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GENETICA E SOCIEDADE

A anilise de material genético de personalidades da histéria pode responder a perguntas de
interesse para a sociedade e tende a ganhar destaque na midia em todo o mundo. Aqui, vamos
tratar de como foi investigado um caso de grande repercussio: o da familia de Nicolau II, o
tltimo Czar russo, que foi fuzilada, tendo seus restos mortais encontrados somente décadas
depois do ocorrido. Explicaremos como a genética permitiu identificar os corpos dos Roma-
nov e desvendou a causa da hemofilia dos descendentes da Rainha Vitéria do Reino Unido.
Isso foi possivel porque, apesar de ji nio haver descendentes vivos da Rainha Vitéria com
hemofilia & época das investigacdes, alguns membros da familia Romanov, aparentados da
Rainha Vitéria, cujos restos mortais puderam ser examinados, tinham a variante causal da
doenga, havendo material genético disponivel para estudo. Investigacdes genéticas envolvendo

grandes personalidades da histéria sio ferramentas interessantes para popularizagio do co-

nhecimento sobre as técnicas envolvidas e despertam interesse da comunidade nio académica
em ciéncia, genética e histéria. Além disso, casos como os aqui descritos podem ajudar a mo-
tivar os estudantes em sala de aula.

Este artigo retine os casos de grande reper-
cussio envolvendo a identificagio genética
dos membros da familia Romanov e a inves-
tigagdo da causa da hemofilia nos descenden-
tes da Rainha Vitéria do Reino Unido. Essas
duas investigacdes estio conectadas pelo fato
de que a Czarina Alexandra Romanov, uma
descendente da Rainha Vitéria, tinha um
filho afetado por essa doenca. Convidamos
vocé, leitor, a explorar CONosSco essas inves-
tigagoes fascinantes, que utilizaram técnicas
de genética molecular para buscar solucoes
para reconstitui¢io histérica.

A morte
dos Romanov

Os Romanov governaram a Russia por mais
de 300 anos. Apds a Revolugio Russa de
1917, evento que representou o inicio da
construgio de um estado socialista, o tlti-
mo Czar no poder, Nicolau II e sua familia
— sua esposa, a Czarina Alexandra, e seus
cinco filhos Olga, Tatiana, Maria, Anastasia
e o Czarevich (“principe herdeiro”) Alexei —
foram mantidos no exilio em Yekaterinburg,
na Rdssia.

Também estavam com a familia imperial
quatro de seus funciondrios: Dr. Eugene Bo-
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tkin (médico da familia), Alexei Trupp (cria-
do do Czar), Anna Demidova (empregada
doméstica da Czarina) e Ivan Kharitonov
(cozinheiro da familia).

Em 1918, a familia do Czar Nicolau II, os
trés funciondrios domésticos e o médico fo-
ram fuzilados (11 pessoas no total). Apéds as
mortes, os corpos foram desfigurados, muti-
lados e enterrados. Em 1979, durante a cons-
trucio de uma ferrovia, os restos mortais de
nove corpos foram encontrados em uma
vala comum, fato que ficou em segredo por
alguns anos. Somente em 1991, com o fim
da URSS (Uniio das Republicas Socialistas
Soviéticas), ocorreu a exumagio dos restos
mortais.

A sexagem
genética
dos corpos

Além das anilises de morfologia dssea, foi
utilizada também a anilise genética para
identificar o sexo bioldgico de cada uma
das ossadas encontradas nessa vala comum:
foi avaliado o gene da amelogenina (Figu-
ra 1). A amelogenina é uma proteina im-
portante na formagio do esmalte dentirio,
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sendo codificada pelos genes homélogos
AMELX e AMELY que estio localizados
nos cromossomos X e Y, respectivamente.
O tamanho e a sequéncia do gene da ame-
logenina do cromossomo X (AMELX)
difere um pouco do que fica no cromos-
somo Y (AMELY) e essa diferenca pode
ser explorada para sexagem genética, isto
é, para identificar se o individuo é XX ou

XY. Como as pessoas do sexo bioldgico fe-
minino tém dois cromossomos X, espera-
-se que elas tenham apenas 0 AMELX, em
duas cépias, enquanto as do sexo masculi-
no tém AMELX e AMELY. Dessa forma,
foi possivel verificar que, dos nove corpos
identificados na vala comum, cinco eram de
pessoas do sexo cromossdmico masculino e
quatro do feminino.

