ligacdo prévios entre o marcador e o gene da doenca, realizados a partir de varias
familias. Na figura 4, podemos observar como um RFLP permite concluir quais sdo o0s
provaveis individuos portadores de um gene mutado na genealogia, em que segrega uma
doenca de herancga ligada ao cromossomo X.

Convém lembrar, porém, que este método ndo representa um método de deteccao
direta da mutacdo e que tem suas limitagbes. Primeiramente, devem ser estudados varios
individuos da mesma familia para que se obtenham resultados conclusivos. Ainda, os
individuos portadores certos da mutagdo devem ser informativos, ou seja, heterozigotos em
relacdo aos marcadores selecionados. Se isto ndo ocorrer, deve se procurar um outro
marcador molecular para o qual a familia seja informativa. Leva-se em conta também no
aconselhamento genético a probabilidade, ainda que pequena, de que ocorra um evento de
recombinacdo entre os marcadores e 0 gene da doencga, levando a uma interpretacédo errada
dos resultados. Mesmo com estas limitagdes, esta metodologia € muito usada e resultados com
confiabilidade de 95% ou mais podem ser oferecidos as familias que buscam aconselhamento
genético.



Figura 34. Deteccdo direta da mutacdo da cadeia B da
hemoglobina através de digestdo com enzima de restricdo e
Southern blotting. (a) A troca de bases (A por T) destréi o sitio
de reconhecimento de varias enzimas de restricdo, incluindo
Mst IIl. (b) Esta enzima corta o gene da globina normal,
originando um fragmento de 1,1kb e outro de 0,2 kb,
detectaveis através da hibridagdo com uma sonda da regido 5’
do gene da B-globina. c) Diagnéstico pré-natal da anemia
falciforme utilizando o polimorfismo de Mst Il. A mée (M) e o pai
(F) sé@o portadores do alelo que causa a siclemia pois tém dois
fragmentos, 1,1kb e 1,3kb. O filho normal (C) é homozigoto em
relagcdo ao alelo normal de 1,1kb. O feto herdou um alelo
mutado de cada um dos pais e seré afetado pela siclemia.
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Figura 35. Identificacdo de dele¢cbes na distrofia muscular
Duchenne utilizando sondas de cDNA. O DNA de meninos com
DMD (pistas de 1 a 4A) e seus irm&os normais (pistas de 1 a
4B) foi digerido com a enzima Tagq | e hibridado com uma sonda
de cDNA que detecta sete exons no DNA dos individuos
normais (i a vii). Os meninos afetados tém diversas delecdes e
0 paciente 4A apresenta um fragmento de tamanho anormal,
além de outros exons deletados. A primeira pista indica o
marcador de peso molecular.
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Figura 36. Detecgdo da mutacéo do loco FMR-1 causadora da
sindrome do cromossomo X fragil. (N) € um homem normal,
sem nenhuma expanséo de trinucleotideos no loco FMR-1; (TN)
€ um homem portador de uma pequena expansao naquele loco,
a qual ndo tem efeitos fenotipicos; nesse caso, diz-se que o
individuo é portador da pré-mutacdo. (A) € um homem afetado
pela sindrome, apresentando retardo mental; ele é portador de
uma enorme expansdo no loco FMR-1, ou seja, da mutacéo
completa.

Figura 37. Heranca codominante de um
RFLP mapeado no cromossomo X humano.
Os alelos 1 e 2 diferem pela presenga de
um sitio de restricdo para a enzima Eco RI
(E). Note que, nesta familia, o alelo 2
segrega com a mutagdo que causa doenga,
enquanto que o alelo 1 aparece no
individuo do sexo masculino que nao
herdou a doenca da mée. Note também que
a presenca do alelo 2 nas irmds dos
afetados permitiu a conclusdo de que estas
mulheres sé@o heterozigotas quanto ao gene
da doenca.

Da mesma forma que os RFLPs, existem outros tipos de seqiiéncias polimérficas
dispersas no genoma humano, igualmente Uteis no mapeamento de genes que causam
doencas e no aconselhamento genético. S&o os chamados VNTRs (variable number of tandem
repeats) ou minissatélites. Esses polimorfismos consistem em repeti¢cdes presentes em nimero
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varidvel de cépias nos individuos da populacdo. Os méddulos constituintes das repeticdes sdo
sequéncias repetitivas de 9 até cerca de 60 pares de bases. Sao tantos os tipos de segmentos
repetidos (0 que os pesquisadores da area chamam de "alelos") na populacdo que
praticamente todas as pessoas sdo heterozigotas quanto ao nimero de copias (no caso dos
RFLPs, geralmente existem somente dois ou poucos "alelos" diferentes na populacdo). A
diferenca entre os "alelos" pode ser detectada se o DNA dos individuos for digerido por uma
enzima de restricdo cujo sitio de corte flanqueie a VNTR, seguido de eletroforese em gel de
agarose e da hibridacdo com sonda especifica. A grande vantagem das VNTRs sobre os
RFLPs reside no maior grau de polimorfismo presente na populacdo, o que significa maior
chance de que uma dada familia seja informativa para um marcador.

Quando uma sonda de DNA é complementar apresenta a diversos minissatélites, a
hibridacéo resulta em um padrdo complexo de bandas que é denominado de fingerprinting de
DNA, ou impressdo digital genética. Dado o alto grau de polimorfismo das bandas na
populacgéo, é praticamente impossivel que dois individuos nédo aparentados tenham 0s mesmos
comprimentos de fragmentos nas varias VNTRs estudadas simultaneamente, dai o nome de
impressao digital genética (Fig. 38).

Figura 38. VNTRs (variable number of tandem
repeats): (&) o loco da VNTR é um intron do
gene da mioglobina composto por quatro
repeticbes de uma sequéncia de 33pb. (b) A
variabilidade em varios loci de VNTR pode
gerar diversidade de fragmentos suficiente para
identificar individuos. No exemplo, entre duas e
oito cépias da VNTR estao presentes nos trés
loci diferentes (I a Ill), que sdo detectados
simultaneamente pela mesma sonda. Embora
individuos diferentes possam ter alguns alelos
em comum, a chance de que dois individuos
tenham todos os fragmentos em comum é
minima. Os sitios de corte das enzimas de res-
tricéo estdo indicados por setas.

A figura 39 mostra o resultado de um fingerprinting com bandas idénticas obtido de
gémeos monozigoticos e dizigoticos. Tanto a impresséao digital genética (sondas multilocais)
como VNTRs analisadas individualmente (sondas unilocais) sdo muito usadas para resolver
guestdes de paternidade duvidosa e identificagdo de individuos para finalidades forenses.



