LISTA DE EXERCICIOS: AULA SOBRE DIAGNOSTICO DE DOENGAS GENETICAS

1) A anemia falciforme é uma doenca autossdémica recessiva causada por substituicdo de nucleotideo acarretando
a troca de acido glutamico (codificado por GAG) por valina (codificado por GTG) na posi¢cdo 6 da cadeia beta da
hemoglobina. A substituicdo de nucleotideo 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
mutacéao.

b. Faca um esquema do resultado de uma hibridagdo com uma sonda especifica do gene na seguinte familia:
(1) pai heterozigético; (2) mae heterozigotica; (3) filho afetado; (4) filha afetada; (5) filha heterozigética; (6)
filho heterozigotico; (7) filho homozig6tico normal.

2) A distrofia muscular de Duchenne é uma doenca de heranga ligada ao X recessiva. Quando era usada uma
sonda de cDNA do gene da distrofina para hibridar com o DNA genémico de meninos afetados por distrofia
muscular de Duchenne, digerido com uma enzima de restricdo, vérias bandas surgiam no resultado apds a

hibridacdo, como na figura abaixo. Sabendo-se que o0 gene da distrofina é um gene de cépia Unica, como
explicar esse resultado?
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3)A figura abaixo representa um teste que foi muito utilizado no diagnéstico de distrofia muscular Duchenne. Ele
se baseia na técnica de PCR multiplex ou mdltiplo. A barra representa os 2.000kb do gene da distrofina. Foram
planejados e sintetizados pares de primers para amplificar as nove regibes do gene da distrofina mais
frequentemente deletadas nos afetados, representadas por barras negras. Amostras de DNA de cada paciente
sdo amplificadas na presenca dos nove pares de primers simultaneamente e os produtos da PCR séo
analisados diretamente em gel de agarose corado com brometo de etideo. O individuo 1 ndo tem delecédo de
nenhum fragmento, pois ndo tem a doenga, e é utilizado como controle.
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4) Um teste baseado na PCR foi desenvolvido para detectar a alteracdo mais frequente que causa a fibrose
cistica, doenca de heran¢a autossémica recessiva que resulta de mutacdes no gene CFTR. Essa alteracdo
frequente é uma delecdo de 3 pares de bases, que ficou conhecida como AF508, porque 0 aminoacido deletado
na proteina CFTR é o de nimero 508.

Observe o resultado do exame abaixo, realizado com o DNA de varios pacientes de uma familia na qual ocorre
a fibrose cistica (o tamanho dos fragmentos amplificados esta indicado em pb):

a. Quem sao os afetados, quem s&o o0s heterozigéticos e quem séo as pessoas sem a alteracdo nessa
familia?

b. Suponha que um paciente afetado pela fibrose cistica, oriundo de uma outra familia, realizou 0 mesmo teste
e apresentou um resultado igual ao do individuo 7 dessa familia. Como podemos explicar o seu quadro
clinico? O que pode ser feito para continuar o seu estudo genético?

5) Esquematize um teste baseado na PCR que permita estimar o nimero de coOpias de uma sequéncia de
trinucleotideos em individuos portadores de alteragcdes no gene de uma doenca causada por uma expansao de
trinucleotideos.

6) Pacientes acometidos pela doenca de Huntington apresentam movimentos involuntarios que os incapacitam a
realizarem tarefas motoras como alimentar-se e andar. A doenga de Huntington tem heranca autossémica
dominante e é causada pelo aumento do nimero de repeti¢es (acima de 40) de trinucleotideos CAG no gene
HTT, que codifica a proteina huntintina, em neurénios do nucleo estriado. A andlise molecular, feita em
pacientes suspeita da doenca de Huntington, e o resultado da eletroforese de DNA em gel de agarose estéo

representado abaixo para 5 individuos. Indique quais desses individuos podem vir a ter a doenca de
Huntington.
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esquema da técnica utilizada
500
primer 1
AAGCTCAGGGAGTTCAGGAAG 300

..TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGC 200
150

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA g4

GCAACAGCCGCCACCGCCGCC...
25
GTTGTCGGCGGTGGCGGCGG

primer 2 10

7)Um zooldgico adquiriu uma fémea de tigre para seu programa de reproducdo em cativeiro. Apesar da
identidade da mée dessa fémea ser conhecida, havia divida sobre sua paternidade e alguns dos machos
potenciais para serem usados no cruzamento poderiam ser muito aparentados a ela. Foi realizado, entéo,
exame do DNA da fémea de tigre, de sua mae e de trés machos, com o objetivo de se evitar excessiva
consanguinidade no cruzamento. Os resultados da andlise usando uma sonda de minissatélite estao
mostrados na figura abaixo, onde M = méde; T = tigresa; M1-3 = machos potenciais de serem usados no
cruzamento. Qual dos trés machos seria o mais adequado para ser cruzado com a fémea de tigre?
Justifique sua resposta.
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8) 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 o sangue de cada crian¢ca usando uma sonda que identifica polimorfismos de VNTR.
Com base nos resultados mostrados na figura abaixo, responda quais criangas s&o irmas e como voceé ird
identificar os pais corretos.



9)Observe a figura abaixo, que corresponde a um resultado de experimento de MLPA (multiplex ligation
probe amplification).As sondas desse experimento foram planejadas para hibridar com regides dos genes
MITF e PAX3, ambos relacionados a uma sindrome chamada de sindrome de Waardenburg, de heranca
autossémica dominante.O resultado da hibridacdo dos individuos controle esta indicado nos picos
vermelhos e o resultado da hibridacdo do DNA de um paciente com a sindrome esta indicado nos picos

azuis.
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Pergunta-se:

a. Qual aimportancia dos individuos controle na andlise dos resultados do MLPA?

b. Quantas sondas mostraram menor intensidade de hibridacdo em relacdo aos controles?
c. Como interpretar esses resultados?

10)Na familia representada a seguir segrega uma mutacdo que acarreta uma forma de deficiéncia intelectual
com heranca recessiva ligada ao cromossomo X. O gene que causa a doenca ainda nao foi identificado,
mas ja sao conhecidos marcadores moleculares polimérficos,do tipo RFLPs, com localizagdo muito
proxima a ele. Um desses locos polimorficos revela, apds hibridagcdo com uma sonda, dois fragmentos.
um de 1,8 kb e um de 1,3 kb. Observe os resultados encontrados na genealogia mostrada a seguir e
responda as questdes de a-c.
a. Qual é o fragmento que esté associado ao gene da doenca nesta familia?
b. Que orientacdo genética vocé daria as duas mulheres, irmés dos afetados?
c. O aconselhamento genético com base em marcadores moleculares, como os RFLPs, é um método

infalivel? Explique.
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