AMELX AMELY

O estabelecimento
do grau de

légica de andlise de perfil de STRs para es-
tabelecer relacoes de parentesco entre pais e
filhos é apresentada na Figura 2. Esse tipo
de marcador é muito utilizado em ciéncias

parentesco entre oS
COorpos encontrados

Para identificar o grau de parentesco entre
os corpos encontrados na vala, foram ana-
lisados cinco marcadores genéticos muito
polimérficos do tipo repeti¢des em tan- |

~ dem curtas (STRs — do inglés Short Tan-

dem Repeats) de cromossomos autosso-

forenses para identificagio humana e em in-
vestigacdo de paternidade. Destacadamente,
as tecnologias de identificagio humana tém
uso relevante nio apenas para desvendar
questdes referentes a grandes personagens
da histéria, mas principalmente de “gente
como a gente’, por questdes de paternidade
e porque podem ajudar a reduzir o sofri-
mento de familias que vivem hoje com a dor
e a incerteza que surgem quando um ente

mos. Uma representagio esquemdtica da
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querido estd desaparecido.
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Figura 1.

Gene da amelogenina e sua
utilizacao para identificar

0 sexo cromossomico. (A)
Localizagdo dos genes da ame-
logenina nos cromossomos X e
Y e (B) metodologia empregada
para sexagem dos 11 corpos
identificados em uma vala
comum. Os investigadores am-
plificaram por PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase, do inglés
Polymerase Chain Reaction)
uma regido do gene da amelo-
genina que leva a um produto
de 106 pares de bases (pb) a
partir do alelo do cromossomo
X e de 112 pb no do cromosso-
mo Y. Como mulheres ndo tém
0 cromossomo Y, a apresen-
tacdo é de apenas uma banda
de 106 pb; para os homens

sao observadas as duas bandas
(106 e 112pb). Para melhor
compreensdo sobre a técnica
de PCR, consulte o artigo pu-
blicado nesta revista: Oliveira,
E. H. D. de, & Pereira, T. C.
(2019). A Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR). Genética Na
Escola, 14(2), 88-97. https://
doi.org/10.55838,/1980-3540.
ge.2019.318

Polimorficos - l6cus que tém
variabilidade na sequéncia
genética, considerando a
populacao.

Repeticoes em tandem -
sdo sequéncias de DNA em
que um padrao especifico de
nucleotideos se repete varias
vezes consecutivamente (em
série).

Cromossomos autossomos
- 530 0S5 Cromossomos que nNao
fazem parte do par sexual.

As células somaticas de seres
humanos tém 22 pares de
autossomos e um par de
cromossomos sexuais (X e Y).
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O resultado da anélise de um I6cus STR nos
nove corpos identificados na vala é apresen-
tado na Figura 3 e a Tabela 1 sumariza os re-
sultados para os cinco 16cus STR analisados

nessa investigacio. Perceba que os resultados
apresentados na Tabela 1 sio compativeis
com as relagdes de parentescos do heredo-

grama da Figura 3.
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Figura 2.

A segregacao de alelos

STRs autossomicos de trés
diferentes I6cus em uma
familia hipotética. Os STRs sdo
sequéncias que se repetem em
tandem. O nimero de repeti-
¢oes é variavel. Cada individuo
tem dois alelos de cada STR
autossémico, sendo um herda-
do do genitor feminino (mae)

e outro do genitor masculino
(pai). Neste esquema, os STRs
de cada individuo sao apre-
sentados entre parénteses com
ndmeros que indicam a quanti-
dade de repeticdes. No filho, os
STRs representados em locus de
cor laranja foram herdados da
mae; os em locus de cor cinza
foram herdados do pai.

Figura 3.

Analise do locus STR 1
(HUMTHOT) nos nove
esqueletos. As bandas azuis
representam os produtos da
amplificacdo do marcador STR
1 (HUMTHOT). Os nimeros de
repeticoes de cada banda séo
apresentados a esquerda da
imagem. Também estdo indi-
cados quais alelos desse ldcus
foram identificados em cada um
dos nove esqueletos. Imagem
baseada nos resultados de
pesquisa apresentados por Gill
e colaboradores (Identification
of the remains of the Roma-
nov family by DNA analysis.
Nat Genet. 1994. https://doi.
org/10.1038/ng0294-130).
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- STR 1 STR 2 STR 3 STR 4 STR5
esqueleto (THOT) | (VvWA/31) (13A1) | (FES/FPS) | (ACTBP2)

funcionario 1 9,1 14,20
médico 6,10 1717
Czar 7,10 15,16
menina 1 8,10 15,16
menina 2 7,8 15,16
menina 3 8,10 15,16
Czarina 8,8 15,16
funcionario 2 6,9 15,17
funcionario 3 6,6 16,17

