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“A cat has absolute emotional honesty: human beings, for one reason or another,
may hide their feelings, but a cat does not.”

“Um gato possui honestidade emocional absoluta: seres humanos, por um motivo ou
outro, podem esconder os seus sentimentos, mas um gato, nao.”

(HEMINGWAY, Ernest; 1899-1961)



RESUMO

O desenvolvimento de membros nos tetrapodes € complexo e envolve diversas moléculas de
sinalizagdo que caracterizam centros de sinalizagcdo em eixos distintos. No eixo anteroposterior,
amolécula sinalizadora Sonic hedgehog (SHH) ¢ a principal responsavel pela especificacdo dos
digitos nos membros. SHH ¢ expressa na zona de atividade polarizante (ZPA), localizada na
margem posterior do membro em formacgao. O gene Shk ¢ influenciado por diversas sequéncias
reguladoras, dentre elas a sequéncia ZRS. Mutagdes pontuais de substituicdo de base na
sequéncia ZRS causam expressdo ectopica de SHH, levando a polidactilia em intimeras
espécies. A polidactilia ¢ uma condigdo caracterizada por digitos extras nos membros ¢ a
polidactilia pré-axial ocorre quando os digitos extras se localizam na regido anterior do
membro. Em gatos domésticos (Felis catus), ha trés mutacdes conhecidas na sequéncia ZRS
que causam polidactilia pré-axial: Hw, UK1 e UK2. O presente trabalho teve como objetivo
genotipar uma gata doméstica canadense chamada Isabella, que apresenta um digito extra em
todas as patas, em relagdo a tais polimorfismos. Para isso, realizou-se a extragao de seu DNA a
partir de tecido ovariano, a amplificagdo da sequéncia ZRS por PCR e o sequenciamento desta
regido pelo método de Sanger. A hipdtese levantada foi a de que a gata em estudo seria
portadora do alelo Hw, ja que esta ¢ a mutagdo mais comum em gatos polidactilos da América
do Norte. A andlise do sequenciamento confirmou que ela € heterozigota para o alelo Hw. A
gata também apresentou uma outra mutagdo, ainda ndo descrita, na posi¢ao 148 de ZRS.
Estudos anteriores com gatos polidéctilos de linhagens canadenses demonstraram uma alta
prevaléncia de dedos extras em todos os membros, o que ¢ condizente com o fenotipo da gata
Isabella. No entanto, os gatos estudados ndo apresentavam nenhuma das trés mutacdes ja
conhecidas em ZRS. Por isso, sugere-se que o novo polimorfismo aqui encontrado na posi¢ao
148 de ZRS poderia estar envolvido na determinagdo do fen6tipo daqueles animais, assim como
no da gata em estudo. Este trabalho também utilizou o estudo de caso da gata Isabella para o
desenvolvimento de trés atividades didaticas a serem aplicadas no ensino de Genética a nivel
superior ¢ médio, abordando as principais subareas deste campo de conhecimento: Genética

Bésica, Biologia Molecular e Genética Populacional.

Palavras-chave: Desenvolvimento de membros; Zona de atividade polarizante, Sequéncia
reguladora de ZPA; Sonic hedgehog; recursos didaticos.



ABSTRACT

Limb development in tetrapods is complex and involves several signaling molecules that
characterize signaling centers in distinct axes. In the anteroposterior axis, the signaling
molecule Sonig hedgehog (SHH) is primarily responsible for specifying the digits in the limbs.
SHH is expressed in the zone of polarizing activity (ZPA), located at the posterior margin of
the developing limb. The Sh/ gene is influenced by an array of regulatory sequences, including
the ZRS sequence. Point mutations (base substitutions) in the ZRS sequence cause ectopic
expression of SHH, leading to polydactyly in many species. Polydactyly is a condition
characterized by extra digits in the limbs, and preaxial polydactyly occurs when those extra
digits appear in the anterior region of the limb. In domestic cats (Felis catus), there are three
known mutations in the ZRS sequence that cause preaxial polydactyly: Hw, UK1 and UK2.
This study aimed at genotyping a Canadian female domestic cat named Isabella that has an
extra digit in all paws, regarding these three polymorphisms. To that end, DNA extraction from
ovarian tissue, ZRS amplification by PCR and ZRS sequencing using the Sanger method were
performed. The hypothesis raised was that the cat under study would bear an Hw allele, since
this is the most common mutation in polydactyl cats in North America. Sequencing analysis
confirmed that the cat is heterozygous for the Hw allele. She also presented another mutation,
which had not yet been described, at the position 148 of the ZRS sequence. Previous analyzes
of polydactyl cats from Canadian lineages have shown a high prevalence of extra toes in all
limbs, which is consistent with Isabella’s phenotype. However, polydactyl cats from the
Canadian lineage did not show any of the three previously known mutations in ZRS, thus
suggesting that the new mutation at position 148 of the ZRS sequence may be involved in
determining the phenotype of these animals, as well as that of the cat studied herein. This work
also used the present case study in the development of three didactic activities to be applied in
Genetics teaching, at higher and secondary education, addressing the main subareas of this field