89

Figura 39.Fingerprinting de DNA
em pares de gémeos, apods
hibridacdo com uma sonda que
detecta VNTRs em varios loci. Cada
par de pistas contém o DNA de
pares de gémeos. Os gémeos do
primeiro par e do terceiro par tém
padrBes idénticos de bandas,
indicando que sdo gémeos
monozigéticos. O par de gémeos do
meio tem padrdes distintos,
indicando que sdo gémeos
dizig6ticos. A figura também ilustra
o grau de variagdo detectada entre
indivi-duos que ndo sdo gémeos
idénticos.

Existe também um terceiro tipo de polimorfismo de DNA muito usado em estudos de
ligacdo e identificacdo de individuos: sdo os chamados microssatélites. Eles sdo constituidos
por seqléncias repetidas de dinucleotideos, trinucleotideos ou tetranucleotideos, geralmente.
Por exemplo, repeticdes do dinucleotideo “AC “ de nimero variavel sdao constituintes comuns
desse tipo de polimorfismo. Como os "alelos" diferem entre si por dois, trés ou quatro
nucleotideos apenas, a andlise ndo € possivel em géis de agarose comuns. Fragmentos
pequenos de DNA contendo as repeti¢es polimérficas sdo amplificados pela PCR na presenga
de primers altamente especificos. Os produtos da amplificacdo séo separados em géis de
acrilamida semelhantes aos usados para sequenciamento do DNA. Por empregar a PCR, este
método tem a vantagem de utilizar quantidades muito menores de DNA que um “blotting”
comum seguido de hibridag&o, e os resultados séo visualizados muito mais rapidamente. Por
isso, 0s microssatélites sdo também utilizados na identificacdo de individuos ou em questdes
de paternidade. Mais modernamente, eles também sé&o estudados nos analisadores genéticos
automaticos, ou seja, nNos mesmos equipamentos que analisam o0 seqienciamento
automatizado do DNA.

A TECNICA DA PCR NO ESTUDO DAS DOENGAS HEREDITARIAS

A reacdo da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) tem facilitado muito os estudos de
DNA para efeito de diagnéstico. Para que a PCR seja utilizada em algum teste diagndstico, é
fundamental o conhecimento da seqiiéncia de bases do DNA da regido em estudo, pelo menos
parcialmente. Desse modo, primers especificos a regido em estudo podem ser construidos.

A técnica tem algumas propriedades que a tornam extremamente vantajosa em termos
de pratica laboratorial: em primeiro lugar, a quantidade de material necesséria para a reagéo é
de alguns nanogramas de DNA, em comparagao com os 5 a 10 ug necessarios quando o DNA
€ obtido de um paciente que vai ser estudado por meio de uma técnica de Southern-blotting.
Um pouco de sangue (200 ul) e amostras de vilosidade coridnica podem ser facilmente
utilizados em procedimentos diagndsticos. Até mesmo a solugdo obtida apdés um bochecho
com solugao salina pode conter células suficientes para andlise pela PCR. Esta vantagem torna
mais viavel a realizacdo de programas de triagem em larga escala populacional de doencas
genéticas, como por exemplo, da anemia falciforme.
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A segunda vantagem é que a deteccdo dos produ-tos da amplificacdo é muito mais
simples do que os procedimentos baseados no Southern-blotting, pois a analise dos resultados
dispensa, na maioria dos casos, 0 uso de sondas. Quando consideramos que muitos dos
diagnésticos de doencas séo feitos com base em sondas marcadas radioativamente, dispensar
a radiagdo do processo é altamente desejavel em termos préticos. Os produtos da amplificacéo
podem ser analisados diretamente apos eletroforese em gel de agarose, ou, dependendo do
tamanho dos produtos amplificados, apés eletroforese em gel de acrilamida.

A terceira vantagem reside no tempo gasto pelos exames baseados na PCR: algumas
horas de amplificacdo sdo seguidas por mais algumas horas de eletroforese e os produtos ja
s&o analisados. E possivel fornecer um resultado em menos de 48 horas, o que é altamente
desejavel, principalmente em casos de diagndstico pré-natal. Em contrapartida, um método
baseado em Southern-blotting requer no minimo uma semana até o resultado final.

Em ultimo lugar, a especificidade da reacdo permite que varias sequiéncias possam ser
amplificadas simultaneamente desde que os produtos tenham tamanho diferente e possam ser
diferenciados apos eletroforese em gel. Um exemplo importante desta analise, chamada de

Figura 40. Diagnoéstico de distrofia muscular Duchenne pela
analise de exons deletados por PCR miltiplo. A barra
representa os 2000 kb do gene da distrofina. Foram construidos
pares de primers para amplificar as nove regides do gene da
distrofina mais freqlientemente deletadas nos
afetados.representadas (barras negras). Amostras de DNA de
cada paciente sdo amplificadas na presenga dos nove pares de
primers simultaneamente e os produtos da PCR sé&o analisados
diretamente em gel de agarose corado com brometo de etideo.
O paciente 1 ndo tem delecdo de nenhum fragmento enquanto
gue o paciente 4 tem uma grande delecédo. Os outros pacientes
tém delegdes diversas. A pista “branco” é um controle da
amplificacdo realizada sem nenhum DNA, e serve para verificar
se os reagentes da PCR néo estéo contaminados.

multiplex, € a aplicacdo na analise simultdnea de dele¢cBes em varios exons do gene que
causam a distrofia muscular de Duchenne. Na reacéo representada na figura 40, nove regifes
do gene séo analisadas no mesmo teste. A auséncia de amplificacdo significa delecdo da
regido que seria amplificada.

Um outro exemplo interessante da aplicacao rotineira da PCR no estudo de doencas &
0 caso da fibrose cistica, a doenga autossdmica recessiva mais freqliente nas populacdes de
origem européia. Descobriu-se, apés a clonagem do gene, que o tipo de mutacdo mais
freqliente em caucaséides é uma delecdo de trés nucleotideos (TTC) no éxon 10 do gene,
localizado no cromossomo 7. Esta mutacdo, conhecida como delecdo AF508, pode ser
estudada através da PCR pois os afetados apresentam um certo produto de amplificacdo que
fica trés pares de bases menor do que o das pessoas normais. A diferenca pode ser observada
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por eletroforese em gel de poliacrilamida. O resultado obtido em uma familia com fibrose cistica
esta mostrado na figura 8.