6,1 10,11

57 10,11 11,30
7,7 12,12 11,32
57 12,13 11,32
57 12,13 11,36
3,7 12,13 32,36
3,5 12,13 32,36
57 8,10 =
6,7 11,12 =

Investigacao da

matrilinhagem dos

Czares: analise de
DNA mitocondrial
(DNAmMt)

Para verificar se os restos mortais atribui-
dos aos Czares e suas filhas pertenciam as
linhagens maternas esperadas, foram anali-

sadas duas regides hipervariaveis (HVR1

e HVR2) de DNAmt, em comparagio com
amostras de parentes. O DNAmt tem como
particularidade a transmissio uniparental,
pois herdamos as mitocdndrias apenas das
nossas mies. Utilizou-se amostra do Prin-
cipe Philip (Duque de Edimburgo; marido
da Rainha Elisabete IT do Reino Unido), por
ser sobrinho-neto de Alexandra e pertencer
4 mesma matrilinhagem dela. Para verificar
a identidade do Czar Nicolau II foi utilizada
amostra de Xenia Sfiri, uma parente distan-
te que tem a mesma matrilinhagem do Czar

(Figura 4).

Na andlise de DNAmt para confirmar a
matrilinhagem da Czarina e seus filhos,
houve uma sobreposicio perfeita das re-
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gides hipervaridveis desses individuos com
as do Principe Philip (Tabela 2). J4 na
anélise do DNAmt do Czar em compara-
¢io com o de Xenia Sfiri houve uma so-
breposicio perfeita para HVR2 (dado nio

mostrado), mas foi identificada uma hete-

roplasmia na HVR1 do Czar, ausente em
sua parente matrilinear Xenia Sfiri. Uma
amostra de James Carnegie (Duque de
Fife; nio representado na Figura 4), primo
em terceiro grau de Nicolau II e de mesma
matrilinhagem, também foi avaliada, com
o mesmo resultado que na comparagio
com Xenia Sfiri. A identificagio dessa he-
teroplasmia no Czar gerou duvidas e, para
esclarecimento, realizaram a exumacio do

corpo de um irmio dele, Jorge Alexandrovi-
ch, que estava enterrado em Sio Petesbur-
go (Russia), cujo DNAmt tinha a mesma
heteroplasmia (Figura 5). Isso indica que a
mie do Czar tinha essa heteroplasmia, mas
as copias de DNAmt contendo C (citosi-
na) nessa posi¢io se perderam ao longo das
geragdes; por isso Xenia e o Duque de Fife
apresentavam apenas a cépia com T (timi-
na). Alternativamente, a heteroplasmia em
Xenia e no Duque de Fife pode ter uma fre-
quéncia muito baixa da variante contendo
C (citosina), ndo detectédvel pelo sequencia-
mento da época.

Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

Tabela 1.

Resultados obtidos a partir
da analise de cinco l6cus STR
dos nove esqueletos. Para
cada locus STR analisado, é
possivel observar que para cada
esqueleto atribuido as filhas dos
Czares ha um alelo herdado do
pai e um da mae. Para os fun-
cionarios nao foi possivel obter
o0 gendtipo para o locus ACTBP2
(STR 5) devido a uma limitacao
de qualidade das amostras,

o que foi representado com
hifen. Os dados da tabela foram
obtidos na publicacao de Gill

e colaboradores (Identification
of the remains of the Roma-
nov family by DNA analysis.
Nat Genet. 1994. https://doi.
org/10.1038/ng0294-130).

Matrilinhagem - filiacao
unilinear na qual se considera
apenas a descendéncia pelo
lado materno.

Heteroplasmia - fenémeno
que se caracteriza pela
coexisténcia de moléculas

de DNA mitocondrial com
sequéncias nucleotidicas
diferentes, sendo decorrente de
mutagdes no DNAmt.

Regides hipervariaveis - sdo
as porg¢des mais polimorficas do
DNA, em niveis populacionais.
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Alice de
Hesse

Dagmar da
Dinamarca

e

Irina
Alexandrovna

Alexei

Anastasia

Maria

Olga Tatiana

Irina
Yusoupova

Xenia Sfiri

Xenia Princesa
Alexandrovna A Victoria de
Czar Czarina Hesse
Nicolau Il Alexandra

Alice de
Battenberg

Principe Philip
(Duque de Edimburgo)

Tabela 2.

