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Resumo

A atividade proposta ¢ uma simulacao da busca de
um gene candidato ou responsavel por determinado feno-
tipo, utilizando uma analise combinada de heredograma e
de marcadores moleculares. Como exemplos, utilizaremos
nessa atividade as doengas denominadas fenilcetonuria e a
alcaptontiria.

Introducio

O sequenciamento do genoma humano pode signi-
ficar para o publico ndo especializado uma esperanca de
cura para doengas genéticas. No entanto, esse caminho ¢
muito longo e um dos primeiros passos ¢ mapear, ou seja,
identificar e localizar os genes envolvidos nas patologias.

Uma possivel abordagem de identificagdo de novos
genes humanos associados a doengas pode se iniciar com o
estudo das genealogias (heredogramas) de familias com
pessoas afetadas. Em seguida, como existem diversos mar-
cadores moleculares genéticos mapeados em cada cro-
mossomo humano, ¢ feita uma busca por marcadores que
estdo sempre presentes (ligados) com o fenoétipo em estudo.
Esses marcadores sdo sequéncias que ndo causam a doenga,
mas estdo fisicamente proximos ao gene candidato respon-
savel pela mesma (Griffiths et al. 2006). Assim, s3o estuda-
dos marcadores moleculares distribuidos por todo genoma
dos individuos da familia e ¢ feita uma analise de ligagao,
ou seja, ¢ realizada a busca de um ou mais marcadores que
sempre ocorrem nos individuos afetados pela doenca e que
ndo ocorrem nos individuos saudaveis. Como a localizagio
desses marcadores nos cromossomos ¢ conhecida, é possi-
vel inferir a localizagdo do gene responsével pela doenga.
Com o sequenciamento do genoma humano e consequente
identificagdo e mapeamento de potenciais genes, a inferén-
cia sobre o gene candidato responsavel pela doenga foi fa-
cilitada.

Em 1901, um ano apds a redescoberta do trabalho
de Mendel, Archibald Garrod (1857-1936) foi o primeiro
cientista a correlacionar uma doenga humana com as leis
Mendelianas da heranga. Garrod observou que a urina de
algumas criangas podia escurecer quando exposta ao ar e se
interessou pelo significado quimico e clinico desse fenome-
no. O pigmento escuro na urina era um produto da oxida-
¢do do acido homogentisico, um derivado dos aminoacidos
tirosina e fenilalanina, componentes comuns das proteinas.
Essa doenga foi denominada de alcaptontria (AKU). Gar-
rod descobriu que a AKU ¢ uma condi¢do que se inicia
logo no inicio da infancia e persiste durante a vida toda. Ele
verificou também que os pais (aparentemente normais) de
pacientes com AKU eram frequentemente primos de pri-
meiro grau. Concluiu entdo que a anomalia era hereditaria.
Ele coletou informacao sobre a histéria da familia (assim
como a urina) de seus pacientes. Com base em discussoes
com William Bateson (divulgador das idéias de Mendel),
Garrod deduziu que a AKU era uma doenca recessiva. Ele
também foi o primeiro a propor a idéia de doengas do tipo
“erros inatos do metabolismo”. Esse foi o primeiro caso pu-
blicado sobre heranga recessiva em humanos.

Houve uma demora de 50 anos até que se mostrasse
que, no figado dos pacientes com AKU, a atividade da en-
zima que normalmente quebra o acido homogentisico, de-
nominada oxidase do acido homogentisico (HGO), esta de
fato ausente. Outros 40 anos se passaram até o gene respon-
savel pela codificacdo da enzima HGO e o correspondente
alelo mutante fossem localizados no cromossomo 3 (banda
3g2), clonados e sequenciados. Hoje se sabe que problemas
na via metabolica que envolvem o uso do aminoacido feni-
lalanina resultam em outras doengas (Figura 1).
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Figura 1. Via metabdlica da fenilalanina. Bloqueios em diferentes etapas dessa via metabdlica podem
ocorrer por mutagdes nos genes que codificam as enzimas responsaveis por cada uma dessas etapas. No
exemplo da via da fenilalanina existem cinco doengas (em verde) que podem ocorrer em consequéncia de
bloqueios em diferentes etapas (enzimas envolvidas em azul e substratos ou produtos em preto).