Assim, do ponto de vista cronologico, € muito comum que uma doenca seja
primeiramente estudada indiretamente com o uso de RFLPs, micro ou minissatélites, enquanto
0 gene responsavel ainda ndo foi identificado. Depois da identificacdo do gene, pode ser
comum o emprego de sondas marcadas. Quando o gene ja esta muito bem caracterizado, as
porcBes criticas ja estdo seqlenciadas a as principais mutacdes causadoras da doenca sao

conhecidas, é comum a substituicdo dos métodos de diagndstico baseados em Southern-
blotting por métodos baseados na PCR, que visam a identificacdo das muta¢des especificas.

Figura 41. Resultados da reacdo da PCR, revelando a mutagao
tipo delecdo AF508 que causa a fibrose cistica. O afetado (em
preto) é homozigoto para a mutacédo e apresenta duas bandas
de 47pb; os individuos heterozigotos para a mutagao, indicados
por um ponto preto, apresentam duas bandas de tamanho
distinto, 47 e 50pb.
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O ACONSELHAMENTO GENETICO

Priscila Guimardes Otto, Paulo A Otto, Oswaldo Frota-Pessoa 1998 — Genética Humana e Clinica. Editora Roca Ltds.

Sao Paulo, pg 307-312.

Os casos de Aconselhamento Genético, sejam enviados por clinicos, sejam vindos por
iniciativa das préprias familias, podem ser organizados, do ponto de vista pratico, nas
categorias que comentaremos a segulir:

A - Casal normal, com historia reprodutiva insatisfatéria por qualquer das razdes abaixo:

1.
2.

Esterilidade (aberracdo dos cromossomos sexuais?).

Abortos numerosos, com ou sem alguns filhos normais ou afetados (translocacéo
equilibrada em um dos cénjuges, talvez detectavel apenas pelas técnicas de
bandeamento dos cromossomos?).

Uma ou mais criancas com anormalidades (distirbios ambientais durante a
gestacdo, o parto ou a primeira infancia? Translocacdo equilibrada em um dos
cbnjuges? Gene recessivo patogénico em heterozigose nos dois?).

B - Casal normal, sem filhos ou com filhos normais, que temem que sua prole venha a ser
afetada por uma das seguintes razdes:

4.

8.

Os cdnjuges sdo consanglineos (risco global de 13% para primos em 1° grau, ou
mais que isso se houver precedentes na familia com afec¢des autossémicas
recessivas).

Os cdnjuges sao relativamente idosos (riso de cerca de 2% apos os 40 anos
guanto ao nascimento de crianga mongoléide, ligeiro aumento no risco de outras
anomalias cromossOmicas devido a elevacado na taxa de ndo-disjuncéo na mulher;
ligeiro aumento do risco de doengas dominantes, por mutacdo nova, devido ao
acumulo de mutacdes na estirpe germinativa do homem).

A mulher é Rh-negativa e o homem Rh-positivo (se a mulher ndo recebeu
transfusdo de sangue Rh-positivo, 0 risco sO existe para criangas Rh-positivas
nascidas apds o primeiro produto Rh-positivo; e, mesmo assim, uma assisténcia
médica adequada podera evitar a eritroblastose fetal).

Um dos cOnjuges recebeu radiacdo ionizante ou drogas mutagénicas, por exemplo,
para tratamento de céncer, ou fez uso de drogas possivelmente teratogénicas, ou
ainda, sofreu certas infeccdes (sifilis, rubéola, tuberculose), que considera
transmissiveis ao feto (exceto em casos de altas doses de radiacdo ionizante ou
drogas mutagénicas, o risco fica pouco aumentado se 0 agente em questado cessar
de atuar antes que se inicie a gravidez).

Ha precedente, na familia de um dos cOnjuges ou de ambos, de anomalias que
parecem hereditarias.

C - Casal normal, com um ou mais filhos afetados (decidir com base em anamnese e dados
clinicos e laboratoriais se a afeccdo é genética, ambiental ou multifatorial para estimar o risco
de recorréncia). Sao especialmente importantes as seguintes categorias:

9.

10.

11.

12.

A)

13.

14.

Retardo mental (drogas ou infec¢cdes durante a gravidez? Trauma de parto?
Infeccdo na primeira infancia? Mutacdo dominante nova? Genes recessivos.
Anomalia cromossdmica?.

Defeito fisico congénito, simples ou multiplo, com ou sem retardo mental (mesmas
possibilidades do item 9).

Sindrome de heran¢ga mendeliana clara (com base em diagndstico firme, estimar o
risco de recorréncia que é, em geral, alto; conforme o caso, estender o
aconselhamento a outros membros da familia, tentando a deteccdo de
heterozigotos, quando indicado).

Sindrome multifatorial (recorrer a riscos empiricos; os riscos, em geral, sdo baixos).
Pessoa afetada, solteira ou ja casada, cuja anomalia possa passar a prole. H4 a
distinguir varias categorias, conforme risco para a prole:

Risco nulo ou quase: caso das sindromes sexuais esterilizantes (Turner, Klinefelter,
feminizac@o testicular, etc.) ou que exigem confinamento com impedimento
reprodutivo (retardo mental e psicoses graves).

Risco moderado: caso de defeitos multifatoriais, como labio leporino; de doencas
ligadas ao sexo, como hemofilia, ja que os afetados sdo homens cujas criancas sao
normais, embora as filhas sejam transmissoras; de doencgas recessivas de
gravidade média ou grande, desde que o afetado ndo se case com parente
consangiiineo.
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15. Risco alto: sindromes mendelianas autossémicas dominantes de gravidade e
penetrancia médias e altas.

B) Grupo heterogéneo de casos quanto a motivacdo para o Aconselhamento
Genético:

16. Casos médico-legais ou privados referentes a paternidade duvidosa, troca de
criangas, etc.

17. Criancas a serem adotadas, para as quais se pretende determinar a probabilidade
de virem a apresentar afec¢cBes hereditarias ou caracteristicas raciais especificas.

18. Pares de gémeos que se apresentam para determinacdo de zigosidade (se séo
monozigoticos ou dizigéticos).

19. Casos de diagnésticos pré-natal de afeccBes genéticas nos paises em que o aborto
provocado é legal quando o exame pré-natal revela que a crianca teria alta
probabilidade de ir a ser afetada.

CIRCUNSTANCIAS DO ACONSELHAMENTO

O clinico aplica-se principalmente ao tratamento de seus pacientes; cada vez mais,
entretanto, ele estd assumindo a responsabilidade de orienta-los sobre planejamento familial
em casos de doencas hereditarias. A negligéncia em fazé-lo é indesculpavel sempre que a
doenca é grave e de alto risco de recorréncia. Por exemplo, ante um caso de catarata
dominante, fenilcetondria ou distrofia muscular progressiva tipo Duchenne, o dever mais crucial
do clinico é fazer o Aconselhamento Genético ou encaminhar os interessados para servigo
especializado que o faca.