Resultado da analise de DNAmt da Czarina e suas filhas, em comparacao com a do Principe Philip.
HVR1 - regido hipervariavel T do DNAmt humano; HVR2 - regido hipervariavel 2 do DNAmt humano. Os
pontos representam nucleotideos que sao os mesmos presentes na sequéncia de referéncia previamente
estabelecida (Cambridge Reference Sequence — CRS - Anderson et al. Sequence and organization of the
human mitochondrial genome. Nature. 1981. doi:10.1038/290457a0). Os nimeros correspondem as
posicoes dos nucleotideos na CRS, mas apenas os nucleotideos que diferem da sequéncia de referéncia
foram discriminados. O hifen representa um nucleotideo para o qual nao foi possivel fazer a leitura por
limitacdo técnica. A interpretacdo desses resultados é de que ha uma correspondéncia entre o DNAmt
do Principe Philipe, da Czarina e de suas filhas. Os dados da tabela foram obtidos na publicacao de Gill
e colaboradores (ldentification of the remains of the Romanov family by DNA analysis. Nat Genet. 1994.
https://doi.org/10.1038/ng0294-130).

origem da amostra | tipo de amostra

menina 1 fémur T, ... C ...G..C
menina 2 fémur T, . ... C ..-G..C
menina 3 fémur T, .. C G..C
Czarina fémur T . C G..C
principe Philip sangue T.......... C ...G..C

= m L v

2 2 ™
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Figura 4.

Segregacao do DNAmt das
genitoras dos Czares. A
segregacao do DNAmt da mae
do Czar Nicolau Il (Dagmar da
Dinamarca) é representada em
azul. A segregacao do DNAmt
da mae da Czarina Alexandra
(Alice de Hesse) é representada
em verde. Apenas as mulheres
transmitem o DNAmt. Os
individuos para os quais sao
apresentadas fotos tiveram seu
DNAmt analisado.
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O

—

HVR1 do Czar Nicolau ll:

TAAAAACC%AATC

czar Jorge HVR1 de Xenia Sfiri:
TAAAAACCTAATC
HVR1 de Jorge Alexandrovich (irmao do czar):
TAAAAACCEAATC
Xenia T

Para saber mais sobre o DNAmt, consul-
te o artigo publicado nesta revista sobre o
tema: Mingroni-Netto, R. C. (2018). Por
dentro do circulo: o DNA mitocondrial. Ge-
nética Na Escola, 13(1), 2—13. https://doi.
org/10.55838/1980-3540.ge.2018.295

A lenda da
princesa perdida

A cova inicialmente identificada continha os
restos mortais de 11 pessoas, atribuidos aos
Czares, trés de suas filhas, trés funciondrios
domésticos e o médico da familia. Estudos
antropométricos indicaram que Olga e Ta-

tiana estavam presentes, pela compatibili-
dade dos ossos com jovens naquelas idades.
Porém, a identidade da terceira filha presente
na cova nio era consenso entre os pesquisa-
dores, podendo ser Maria ou Anastésia (Fi-

gura4).

Rumores que sugeriam que Anastisia po-
deria ter sobrevivido eram alimentados pela
auséncia de uma das meninas na cova. Virias
mulheres afirmavam ser Anastidsia, sendo
Anna Anderson a mais conhecida, que dizia

ter sido resgatada por um Bolchevique com-

passivo. Anna foi capa de jornais e revistas
por décadas; ela teve muitos apoiadores e
vivia luxuosamente. A lenda da princesa rus-
sa perdida também inspirou algumas pro-
dugdes cinematogrificas. Em 1928, apenas
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uma década apds o fuzilamento dos Roma-
nov, sairam os dois primeiros filmes baseados
nisso. Em 1956 foi langado outro filme e em
1986 uma série da NBC (rede de televisio
dos EUA), mas a produgio mais conhecida é
a animagio musical da Fox, de 1997.

Anna Anderson foi cremada, impossibili-
tando a obtenc¢io de material genético de
seu caddver. No entanto, conseguiram uma
amostra de intestino que tinha sido obti-
da durante uma cirurgia ocorrida em 1979.
Essa amostra estava preservada em parafina,
um procedimento que costuma ser realiza-
do quando se vai analisar em microscopio
(biépsia). Um estudo genético demonstrou
entdo que Anna Anderson nio poderia ser
Anastasia Romanov. Quatro dos cinco lécus
STRs de autossomos analisados eram in-
compativeis com o resultado esperado para
uma possivel filha dos Czares.