of knowledge: Mendelian Genetics, Molecular Biology and Population Genetics.

Keywords: Limb development; Zone of polarizing activity, ZPA regulatory sequence; Sonic
hedgehog; didactic resources.
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1  APRESENTACAO

Durante a minha trajetoria académica no curso de Ciéncias Biolodgicas na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), cursei as disciplinas das duas habilitagdes oferecidas pela
institui¢ao: bacharelado e licenciatura. Meu interesse em pesquisa esteve presente desde o
inicio; j& o interesse pela docéncia foi surgindo ao longo da jornada pela Biologia. Realizei
iniciagdo cientifica em diversos laboratérios da Universidade e atuei como monitora de
disciplinas relacionadas a Genética e Biologia Molecular. Nessas experiéncias, tive a felicidade
de poder exercitar essas duas facetas da profissao de Bidloga: o pesquisar € o ensinar, atividades
estas que foram se interligando de um modo muito natural.

Na monitoria de Biologia Molecular I, tive a oportunidade de colaborar com um projeto
de extensdo chamado Projeto Imagine, que conta com iniciativas que visam a popularizagdo
cientifica (PROJETO IMAGINE, 2023). Como monitora, pude participar da otimizacdo e
adaptacao do protocolo de extracdo de DNA que hoje € utilizado nas aulas praticas da disciplina
e nas praticas do Mddulo “DNA, Diversidade e Hereditariedade”, realizado pelo Projeto em
escolas de educagdo basica. O kit comercial de extracdo adotado naquele novo protocolo
(Monarch® Genomic DNA Purification) também foi empregado no presente trabalho. Além
disso, realizei a edi¢do de uma série de videos educativos chamada “A Ciéncia na Pandemia”,
criada em 2020 com o intuito de fornecer material de apoio para professores da educacao basica,
auxiliando-os na busca de informagdes acuradas sobre o virus SARS-Cov-2 e a COVID-19
(PROJETO IMAGINE, 2020). Minha participacdo no Projeto Imagine foi a ponte para meu
contato e posterior contribuicdo com a extensdo universitaria, atividade fundamental para
aproximarmos do publico geral o conhecimento gerado através de pesquisas na Universidade,
destacando a sua importancia e como ele se traduz em melhorias para a sociedade.

A luz de todas estas experiéncias, e partindo do principio da indissociabilidade entre
ensino, pesquisa e extensdo, assim como preconizado pelo artigo 207 da Constitui¢do Brasileira
(BRASIL, [2016]), a proposta deste Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) ¢ integrar estas
trés esferas, refletindo, assim, a natureza da minha formagao. Para este fim, este trabalho conta
com a seguinte organiza¢do: 1) uma sec¢do de introdugdo geral sobre os assuntos abordados,
além dos objetivos almejados; 2) uma secdo intitulada “A gata polidactila Isabella: um estudo
de caso”, que apresenta metodologia, resultados e discussdo da pesquisa que realizei na
University of Calgary (Alberta, Canada) entre setembro e dezembro de 2021, enquanto em
intercambio naquela institui¢do; e 3) uma secao intitulada “A gata Isabella ensinando genética:
trés atividades didaticas”, na qual apresento uma aplicagdo pratica da pesquisa realizada na

forma de exercicios didaticos, que podem ser empregados no ensino de Genética nos niveis
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superior ¢ médio. Estes exercicios também serdo posteriormente publicados como Recursos
Educacionais Abertos (REAs ou OERs, do inglés Open Educational Resources) no website do
Projeto Imagine (PROJETO IMAGINE, 2023), ficando disponiveis para serem aplicados por

professores de todo o mundo.