Em Que Casos o Aconselhamento Genético é Indicado?

E importante, portanto, que mesmo os médicos ndo especializados em genética
desenvolvam e apliquem critérios préaticos para decidir em quais de seus casos € indicado o
Aconselhamento Genético. Eis alguns desses critérios:

1. Doencas ou defeitos, congénitos ou tardios, que ndo tenham obviamente causa
infecciosa, traumatica ou geriatrica, mesmo quando ndo diagnosticados em termos de
sindrome conhecida e embora o afetado constitua caso isolado na familia.

2. Casos de afeccao repetida na familia, que ndo seja claramente causado por fator
nédo-genético.

3. Casais consangiiineos em qualquer grau, que tenham tido prole com afeccdo néo
claramente ambiental ou tenham parentes com afeccbes autossbmicas recessivas; e
namorados, noivos ou casados, mesmo com filhos normais, que sejam primos em 1° ou 2° grau
ou tenham maior grau de consanguinidade, embora sem precedente de doencgas autossémicas
recessivas na familia.

4. Casos, mesmo isolados, de doencas ou defeitos que sabidamente tém componente
hereditario significante, quer mendeliano, quer multifatorial.

Quem Deve Fazer o Aconselhamento?

Em principio, o médico da familia é a pessoa mais indicada para encarregar-se do
Aconselhamento Genético pelo menos em sua fase inicial (descobrir que ha indicacdo para o
Aconselhamento) e final (apoiar emocionalmente a familia e orienta-la psicologicamente quanto
a decisdo a tomar perante o relatdrio técnico).

Em casos tipicos e relativamente simples de doencgas genéticas, como albinismo
universal, Sindrome de Down (com cariétipo analisado), acondroplasia (com diagnéstico
diferencial seguro), o clinico bem informado deve encarregar-se inteiramente do
aconselhamento; e com a difusdo que a genética vem adquirindo no meio médico, seu ambito
de acédo tende a aumentar.

Resta, porém, um problema: o clinico deve saber genética suficiente para reconhecer
em que casos sua genética € insuficiente para que ele resolva sozinho o caso. Isto é 0 mais
dificil: porém, na pratica, evita-se qualquer perigo adotando o principio que qualquer clinico
geral consciente ja se acostumou a aplicar em relacdo aos diferentes setores da medicina: em
caso de duvida, encaminha-se o interessado ao especialista.
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O Especialista

A quem enviar o consulente nos casos mais complicados? Existem no Brasil varios
servicos de Genética Médica e Aconselhamento Genético, em geral associados as
universidades. Cada clinico geral deve relacionar-se com um deles, do mesmo modo que se
relaciona com clinicos especializados em Neurologia, Hematologia e tantos outros setores.

Os especialistas em Aconselhamento sdo médicos que se especializaram em genética
ou bidlogos que se dedicaram a genética humana e adquiriram tirocinio em Aconselhamento.

Alguns dentre os Ultimos dedicaram-se a investigacdo sobre certas doencas a ponto de
se tornarem proficientes no diagndéstico diferencial: mas, como regra, 0 geneticista que trabalha
em aconselhamento solicita do clinico diagnostico seguro para basear nele suas estimativas de
risco.

Em casos em que reste divida, ele recorre a assessores clinicos especializados, tal
como faz o clinico geral.

N&o ha davida que o ideal é o servico de aconselhamento situado em um centro
universitario, de modo a usufruir da colaboracdo tanto de geneticistas como das diversas
clinicas especiais e também de psicélogos.

Em muitos casos, o préprio clinico prefere que o servico de Aconselhamento se
encarregue de orientar ou firmar o diagnostico preciso, avalie riscos e oriente diretamente a
familia. Mais raramente o clinico recorre ao servico de Aconselhamento, ou a um geneticista,
apenas para a estimativa dos riscos, encarregando-se de transmitir o resultado a familia e
apoia-la psicologicamente quanto as suas decisfes.

Finalmente, ha situa¢cdes em que o clinico solicita este ou aquele exame especializado
do ambito genético, como poderia solicitar um eletroencefalograma ou uma dosagem de
hemoglobina.

ETAPAS DO ACONSELHAMENTO

Uma descricdo das principais fases por que passa, em geral, um caso de
Aconselhamento Genético servird para salientar certas caracteristicas desse servico e mostrar
como nele se combinam componentes muito variados.

A - Determinagéo do tipo de heranca

1. Diagnostico seguro da afeccao do proposito (primeiro afetado na familia a ser
examinado), se necessario com confirmacéo por testes de laboratério e consulta a
especialistas clinicos; ou sua mais completa caracteriza¢éo, caso ndo se chegue
ao diagnostico formal. Em muitos casos € importante insistir no diagnéstico
diferencial, pois muitas doencas parecidas tém heranca bem diversa (por exemplo,
as mucopolissacaridoses e as distrofias musculares progressivas).

2. Levantamento do heredograma para investigar a possivel existéncia de outros
afetados e seu grau de parentesco com o proposito e para determinar possiveis
casamentos consanguineos.

3. Estudo clinico dos outros afetados que existam para determinar se apresentam a
mesma doenca do propésito e que variagbes a expressividade da afeccao
apresenta-se na familia.

4. Balanco entre as possiveis causas genéticas e ambientais da afec¢ao, do propdésito
e de outros afetados mediante anamnese, principalmente sobre antecedentes pré-
natais e perinatais.

5. Delineamento do tipo de transmissdo do componente causal genético, quando
possivel, com base nos dados dos itens 2 a 4.

6. Pesquisa bibliografica orientada pelo nome da nosologia quando se conseguiu
diagndstico formal; ou pelos sinais mais caracteristicos, em caso contrario. Hoje em
dia j& existem programas de computador que executam essa tarefa; ha também
diversos servicos de rede de computadores que fornecem detalhes atualizados
sobre qualquer doencga genética.

7. Comparacao dos dados da literatura com as conclusées ou hipoteses do item 5
para firmar-se o tipo de heranca ou de causa ambiental no caso em estudo.
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Exame dos membros da familia aparentemente normais, quando for o caso, para
detectar transmissores do gene ou de aberra¢des cromossdmicas equilibradas.
Isso pode consistir em aplicacdo de exames de DNA, testes de deteccdo de
heterozigotos em casos de genes recessivos, como na fenilcetondria e hemofilia,
ou de genes co-dominantes como ha siclemia; ou na investigagdo de sinais frustros
ou subclinicos para reconhecimento de heterozigotos quanto a gene dominante de
penetrédncia incompleta; ou ainda, em caso de aberracdes cromossOmicas
estruturais, no estudo citogénico para deteccdo de portadores equilibrados de
aberracOes estruturais.