Uma investigag¢io financiada pelo irmio da
Czarina, Ernest Louis, identificou Anna An-
derson como Franziska Schanzkowska, uma
operaria polonesa com histérico de doengas
mentais. O DNAmt da amostra de intestino

de Anna e de fios de cabelo atribuidos a ela
foi comparado com o do Principe Philip (Fi-
gura4) e de um sobrinho-neto de Franziska,
Carl Maucher. Como resultado, o DNAmt

de Anna/Franziska era incompativel com o
do Principe, mas compativel com o de Carl
Maucher.

Figura 5.

A sequéncia da regidao HVR1
do Czar tem correspondéncia
com a de Xenia Sfiri,

exceto por um nucleotideo,
no qual foi identificada
heteroplasmia, também
detectada em seu irmao
Jorge Alexadrovich. HVR1

- regido hipervariavel 1 do
DNAmt. A HVR1 do Czar
Nicolau Il & compativel com a
de Xenia Sfiri — parente viva

de mesma matrilinhagem

—, exceto por um ponto, no
qual foram identificados dois
nucleotideos (C e T), o que
caracteriza heteroplasmia. Mais
tarde, Jorge Alexandrovich,
irmdo do Czar que faleceu de
tuberculose, teve seus restos
mortais exumados para analise
de DNAmt, que revelou a
mesma heteroplasmia. Os dados
apresentados nesta figura foram
obtidos na publicacdo de Ivanov
e colaboradores (Mitochondrial
DNA sequence heteroplasmy

in the Grand Duke of Russia
Georgij Romanov establishes
the authenticity of the remains
of Tsar Nicholas II. Nat Genet.
1996 https://doi.org/10.1038/
ng0496-417).

Antropomeétricos - caracteres
que correspondem as medidas
das dimensoes fisicas de uma
pessoa.

Bolchevique - grupo que
defendia uma mudanga politica
radical pelo povo russo, tendo
chegado ao poder na Revolugao
de 1917.
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A identificacao

de uma seqgunda
vala com os corpos
que faltavam

A maior parte da familia foi enterrada na cova
que continha os restos mortais de 11 pes-
soas. Mas onde estariam os restos mortais de
Alexei e da menina que faltava? Eles foram
levados para outro lugar, provavelmente para
confundir em exumacdes subsequentes. Em
2007, a descoberta de uma cova rasa préxima
a primeira, contendo fragmentos do esqueleto
de uma jovem de 18 a 25 anos e de um meni-
no de 10 a 14 anos, levou a mais investigagdes.

O sexo genético dos restos mortais identi-
ficados na segunda vala foi confirmado por
andlise do gene da amelogenina. Foi reali-
zada entio uma investigagio de l6cus STR
do cromossomo Y a partir de DNA extraido
dos esqueletos do menino e do Czar. As-
sim como o DNAmt, o cromossomo Y tem
como particularidade ser de transmissio
uniparental. O cromossomo Y é transmi-
tido apenas pelo genitor masculino para os
filhos homens. Os STR do cromossomo Y
do Czar Nicolau II e do menino encontrado
na segunda vala foram comparados com os
de Andrew Andreevich, um parente distan-
te, mas que pertence 3 mesma patrilinhagem
do Czar, conforme Figura 6. Concluiu-se que
os restos mortais atribuidos ao Czar e a Ale-
xei tinham o mesmo Y de Andrew.

Czar Nicolau |

Mikhail Nikolaevich

Alexander Mikhailovich

Andrei Alexandrovich

Andrew Andreevich

Ruslan0098, CC BY-SA 4.0
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>,
via Wikimedia Commons

Czar Alexander Il

Czar Alexander Il

Czar Nicolau Il

:'?

,% Alexei

Para ambos os restos mortais identificados
nessa segunda vala, foram realizadas tam-
bém anilises de DNAmt e de 15 STRs de
autossomos, com dados confrontados com
os da primeira vala e os de parentes vivos.
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Em conclusio, os dois corpos da segunda
vala eram de um casal de filhos dos Czares.
Dessa forma, os restos mortais dos Czares e
de seus cinco filhos tinham sido finalmente
encontrados.
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Patrilinhagem - filiagao
unilinear no qual se considera
apenas a descendéncia pelo
lado paterno.

Figura 6.