O processo de descoberta de outra doenga, denomi-
nada de fenilcetonuria (PKU), foi semelhante a da AKU.
Ele comegou na Noruega, em 1934, quando uma mae com
dois filhos com retardo mental consultou o0 médico Asbjérn
Félling. Durante a entrevista Félling ficou sabendo que a
urina da crianga tinha um odor estranho. Mais tarde, ele
testou a urina dessas criangas com cloreto férrico e viu que
enquanto a urina normal resultava em cor amarronzada, a
urina da outra crianca ficava verde. Ele deduziu, apos testes
com cloreto férrico, que a substancia quimica responsavel

deveria ser o acido fenilpirtvico. Devido a semelhanga qui-
mica com a fenilalanina, o acido fenilpiravico poderia ter
se formado a partir de fenilalanina presente no sangue.

Os dados da época foram claros o suficiente para
mostrar que a fenilalanina era a responsavel pela PKU devi-
do ao seu acimulo e subsequente conversao em altos niveis
de acido fenilpirtivico, que entdo interferia no desenvolvi-
mento normal do tecido nervoso. Isso levou a formulagcao
de uma dieta especial, pobre em fenilalanina. Tal dieta deve
ser usada por maes durante a gravidez e nos recém-nascidos
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diagnosticados como PKU positivo para que estes se desen-
volvam normalmente. Desde 1966, no Brasil, todo recém-
nascido € obrigado por lei a fazer o “teste do pezinho”, que
consiste em uma pequena pungao no calcanhar e a retirada
de uma amostra de sangue para verificar a concentragao de
fenilalanina. Se a doenca for diagnosticada, a crianga deve-
ra ter uma dieta com baixo teor de fenilalanina e podera ter
um desenvolvimento normal sem riscos de retardo mental.

Nessa atividade, a proposta ¢ simular o processo de
busca do gene da fenilcetonuria, uma deficiéncia da mesma
via da alcaptondria, e discutir a importancia da adverténcia
-“Contém fenilalanina” - na embalagem de alguns produtos
alimenticios.

Objetivos

Por meio de uma atividade ludica pretendemos que
os participantes compreendam como:

1. Os heredogramas sdo obtidos ¢ analisados;

2. Os marcadores podem ser utilizados no mapea-

mento de genes;

3. Os pesquisadores utilizam heredogramas ¢ mar-

cadores para mapear genes relacionados a doencas

humanas.

Funcio pedagégica

1. Interpretacdo de heredogramas.

2. Inferéncia (hipotese) sobre o padrdo de heranca
de fendtipos.

3. Interpretacao de ligacdo entre marcadores e a ma-
nifestagdo do fenotipo.

Preparando a Atividade

Antes de aplicar a atividade em sala de aula o profes-
sor devera ler o contetido total da atividade proposta, copiar
as Figuras 2 e 3 e os Quadros 1 e 2 em niimero suficiente
para os grupos de alunos formados. Os marcadores molecu-
lares presentes nos cromossomos 1 e 12 (Figura 3) devem
ser recortados, coluna a coluna, de modo a conter o padrdo
de marcadores presentes em cada individuo da geracao Ill e
IV do heredograma, identificados por algarismos romanos
e arabicos.

Material para um grupo formado por cinco alunos
Quadro 1. Historico da familia com filhos afetados
pela fenilcetonuria.

Figura 2. Heredograma de uma familia com indivi-
duos afetados pela fenilcetonuria.

Figura 3. Colunas contendo o resultado da eletrofo-
rese de diversos individuos (recortar em tiras).

Quadro 2. Copia do mapa génico da regido 12q24.

Aplicando a Atividade

1. Dividir a classe em grupos de cinco alunos.

2. Explicar o problema biologico, ou seja, fazer um
resumo da introdugao.

3. Distribuir o conjunto de Figuras (2 e 3) e Quadros
(1 e 2) para cada grupo de alunos.

4. A procura pelo gene responsavel pela fenilcetonu-
ria deve iniciar-se com a leitura do histérico clinico
do Quadro 1.

5. Pedir aos alunos para analisarem o heredograma
(Figura 2) e estabelecer o padrao de heranca do feno-
tipo fenilcetontrico.

6. Pedir para os alunos colocarem os marcadores
moleculares sobre o heredograma, ao lado do fenoti-
po (tubo de ensaio) de cada individuo.

7. Pedir para os alunos analisarem os padroes ¢ veri-
ficarem se existe algum marcador (bandas coloridas
identificadas por letras maiusculas e numeros arabi-
cos) em comum nos dois irmaos afetados.