B - Calculo dos riscos

9.

10.

Estimativa dos riscos de recorréncia da afec¢do em criangas que venham a nascer
dos pais do propoésito e de outros casais da familia. No caso de causa poligénica
ou multifatorial, recorrer aos riscos empiricos mais bem colhidos da literatura.
Redacao do relatério, que deve incluir referéncia aos dados clinicos e genéticos
pertinentes, a analise do problema e a enuncia¢céo dos riscos.

C - Entrevista de Aconselhamento

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Avaliacdo, ao longo das entrevistas de exame e coleta de dados, das tensdes
emocionais presentes nos pais, irmaos e outros parentes dos afetados.

Explicacéo verbal dos termos do relatério a familia, de maneira adaptada as suas
condicbes culturais e sob forma que ndo precipite crises emocionais de
importéncia. Em certos casos, omite-se esta etapa e remete-se o relatério, sob
caréater confidencial, ao clinico.

Ajuda aos consulentes para que conscientizem os riscos e adotem atitude racional
a respeito.

Assessoramento dos consulentes sobre métodos de garantir o éxito do
planejamento familial que venham a adotar em face dos riscos.

Esclarecimento tranqiilizador aos membros da familia que temam, sem razéo,
riscos altos de recorréncia da afeccdo, quando for o caso.

Aconselhamento de outros membros da familia, mesmo que néo fossem de inicio
consulentes, quando o estudo tenha demonstrado que sua prole corre alto risco.
Nos casos indicados, explicacdo aos solteiros da familia sobre a importancia de
evitarem casamentos consangiiineos.

D - Acompanhamento

18.

Quando indicado, seguimento dos casos através de contatos a intervalos longos
para aferir a eficacia do aconselhamento ou reforga-lo.
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DIAGNOSTICO PRE-NATAL

Paulo A Otto, Regina Célia Mingroni, Angela Maria Vianna Morgante 2006 — Principios de Genética
Humana e Médica. Em: Tratado de Clinica Médica, Amato Carlos Lopes Editor. Editora Roca Ltda.

O diagnéstico pré-natal consiste na aplicagdo de um conjunto de técnicas capazes de
verificar a salde e o desenvolvimento do concepto (embrido ou feto) e de nele detectar,
quando presentes, defeitos e doencas. Alguns métodos permitem a visualizacdo direta
(amnioscopia, fetoscopia) ou indireta (ultrassonografia, raios-X) do concepto e a conseqiiente
deteccao de anomalias anatdmicas. Outros dependem da obtencéo de fragmentos de tecido
(bibdpsia de vilosidades coribnicas), de liquido amniético (amniocentese) ou de aliquotas de
sangue (cordocentese), material esse que é colhido para a aplicac@o direta ou indireta (apds
cultivo) de testes bioquimicos (para deteccdo de erros inatos de metabolismo), moleculares
(testes de DNA para a deteccdo de genes mutantes) e citogenéticos (estudo dos cromossomos
e determinacgédo do cariétipo para verificar-se suspeita de aberracdo cromossémica).

A verificagdo da evolucdo do ganho ponderal e do aumento da circunferéncia
abdominal e a ausculta fetal ja faziam parte de longa data da rotina do acompanhamento pré-
natal das gestantes; alteracGes ai detectadas ja constituiam evidéncia de defeito ou doenca no
concepto. Atualmente, mesmo em paises subdesenvolvidos, ja faz parte da rotina obstétrica o
acompanhamento das condi¢cbes de gestacdo pela ultra-sonografia, que ja inclui um exame
morfofuncional geral do feto. As demais técnicas referidas no paragrafo anterior aplicam-se a
situacOes especificas, onde ha risco aumentado de certos tipos de defeitos ou doencgas para o
concepto.

Principais indica¢c6es do exame de diagnéstico pré-natal

Idade materna avancada: mées idosas tém chance aumentada de gerar criangas portadoras
de defeitos cromossd6micos, em especial as trissomias autossdmicas. O efeito estd bem
demonstrado na sindrome de Down, na qual a probabilidade de um afetado chegar a nascer &
muito maior que nas demais trissomias (como as dos cromossomos 13 e 18, responsaveis
respectivamente pelas sindromes de Patau e Edwards), onde o efeito é praticamente anulado
pela alta taxa de abortamento espontdneo precoce. De fato, a principal aplicacdo do
diagnéstico pré-natal ainda continua sendo a idade materna avancada com a finalidade
especifica de verificar-se se o concepto € portador ou ndo do defeito cromossémico
responsavel pela sindrome de Down (geralmente uma trissomia simples do cromossomo 21).
Geralmente o exame é indicado para gestantes com 38 anos ou mais, pois este grupo de
mulheres contribui com praticamente metade de todos os casos da sindrome de Down. Se
todas essas mulheres se submetessem a esse exame e optassem pela interrupcao da gravidez
quando for constatada a trissomia, a incidéncia da sindrome de Down ao nascimento baixaria
de cerca de 1/800 para 1/1600, ou seja, a frequéncia de afetados na populacdo seria reduzida
a metade da taxa normal de ocorréncia. Para se reduzir mais ainda essa freqliiéncia seria
necessario submeter ao exame, em condicées de rotina, um nimero muito grande de
mulheres, 0 que ainda é inviavel economicamente. No entanto, mesmo no grupo de mulheres
com maior risco, com idade entre 40 e 50 anos, 0 risco € por si sO baixo, de 4% no maximo;
apesar disso, encontra-se cerca de 40 vezes aumentado em relacdo ao risco de maes jovens,
gue é da ordem de 1/1000.