Patrilinhagem do Czar
Nicolau Il. Os restos mortais
atribuidos ao Czar Nicolau Il
e a Alexei tiveram locus STR
do cromossomo Y avaliados
em comparacao com os de
um parente vivo de mesma
patrilinhagem (Andrew
Andreevich).
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A “Doenca Real”

A Rainha Vitéria do Reino Unido (Figura
7), conhecida como “a avé da Europa), teve
nove filhos e 42 netos, sendo que virios deles
se casaram com outros membros da reale-
za e de familias nobres. Um de seus filhos,
Leopoldo, tinha hemofilia, uma doenca he-
reditiria que tem como etiologia mutagdes
em genes de fatores da coagulagio e, conse-
quente, apresentava sangramento prolon-
gado em decorréncia de traumas cotidianos
e equimoses excessivas, entre outros sinais

clinicos. Também vérios netos da Rainha
Vitdria manifestaram essa condigio, sendo
todos do sexo masculino. Os descendentes
reais que manifestaram essa doenca inclufam
alguns bisnetos da Rainha Vitéria, o Czare-
vich Alexei da Russia (filho da Czarina Ale-
xandra e do Czar Nicolau II) e os Principes
da familia real espanhola Alfonso e Gonzalo
(Figura 7). Atualmente, nio h4 descendentes
vivos conhecidos da Rainha Vitéria com essa
doenga, sendo impossivel investigar a muta-
¢do causal da condicio sem recorrer a restos
mortais de membros afetados da familia.
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— Equimoses - manchas na

pele que sdo decorrentes do
rompimento de pequenos vasos
(capilares) sanguineos.

Rainha
Vltorla

=

ééoé

O mulher sem a variante

@ mulher heterozigota (ndo afetada)

gt TJI 2 Alice de Leopoldo Beatriz
Hesse (Duque de
Rainha Albany)
Vitoria
Irene Frederick Alice de
Henry W|II_|aln ______ Albany
[
, Czarina D : Leopoldo
1Alexandra | Mougt_ba_tLer_l ___1
1 [
1 1 X
1 [ X
Waldemar Henry o _: |L Rupert IAI onso
: “|(Visc. de Trematon)= ~ =~~~ -~ - - - oS- o-o--o-s
1 1
1 1
-O Om

D homem sem a variante

. homem com a variante (hemizigose; afetado)

Gonzal O

O padrio de segregagio da hemofilia na
grande familia da Rainha Vitéria sugere
um padrio de heranga ligado ao X reces-
sivo, pois as mulheres heterozigotas com a
variante nio manifestam o fendtipo, mas ao
transmiti-la aos seus descendentes do sexo
masculino eles sio afetados (Figura 7). De
fato, ha dois tipos de hemofilia de heran-
¢a ligada ao X recessiva: a hemofilia A e a
hemofilia B (ou doenga de Christmas). A
hemofilia A é causada por uma deficiéncia
do fator VIII da coagulagio, em decorrén-
cia de mutagdes no gene que o produz (F8).
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J4 a hemofilia B ¢ causada por mutagdes no
gene F9, que gera deficiéncia do fator IX da
coagulagio. Ambos os genes (F8 e F9) es-
tio localizados no cromossomo X (Figura
8) e, dessa forma, as mulheres tém duas c4-
pias deles, enquanto os homens tém apenas
uma. H4 uma terceira forma de hemofilia, a
do tipo C, que ¢ mais rara e tem outro pa-
drio de heranca (autossdmico recessivo). A
hemofilia C estd relacionada com a deficién-
cia do fator XI da coagulagio e o gene que
codifica essa proteina (F11) estd localizado
no cromossomo 4.

Figura 7.

A Rainha Vitéria do Reino
Unido (1819-1901) e um
heredograma que evidencia

a segregacao da hemofilia
em sua descendéncia. A
segregacao da hemofilia na
familia imperial russa e na
familia real espanhola estao
destacadas por linhas tracejadas
em azul e vermelho. Nem todos
os descendentes da Rainha
Vitéria do Reino Unido estdo
representados.
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tipos de hemofilia

frequéncias:

Hemofilia A: deficiéncia do da coagulacao; causada

por mutacdes no gene F8; heranca recessiva ligada ao X. hemofilia C
(<1%)
Hemofilia B: deficiéncia do fator IX da coagulacao; hemofilia B
15%)

causada por mutacées no gene F9; heranca recessiva
ligada ao X.