Lembrar aos alunos que, de acordo com a analise do
heredograma, feita por eles, a fenilcetontria deve ser
autossomica recessiva, portanto o individuo fenilce-
tonurico devera ser homozig6tico para a mutagdo do
gene. No exemplo usado nesta atividade, o marcador
em comum entre os individuos afetados [V.2 e [V.3 é
a banda C1, presente no cromossomo 12, que ¢ mais
espessa (possui duas copias pois se encontra em ho-
mozigose).

8. O passo seguinte ¢ procurar no mapa génico
(Quadro 2) algum gene envolvido no metabolismo
da fenilalanina.

Procedimento para o aluno
1. Ler o historico clinico da familia (Quadro 1).
2. Analisar o heredograma da familia e responder as
questdes: (Figura 2):

a) a fenilcetonuria é hereditaria?

b) a fenilcetontria ¢ dominante ou recessiva?

c) a fenilcetonuria € autossomica ou ligada ao sexo?
3. Colocar os marcadores moleculares ao lado dos
tubos de ensaio dos respectivos individuos do here-
dograma.
4. Analisar o padrao de bandas dos individuos e ve-
rificar se existe algo em comum entre os dois irmaos
com fenilcetonuria.
5. Procurar no mapa génico do cromossomo 12
(Quadro 2) algum gene envolvido no metabolismo
da fenilalanina.
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Respostas para as questoes da secdo “Procedi-
mento para o aluno”

2.a). A fenilcetonuria é hereditaria, um dos indica-

dores para essa conclusido ¢ o nascimento de filhos

afetados por fenilcetonuria em casamento entre pri-

mos (Figura 2: casal 1112 x I113).

2.b). A fenilcetonuria € recessiva, uma vez que um

casal normal ( Figura 2: casal 1112 x II13) tem filhos

afetados.

2.¢). A fenilcetonuria deve ser autossomica, porque

o casal II12 x III3 tem filhos afetados de ambos os

SeXos.

4. O marcador em comum entre os individuos afeta-

dos IV.2 e IV.3 ¢ a banda C1 mais espessa (homozi-

gose) do cromossomo 12.

5. A regido 12q24.1 possui o gene fenilalanina hi-

droxilase, que em estado mutado e em homozigose

resulta na fenilcetonuria.

Glossario

Analise de ligacdo — Associagdo do marcador mo-
lecular com o fendtipo, indicando que o gene determinante
da caracteristica esta fisicamente proximo ao marcador de
modo que a probabilidade de ocorrer uma permutacdo entre
eles ¢ muito pequena.

DNA (Acido desoxirribonucleico) — cadeia dupla de
nucleotideos, tendo desoxirribose como agticar; a substan-
cia fundamental da qual s3o compostos os genes.

Heredograma — arvore genealdgica que mostra o
fenotipo de cada um dos membros da familia em relagdo a
uma determinada caracteristica.

Marcador molecular genético — Uma regido do
genoma que apresenta polimorfismo, esse polimorfismo ¢é
resultante de mutacdes como substitui¢oes, dele¢des ou in-
sercdes de bases no DNA. E um sitio de heterozigose nio
necessariamente associado a variagdo fenotipica, usado
como uma marca para um determinado loco cromossomi-
co. A metodologia mais utilizada para o isolamento desses
marcadores moleculares é a PCR (Polymerase Chain Re-
action, ou reagdo em cadeia da polimerase em portugues).
A PCR consiste na amplificacdo de um segmento especifi-
co de DNA; utiliza dois iniciadores (primers) que se ligam
(hibridam) flanqueando a regido a ser amplificada, DNA
polimerase e nucleotideos. Déa-se entdo inicio a ciclos su-
cessivos de desnaturagdo, ligacdo dos iniciadores e cresci-
mento de novas cadeias. Ao final, a regido alvo do DNA ¢
amplificada milhdes de vezes.

Teste com cloreto férrico — Teste qualitativo co-
lorimétrico, que pode ser feito na urina. O teste consiste na
adigdo de 0,5ml de solugdo de cloreto férrico a 10% a 1ml
de urina, que se cora em verde ou azul-esverdeado nos ca-
sos positivos, indicando a presenga de acido fenilpirvico.

Bibliografia e Leitura Adicional Recomendada

Cold Spring Harbor Laboratory: www.dnalc.org e http:www.dnai.org

Griffiths, A. J.; Wessler, S. R.; Gelbart, W. M.; Suzuki, D. T. & Miller,
J. H. 2006. Introducdo a Genética. 8a ed. Guanabara Koogan. Rio de
Janeiro. p. 123, 181, 184, 192.