Defeitos de fechamento do tubo neural: determinados por mecanismo multifatorial, eles
apresentam um espectro de expressividade clinica que varia da espinha bifida oculta ou aberta
e dos diversos tipos de meningomielocele até defeitos extremamente graves como as
encefaloceles e a anencefalia, estas Ultimas resultantes de anomalias do desenvolvimento
embrionario que comprometem a extremidade cranial do tubo neural. O risco de repeti¢céo
desses defeitos na prole de casais que ja tiveram uma crian¢a afetada € baixo, da ordem de
4%. Como, no entanto, o defeito pode ser detectado com seguranca através de técnicas
simples e nédo-invasivas, como a ultrassonografia, comumente indica-se 0 exame para casais
que ja tiveram crianca afetada. Como na vigéncia do defeito os niveis de alfa-feto-proteina
encontram-se elevados no soro materno e no liquido amniético, a dosagem dessa substancia
(associada a aplicacdo da técnica da ultrassonografia) esta indicada. No caso da anencefalia,
defeito incompativel com a sobrevivéncia do concepto, freqiientemente os casais tém solicitado
a autoridade legal permisséo para interrupcédo da gravidez, que geralmente é fornecida através
de um alvara. Desta maneira, além das situacGes ja previstas em lei que permitem a
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interrupcdo da gravidez no Brasil, vai se abrindo pouco a pouco espag¢o para ai incluirem as
condi¢cBes de defeitos e malformag¢des muito graves, que diminuem grandemente a qualidade
de vida ou impedem totalmente a sobrevivéncia do concepto.

Casais com prole afetada por doenca recessiva: no caso de doencgas autossdmicas
recessivas os genitores de afetados sdo heterozigotos, o que determina o risco alto de
repeticdo (25%) do defeito ou doenca numa crianca qualquer que venham a ter. No caso de
doencas ligadas ao X recessivas esse risco varia de 17 a 25% nos casos isolados, fixando-se
em 25% na situacdo de casos com recorréncia na irmandade ou na familia. S&o conhecidas
atualmente entre 3000 e 4000 doencgas e defeitos diferentes condicionados por esses tipos de
mecanismo, mas nha pratica existem testes moleculares que podem ser aplicados em
diagnostico pré-natal em menos de 10% dessas condi¢Bes. A situacdo ainda é complicada
atualmente pelo fato de a maioria dos laboratérios de biologia molecular capazes de
processarem esses exames serem especializados em apenas um certo nimero deles. O
namero de doencgas pesquisadas aumenta quando se considera a possibilidade da aplicagédo
de estudos indiretos de ligacdo com marcadores mapeados nas vizinhancas do loco da
doenca. De qualquer maneira, existindo o exame, claramente esta ele indicado nessa situagéo,
talvez a mais importante pela grandeza do risco a ela associada.

Portadores de alteragcdo cromossdmica equilibrada: numa fracdo pequena de casais com
criancas afetadas por defeitos cromossGmicos um dos genitores € portador da alteracé@o
cromossOmica em estado dito equilibrado, ou seja, sem que redunde em manifestacdes
fenotipicas para o seu portador. Outros parentes do afetado também podem ser portadores
equilibrados. O tipo de defeito mais freqiientemente encontrado nesses casos sdo as
translocacbes equilibradas, como as que podem ocorrer entre os bracos longos dos
cromossomos 21 e 14 na sindrome de Down. A verificagdo empirica das taxas de recorréncia
nesses casos mostrou que o risco € da ordem de 15 a 20%, quando a méae é portadora da
translocacdo equilibrada e menor que 5%, quando o portador é o pai. A ordem de grandeza
dessas cifras seguramente indica a aplicagao de técnicas de diagnostico pra-natal.

Outras indicacgdes: a aplicacao de técnicas de diagnostico pré-natal também esta indicada em
casos de suspeita de infec¢do durante a gravidez capaz de produzir defeitos fetais (como é o
caso da rubéola, sifilis, citomegalovirose etc), no caso de ingestdo de drogas com capacidade
teratogénica, como a talidomida, em doencas maternas de natureza sistémica como o diabetes
e ainda em casos de imunizacdo materna. A maioria dos servicos de diagndstico pré-natal
ainda indica a aplicacdo do exame em casos de casais que tiveram crian¢as portadoras de
defeitos cromossdmicos; como esses defeitos geralmente sdo de natureza esporadica e o seu
risco de repeticdo € pequeno ou desprezivel, geralmente da ordem de 1% ou menos, 0 exame
aqui se justifica para a tranquilizacdo psicoldgica que possa trazer aos casais nessa situacao.
Algumas outras situacdes, no entanto, ndo justificam a aplicacdo do exame, como € o caso da
consanguinidade parental. Apesar de o risco de doenca autossbmica recessiva na prole de
primos em primeiro grau estar aumentado cerca de dez vezes em relagdo ao risco
correspondente para nao-consangliineos, o numero enorme de doengas possiveis e a
auséncia de manifestactes detectaveis em condicdes de rotina de muitas delas tornam inviavel
a aplicagédo do método, do mesmo modo que para a populacéo geral.

Principais técnicas utilizadas no diagndstico pré-natal

Muitos servigos de diagnéstico por imagem ja se tornaram proficientes no diagnostico
de defeitos congénitos em exames de rotina durante o acompanhamento de gestantes, mas
sdo os servigcos de patologia fetal que congregam especialistas na detec¢do desses defeitos.
Além da parte relativa ao dianéstico por imagem, os servicos de patologia fetal estdo
aparelhados para a aplicacdo das técnicas de que trataremos nesta secdo. Nesses servicos 0s
profissionais prestam esclarecimentos adequados aos consulentes sobre todos 0s aspectos,
técnicos, médicos e éticos dos exames, mas € importante que, ao encaminhar suas
consulentes para diagnostico pré-natal, seu médico ja Ihes esclareca de maneira geral em que
consiste 0 método e quais séo suas limitagGes e riscos associados.