Hemofilia C: deficiéncia do fator Xl da coagulacao;
causada por mutac¢des no gene F17; heranca autossomica

F9

F11 F8

coagulo sanguineo

recessiva.
localizacao dos genes causais plaquetas cascata da coagulacao
S
a@ &

I

plaqueta _

fator ,
tissular |

=g fatorllla

hemacia

fibrinogénio M

* » fibrina

Fator tissular - glicoproteina-
liberada pelo tecido lesionado e
que tem a capacidade de ativar

a coagulagdo sanguinea.

A Czarina Alexandra, neta da Rainha Vité-
ria, era heterozigota para a variante causal
da “doenga real”. Isso impactou o império
russo, pois Nicolau e Alexandra tinham
apenas um filho homem (Alexei), que seria
o futuro Czar, nio fosse a Revolugio. Alexei
era hemofilico, sofreu graves sangramentos
durante a infincia, tendo a saude frigil. A
continuidade dos Romanov no poder es-
tava ameagada, portanto, por uma questio
genética, mas também pela fome do povo
e gastos exorbitantes da familia imperial,
além de conflitos politicos e até rumores de
que a Czarina teria um relacionamento ex-
traconjugal.
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De posse de amostras de DNA advindas
dos restos mortais da familia da Czarina
Alexandra, investigou-se a causa genética
da hemofilia dos descendentes da Rainha
Vitéria. Considerando o padrio de heran-
¢a, as hipdteses diagndsticas mais proviveis
eram de hemofilia A ou hemofilia B e, assim
sendo, foram investigados os genes F8 e F9.
Seguindo essa estratégia direcionada, foi
encontrada uma variante genética em sitio
de splicing do gene F9 (Figura 9) no mate-
rial genético da Czarina e de uma de suas
filhas, em estado heterozigoto, bem como
no de Alexei, em estado hemizigoto.

Figura 8.

Tipos de hemofilia,
localizacdo dos genes
causais nos cromossomos
humanos e impacto na
cascata da coagulacao. A
cascata da coagulacdo culmina
na producao da fibrina,
necessaria para formacao do
coagulo sanguineo que ira
estancar o sangramento. A
deficiéncia dos fatores VIII, IX
ou X| impactam essa cascata,
causando hemofilia. Na cascata,
a ativacao dos fatores da
coagulacao esta representada
com a letra a (ex.: IXa). O
grafico mostra a frequéncia
desses diferentes tipos de
hemofilia.

Hemizigoto - gendtipo

que ocorre tipicamente

em individuos XY (do sexo
bioldgico masculino), no qual
ha apenas um alelo em genes
do cromossomo X, nas regides
sem correspondéncia no Y.
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Sequéncia de referéncia do gene F9:

Referéncia

) Exon 4

Exon 3

DNA

V
gendmico: () ...AAG CAG TAT GTT G)gtaagca... ...ctatctcaAag | ' GGA GAT CAG TGT GAG TCC AAT CCA TGTTTA...

RNAm: ... AAG CAG UAU GUU GAU GGA GAU CAG UGU CAG ucc ..

Proteina: ... Lys GIn Tyr Val Asp Gly Asp GIn Cys Glu Ser ..
Sequéncia do gene F9 contendo a mutacao:
Exon 3 Mutacao Exon 4

DNA

gendmico: () ...AAG CAG TAT GTT G)gtaagca... ...ctatctcaG | *. ATG GAG ATC AGT GTG AGT CCA ATC CAT GTT TAA..)

... AAG CAG UAU GUU GAG AUG GAG AUC AGU GUG AGU CCA AUC CAU GUU UAA ..

Vo Glu Met Gl fle Ser Vol Ser Pro lle His Val STOP

RNAm:

Proteina: ... Lys GIn Tyr

Mudanca no quadro de leitura

Mas o que significa dizer que se trata de
uma variante em sitio de splicing? O DNA
é transcrito em pré-RNAm (pré-RNA men-
sageiro) e, apds esse processo, hd a retirada de
algumas porg¢oes desse RNA, chamadas de
introns, e a uniio de partes que se mantém,
chamadas de éxons. Ao processo de retirada
de introns e uniio dos éxons, que converte
o pré-RNAm em RNAm maduro, di-se o
nome splicing (Figura 10). Para saber mais
sobre os processos de transcrigio, splicing e
tradugio, recomendamos a leitura do artigo
“Revisitando o Dogma Central: a relagio en-
tre genes e proteinas’, publicado nesta revis-
ta: Vasconcelos e colaboradores (2021), Ge-
nética Na Escola, 16(2), 196—207. https://
doi.org/1055838/1980—3540%&2021380]