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM). NCBI. Johns Hopkins

University. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim

Watson, J. D. & Berry, Andrew. 2003. DNA — O segredo da vida.
Companhia das Letras. Sao Paulo. p. 316-346; p. 347-385.

26



—~((:
~EX

w (2
~EX

Figura 2. Heredograma de uma familia com dois individuos com fenilcetonuria (PKU). Os tubos de ensaio
representam os resultados dos exames de urina: em marrom - urina normal; em verde - urina de fenil-
cetonuricos. Em azul estdo representados os individuos do sexo masculino, em rosa individuos do sexo
feminino. O traco duplo que liga os individuos 1112 e 1113 representa casamento entre primos.
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Figura 3. Marcadores moleculares dos cromossomos 1 (4) e 12 (B), bandas coloridas identificadas por letras maiusculas
e numeros, presentes nos individuos das geragoes Il e IV. Os algarismos romanos e arabicos identificam os individuos do
heredograma (Fig. 2).
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Uma mulher (I11.3) casada com um primo (IIL.2) teve dois filhos (IV.2
e IV.3) com retardo mental e dois filhos normais (IV.1 e IV.4). O médi-
co consultado percebeu que a urina das crian¢as com a anomalia tinha
um odor estranho. Mais tarde, ao testar a urina dessas criancas com
cloreto férrico, 0 médico viu que a urina ficava verde enquanto a de
criancas normais resultava em cor amarronzada. A cor verde indicava

que havia altos niveis de acido fenilpirivico como consequéncia da

auséncia de metabolizacdo de seu precursor, a fenilalanina.
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Quadro 1. Historico da familia com filhos afetados pela fenilcetonuria. Os algarismos
romanos e arabicos referem-se aos individuos do heredograma representado na Figura 2

Quadro 2. Mapa génico com a localizagdo de genes da regiao 12q24 do cromossomo 12, retirado da pagina
da Johns Hopkins University (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?d5992), com algumas modificagées.

member 4 (vanilloid receptor-related
osmotically activated channel)

Localizagao Simbolo Nome Doenga Comentarios | Método
Adaptor protein, phosphotyrosine
12g24. 1 APPL2, FLJ10659 interaction, PH domain, and leucine Ch, REc
zipper-containing protein 2
B-cell non-Hodgkin
12q24. 1 BCL7A, BCL7 B-cell CLL/lymphoma-7A lymphoma, high-grade (3) Ch
12q24. 1 CMKLR1 Chemokine-like receptor 1 A
12q24. 1 COROIC Coronin 1C A
12q24. 1 FOXN4 Forkhead box N4 R, REc
Iron-sulfur cluster scaffold, Myopathy with exercise intolerance, R, REg,
12q24.1 ISCU, HML E. coli, homolog of Swedish type, 255125 (3) Fd
. Phenylketonuria (3); close REa, A,
12q24. 1 PAH, PKU1 Phenylalanine hydroxylase T - TS t0 IGF1 Fd
Protein kinase, AMP-activated,
12q24.1 P ! noncatalytic, beta-1 A
Noonan syndrome 1, 163950 (3);
12004, 1 PTPN11, PTP2C, Protein tyrosine phosphatase, Leopard syndrome, 151100 (3); A Fd
4 SHP2, NS1 nonreceptor-type, 11 Leukemia, juvenile myelomonocytic, ’
607785 (3)
12g24. 1 RPH3A, KIAA0985 Rabphilin 3A R, REc
12004, 1 SART3, P100, KIAA0156,| Squamous cell carcinoma antigen Porokeratosis, disseminated Fd, Psh,
4% TIP110, DSAP1 recognized by T cells 3 superficial actinic, 1, 175900 (3) REc, H
. . . Stuttering, familial max lod
12q24. 1 STUT2 Stuttering, familial persistent 2 persistent 2 (2) with PAH Fd
12g24. 1 SVOpP SV2-related protein REc
Ulnar-mammary syndrome,
12q24. 1 TBX3 T-box 3 181450 (3) REc, A
Holt-Oram syndrome, Fd, REc,
12g24. 1 TBXS T-box 5 142900 (3) Ch
12q24. 1 TDG Thymine-DNA glycosylase A
12q24. 1 TECT1 Tectonic 1 REc,R
12q24.1 | TPCN1, TPCI1, KIAA1169 Two-pore segment channel 1 R, REc
Transient receptor potential
12q24. 1 TRPV4, VROAC cation channel, subfamily V, REc
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