Ultrassonografia
Trata-se de um método ndo-invasivo e inécuo que consiste na emissdo de ondas
ultrassodnicas de alta freqiiéncia, cujo reflexo (eco) é captado por um transdutor e transformado
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em imagem num monitor. Apesar de depender da pericia e preparo do ultrassonografista, a
aparelhagem conta com o auxilio de computador capaz de realizar célculos e medidas em
tempo real. Equipamento Doppler a cores acoplado a ultrassonografia permite determinacdes
de fluxo nos vasos do feto. A ultrassonografia em duas dimensdes foi a primeira utilizada e
permite a obtencdo de cortes tomograficos do concepto com boa resolugao. Atualmente esta
sendo substituida pela ultrassonografia tridimensional, que permite a visualizagdo da imagem
em profundidade, inclusive em tempo real, com aparelhagem mais sofisticada. Teoricamente o
exame pode ser aplicado com sucesso a partir da décima-primeira semana da gestacao, uma
vez que nessa ocasido a morfologia fetal j& esta praticamente definida e a maioria (cerca de
80%) das malformacdes eventualmente presentes ja podem ser detectadas. A época ideal para
a sua aplicacdo depende, no entanto, do aparelho ou sistema a ser investigado. Assim,
defeitos de fechamento do tubo neural (espinhas bifidas, meningomieloceles e anencefalias)
podem ser diagnosticados com seguranca apenas a partir da décima-quinta semana e as
displasias esqueléticas, de uma maneira geral, mais tardiamente, a partir da décima-oitava
semana. Num exame de rotina realizado num servico de patologia fetal sdo verificados
sistematicamente sinais morfoldgicos indicadores de defeitos cromoss6micos, como o aumento
da translucéncia nucal, geralmente devido a acumulo de linfa (higroma cistico incipiente) nessa
regido e muito comum na monossomia X (sindrome de Turner) e nas trissomias autossémicas
(sindromes de Down, Patau e Edwards). A presenca desse sinal indica a coleta de material do
concepto e a realizagdo de estudo cromossémico. Além de ser empregada no diagndstico
direto de uma série de defeitos, a ultrassonografia € usada sistematicamente para monitorar 0s
outros exames invasivos de diagnostico pré-natal, como se pode verificar no esquema da
Figura 34 abaixo, em que o transdutor de ultrassonografia estd sempre presente no
acompanhamento das técnicas de biépsia de vilosidade coribnica transcervical ou
transabdominal, amniocentese e cordocentese. Embora idealmente toda gravidez devesse ser
acompanhada através da técnica, constituem indicacbes de certa maneira formais da
ultrassonografia pré-natal, entre outras, as seguintes:
a) gestacBes complicadas por variacdes patoldgicas da quantidade de liquido amniético, muitas
vezes associadas a malformacdes do concepto. Assim, o polidrAmnio pode indicar a presenca
de defeitos obstrutivos de tubo digestivo como a atresia do esdfago, enquanto o oligodramnio
muitas vezes € manifestacdo de defeitos renais (sindrome de Potter ou seqiéncia do
oligodramnio devido a agenesia renal bilateral);
b) casais com histéria de filhos afetados por doenca autossémica recessiva cujos sinais sédo
passiveis de deteccdo pelo exame, como € o caso de varias displasias 6sseas (sindrome de
Ellis-van Creveld, aplasia de eixo radial que ocorre na sindrome de Fanconi, forma recessiva
grave de osteogénese imperfeita) ou os defeitos de varios 6rgdos e sistemas que ocorrem na
sindrome de Meckel-Gruber (microcefalia e defeitos de fechamento cranial do tubo neural como
a encefalocele occipital, polidadctilia, rim policistico, onfalocefe); prole de individuos adultos
afetados por doencas autossdbmicas dominantes como a acondroplasia e outras formas de
displasia 6ssea hereditaria;
c) antecedentes na familia (parentes em primeiro grau) com malformacdes de natureza
multifatorial como os defeitos de fechamento de tubo neural j& mencionados, fendas de labio
ou palato;
d) casais com histéria de filhos ou parentes proximos afetados por microcefalia e outros
defeitos de desenvolvimento craniano;
e) antecedentes familiares de hidrocefalia, principalmente se os afetados forem de sexo
masculino e suspeitar-se da forma classica recessiva ligada ao X por estenose congénita do
aqueduto de Sylvius. O defeito é pesquisado, verificando-se se existe ou ndo dilatacdo do
sistema ventricular cerebral, uma vez que muitos afetados apresentam circunferéncia craniana
normal ao nascimento.

Resumimos a seguir as principais técnicas invasivas de diagnéstico pré-natal,
representadas esquematicamente na Figura 34. Todos esses procedimentos sdo monitorados
pela ultrassonografia.
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Figura 42 - Principais técnicas de diagndstico pré-natal, todas monitoradas pela ultrassonografia (tr indica o aparelho
transdutor): a) biopsia de vislosidades coridnicas por via vaginal transcervical; b) biépsia de vilosidades coriénicas por
via transabdominal; ¢) amniocentese; d) cordocentese ou puncéo do corddo umbilical.

Biopsia das vilosidades coridnicas

O exame desse material permite a aplicacdo de técnicas que visam o estudo do
cariotipo, a verificacao do sexo do embrido, a aplicacao de testes bioquimicos e enziméaticos e
a extracdo e andlise do DNA. Entre a sétima e a décima-primeira semana da gravidez é
possivel atingir a margem do cério frondoso que ira formar a futura placenta por meio de uma
canula introduzida através da vagina e do colo do Gtero. Através dela aspira-se o material e,
com o auxilio de uma lupa esteroscoOpica, seleciona-se o material de origem embrionaria
(vilosidades coribnicas). Nessa época as células das vilosidades dividem-se ativa e
espontaneamente e é possivel obter-se metafases para estudo cromossémico diretamente ou
apos curto periodo de incubagdo. Em algumas situagfes a obtencdo de material via vaginal
transcervical é dificultada ou impossibilitada pela ocorréncia de vaginite, anomalias de Utero e
de canal cervical ou de gravidez multipla; opta-se entéo por atingir a placa corinica através de
uma puncédo transbdominal, que constitui a técnica de eleicdo entre a 11la. e a 17a. semana,
ocasido em que a bolsa amniética ja preencheu totalmente a cavidade uterina, eliminando o
espaco virtual livre que permitia o acesso ao cério frondoso sem lesar as membranas do
embrido. Recentemente esta via esta sendo usada com freqliéncia cada vez maior, tendendo a
substituir totalmente a via vaginal transcervical.

Amniocentese

E a puncéo transabdominal suprapubica, por meio de uma longa agulha conectada a
uma seringa, da cavidade amnidtica, com a finalidade de obtenc¢&o do liquido, que as vezes é o
préprio material a ser analisado (no caso de dosagem de pigmentos, alfa-feto-proteina e outras



100

substancias). Geralmente o que se pretende colher sdo as células que se encontram
suspensas no liquido por descamacao dos epitélios de revestimento externo (fibroblastos de
pele) ou interno (células originarias dos tratos urinario, digestivo e respiratério). Como nas
outras técnicas que visam a obtencdo de material de origem fetal, a amniocentese é
monitorada pela ultrassonografia, que permite assim a selecdo de regides onde a coleta do
liquido € mais facil, além de afastar com seguranca as possibilidades de lesdo placentaria ou
fetal. O material obtido é concentrado por centrifugacdo e submetido a cultura de células
previamente as analises citolégicas, bioquimicas e cromossdémicas que se pretende nele
aplicar. Como ja referido anteriomente, o0 exame é realizado a partir da 17a. semana contada a
partir da dltima menstruacdo. Como as demais técnicas de diagndstico pré-natal, o
procedimento é seguro, praticamente desprovido de riscos e complicacdes para a gestante e o
concepto, além de poder ser realizado em consultério, em regime de atendimento ambulatorial.
Embora ndo haja a necessidade de indicacdo formal de anestesia local, esta é aplicada com
certa frequéncia para eliminar a dor e o desconforto produzidos pela puncdo abdominal. A
dosagem da alfa-feto-proteina, antigamente realizada com freqiiéncia para o diagnostico dos
defeitos de fechamento do tubo neural, vem sendo substituida progressivamente pela
ultrassonografia, pois a capacidade discriminante das aparelhagens mais modernas €
excelente e permite, nas maos de um profissional experiente, detectar com seguranca esses
defeitos.