E 0 RNAm maduro que tem a receita para
producio da proteina, por meio de um pro-
cesso chamado de tradugio. Uma particulari-
dade das sequéncias intrdnicas é que elas co-
megam sempre com GT (guanina e timina),
o que chamamos de sitio doador de splicing,
e terminam com AG (adenina e guanina),
chamado de sitio aceptor de splicing (Figura
10). Variantes nos sitios de splicing alteram o
entendimento da maquinaria celular do que
é éxon e o que é intron e podem modificar o
conteitdo do RNAm maduro.
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A variante causal da “doenca real” foi iden-
tificada no gene F9 e estd localizada em seu
intron 3 (Figura 9). Nessa variante, com a
substitui¢io no intron do nucleotideo ade-
nina (A) por uma guanina (G), cria-se um
sitio aceptor de splicing novo, o que altera o
quadro de leitura da tradugio. Dessa forma,
a partir da variante, os aminodcidos adicio-
nados na tradugio sio diferentes do espera-
do e alguns cédons depois surge um cédon
de parada (UAA), que leva ao término pre-

maturo da tradugio.

Até entdo, o efeito da variante no processo
de splicing era apenas uma predigdo. Verifi-
car o real efeito no RNAm maduro exigiria
o estudo dessa biomolécula, o que nio seria
possivel com os restos mortais dos Roma-
nov, pois os RNAs se degradam facilmente.
Anos mais tarde, um paciente hemofilico
nio aparentado, mas com a mesma variante,
foi identificado. Pesquisadores analisaram o
RNA de células dele e de sua mae (hetero-
zigota nio afetada), confirmando o splicing
aberrante e confirmando a predicio inicial.
Além disso, os niveis de RNAm de F9 nas
células desse paciente eram significativa-
mente reduzidos em comparagio com os
de sua mie. Em conclusio, esse estudo con-
firmou a patogenicidade da variante ante-

Figura 9.

Variante identificada em sitio
aceptor de splicing no gene
F9. Um nucleotideo adenina (A)
foi substituido por uma guanina
(G), alterando a posicao do
sitio aceptor de splicing e,
consequentemente, também o
quadro de leitura de traducao,
o0 que gerou um codon de
parada prematuro. Esta imagem
esta baseada nos resultados
apresentados na publicacao

de Rogaev e colaboradores
(Genotype analysis identifies
the cause of the "royal disease”.
Science. 2009. doi: 10.1126/
science.1180660).

— Patogenicidade - referente
a “patogénico”, que significa
“que causa doenga”.
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riormente identificada no gene F9 (Figura
9) e, assim, o diagnéstico de hemofilia B
em descendentes da Rainha Vitéria. Atual-

mente também sio conhecidos outros casos
de hemofilia B em que os pacientes tém essa
mesma variante,
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Exon 1

Exon 2

Exon 3

Exon 4

DNA
gendmico

w9

R

9 " W

Intron 1

Intron 2 Intron 3

Transcricao

Splicing

= o)

Codon
de parad

a-

Consideracoes
finais

Neste artigo, apresentamos investigagoes ge-
néticas instigantes. A partir delas, foi possi-
vel abordar conceitos relevantes como teoria
cromossdmica da heranca, marcadores para
identificagio humana, transmissio unipa-

rental (mitocondrial e do Y), heranca ligada
a0 X recessiva e splicing de RNAm.

Técnicas de genética molecular podem ser
tteis para desvendar virios mistérios, inclu-
sive os que envolvem grandes personalidades
da histéria. Além do caso dos Romanov e da
hemofilia dos descendentes da Rainha Vité-
ria, hd também outras investiga¢oes famosas
que podem ser ferramentas interessantes em
sala de aula e para popularizagio da ciéncia e
de conceitos de genética.
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Figura 10.

Compreendendo o splicing
de RNA mensageiro (RNAm).
Na transcricdo, informacoes
contidas no DNA gendmico sao
utilizadas para a producdo do
RNA mensageiro (RNAm). Em
seguida, ocorre o processo de
splicing, em que ha a retirada
dos introns e a juncao dos
éxons para a formacdo do
RNAm maduro. As extremidades
do RNAm (denominadas

UTR, do inglés untranslated
regions) nao sao codificadoras
de proteina, pois o inicio da
traducdo se da pela trinca de
nucleotideos com sequéncia
AUG (que codifica o aminoacido
metionina), enquanto o final

da tradugdo se da por uma
trinca de nucleotideos que
corresponde a um cédon de
parada, que pode ser UAA, UAG
ou UGA.
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