A taxa de conceptos com aberracdes cromossdmicas (monossomia e outras
aneuploidias do cromossomo X, trissomias autossémicas e casos de mosaicismo) detectadas
em material colhido através da técnica da biopsia das vilosidades coribnicas é
significativamente maior do que a observada usando-se a técnica da amniocentese. Parte da
discrepancia pode ser explicada pela probabilidade de abortamento devido a defeitos
cromossOmicos ser maior nas fases iniciais da gravidez, em que o primeiro método é aplicado.

Cordocentese

A cordocentese consiste na punc¢édo por agulha da veia umbilical do feto, proximamente
a insercdo do corddo na placenta. Pode ser realizada em qualquer ocasido a partir da décima-
oitava semana da gravidez. No material colhido (de 1 a 10 ml de sangue, dependendo da
época da puncéo e do tipo de exame) podem ser realizados os mais diversos exames, que
incluem o estudo do cari6tipo, a determinacdo de anticorpos em casos de suspeita de
aloimunizagéo ou de infeccdes, testes bioguimicos e moleculares.

Fetoscopia

O procedimento, que consiste na insercao de um cateter munido de fibra Optica na
cavidade amnidtica por via transabdominal, permite, através da inspec¢édo visual direta do feto, o
diagnéstico de uma série de defeitos externos e de varias afec¢cdes congénitas da pele e
anexos. O proprio fetoscopio permite o uso de acessorios como agulhas com a finalidade de se
obterem amostras de tecidos fetais. Sdo comumente diagnosticados pela inspecdo direta
proporcionada pelo procedimento defeitos cranio-faciais, de extremidades e até do tegumento;
a andlise indireta de material colhido ou biopsiado permite o diagndstico de defeitos
cromossOmicos, hemoglobinopatias, defeitos da coagulacao, erros inatos de metabolismo e um
sem numero de outras afeccges.

O diagndstico pré-natal oferece a opcdo de ter filhos para casais que evitariam a
procriacdo na auséncia do exame por temerem o aparecimento ou repeticdo de doencga
genética em sua prole. Inversamente, no caso de gravidezes ndo-planejadas de casais em
risco, o diagndstico pré-natal de normalidade do concepto vai permitir, na maioria das vezes,
gue a gestacdo seja levada a termo, pois no cédmputo geral o resultado do exame afasta a
possibilidade do defeito temido.
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LEITURAS COMPLEMENTARES

A Oficina 2 completa: “Temas de Biologia. Trabalhando Temas Fundamentais: Cédigo Genético
e Sintese de Proteinas. J. M. Amabis e G. R. Matho. Editora Moderna, encontra-se disponivel
no site da Editora Moderna http://www.moderna.com.br

As atividades completas realizadas nas Oficinas 3 e 4 “A Familia Silva e seus genes’e “Meiose
e as leis de Mendel” estdo disponiveis no site http://www.ib.usp.br/microgene. Esses kits
educacionais podem ser emprestados para utilizacdo em escolas de Ensino Médio.

Para saber mais sobre a Sindrome do X-fragil visite os enderecos:
o  http://www.xfragil.org.br
e  http://www.ib.usp.br/textos/

Para saber mais sobre Mutac&o e Cancer leia o texto do anexo 3.


http://www.moderna.com.br/�
http://www.ib.usp.br/microgene�
http://www.xfragil.org.br/�
http://www.ib.usp.br/textos/�

ANEXO 1

Levantamento de conceitos sobre DNA, cromossomos e genes

1. Paravocé, a expressao “uma molécula de DNA” significa
a) uma Unica cadeia de desoxirribonucleotideos

b) duas cadeias de desoxirribonucleotideos complementares e emparelhados

c)

nao tenho certeza sobre o significado dessa expressao.

2. Em sua concepgdo, cromossomos sdo estruturas que

a.

b.
c.
d.

s6 existem durante as divisdes celulares.

s6 existem durtante as interfases.

existem sempre durante o ciclo de vida da célula.
néo tenho certeza sobre o significado do termo.

3. Em sua concepgéo, o termo cromatina refere-se a estruturas que

a.

b.
C.
d.

s6 existem durante as divisbes celulares

s6 existem durante as interfases

existem sempre durante o ciclo de vida da célula
nao tenho certeza sobre o significado do termo

4. Um cromossomo, antes de sua duplicacao, possui

a.

b.
c.
d.

5. Cada uma das cromatides que constituem um cromossomo metafasico contém

a.

b.
C.
d.

uma unica molécula de DNA
duas moléculas de DNA
muitas moléculas de DNA
néo tenho certeza da resposta

uma Unica cadeia de desoxirribonucleotideos
duas cadeias complementares de desoxirribonucleotideos

um numero variavel de cadeias de desoxirribonucleotideos

nao sei responder a questao

6. Dentre as frases a seguir, a que melhor define um gene é

P20 T

uma unidade de transcricdo na molécula de DNA
uma molécula de DNA em um cromossomo
uma cadeia simples de DNA que codifica um polipeptideo

um segmento da molécula de DNA que codifica um polipeptideo

nao tenho certeza da resposta

7. Os diferentes alelos de um mesmo gene diferem entre si por
a. se localizarem em cromossomos ndo homologos

b. se localizarem em posi¢des diversas em cromossomos homélogos
c. se localizarem em células diferentes de um mesmo organismo

d. terem seqiiéncias de nucleotideos diversas
e. ndo sei responder a questéo.
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Anexo 2

Retirado de Temas de Biologia. Trabalhando Temas Fundamentais: C6digo Genético e Sintese
de Proteinas. J. M. Amabis e G. R. Matho. Editora Moderna http://www.moderna.com.br



http://www.moderna.com.br/�
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Anexo 3
Lyria Mori - Ciéncia Hoje 180: 33- 37, 2002.
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Anexo 4

Esta figura faz parte do texto da pégina 65 — “doencas condicionadas por mecanismo
multifatorial” e foi citada como figura 9.
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