2 INTRODUCAO

2.1 DESENVOLVIMENTO DO MEMBRO TETRAPODE

O desenvolvimento de membros nos tetrapodes (vertebrados com quatro membros, a
saber: anfibios, répteis, aves e mamiferos) sofre a influéncia de diversos fatores e se da ao longo
de trés eixos: proximo-distal (PD), dos ombros/quadril para os dedos; anteroposterior (AP), do
polegar para o dedo minimo; e dorsoventral (DV), do dorso para a palma da mao e planta do
pé, respectivamente. Ao longo do eixo PD, pode-se reconhecer trés segmentos distintos (Figura
1): o mais proximal, chamado de estilopddio (o imero no membro anterior e o fémur no
membro posterior); o intermedidrio, chamado de zeugopddio (radio e ulna no membro superior
(humanos)/anterior (demais tetrapodes) e tibia e fibula no membro inferior/posterior) e o mais
distal, chamado de autopodio (carpos, metacarpos e falanges no membro superior/anterior e
tarsos, metatarsos e falanges no membro inferior/posterior) (TICKLE, 2003; BUTTERFIELD
et al.,, 2010; DELGADO & TORRES, 2016).
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Figura 1 — Anatomia do membro superior humano (Homo sapiens) ilustrando eixos,
segmentos e 0ssos formados no desenvolvimento dos membros em tetrapodes

A
o P D
3 p
E- lfJAmerO/ Carpos/  Falanges
'ﬁ Femur Ta rsos /
w Radio/Tibia P,-v?
. '

Ulna/Fibula ‘ 5

Metacarpos/Metatarsos

| I |
Zeugopodio Autopaodio

Em um modelo de membro maduro, tem-se o estilopddio (Umero no membro superior/anterior e fémur no
membro inferior/posterior); o zeugopodio (radio e ulna no membro superior/anterior, tibia e fibula no membro
inferior/posterior); ¢ o autopddio (carpos, metacarpos e falanges no membro superior/anterior e tarsos,
metatarsos e falanges no membro inferior/posterior). A-P: eixo anteroposterior; P-D: eixo proximo-distal.
Adaptado de BUTTERFIELD et al., 2010.

Em embrides de camundongo, os fatores de transcrigdo Homeobox, ou genes Hox,
atuam no eixo PD especificando a identidade das células mesenquimais que originardo
estilopodio (Hox9 e Hox10), zeugopodio (Hox11) e autopddio (Hox12 e Hox13) (DAVIS et al.,
1995; WELLIK & CAPECCHI, 2003). Ja ao longo do eixo AP, no tronco do embrido, o padrao
de expressdo dos genes Hox também determina as regides especificas nas quais se formarao os
brotos dos membros (BURKE et al., 1995; COHN & TICKLE, 1999). Os fatores de transcrigao
Tbx5 (T-box 5) e Tbx4 (T-box 4) sdo responsaveis pela especificacdo dos campos de
desenvolvimento dos membros anteriores e posteriores, respectivamente (AGARWAL et al.,
2003).

A especificagdo das estruturas relacionadas aos eixos do membro acontece
principalmente a partir de centros de sinalizagdo: 1) a crista ectodérmica apical (AER, do inglés
apical ectodermal ridge) para o eixo PD; 2) a ectoderme dorsal para o eixo DV; 3) e a zona de
acdo polarizante (ZPA, do inglés zone of polarizing activity) para o eixo AP (Figura 2). A AER
¢ constituida por uma camada distal de células epiteliais que secretam fatores de crescimento
de fibroblastos (FGFs, do inglés fibroblast growth factors), enquanto a ZPA ¢ caracterizada por

um conjunto de células mesenquimais posteriores a AER que secretam o morféogeno Sonic
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hedgehog (SHH). A zona de progresso (PZ) ¢ constituida por células mesenquimais que
contribuem para o crescimento em extensdo do membro em desenvolvimento (Figura 2;
TICKLE, 2003; BUTTERFIELD et al., 2010; DELGADO & TORRES, 2016). A complexa
interacdo entre as moléculas expressas nesses centros garante a correta padronizacdo do
membro, além de haver um grau significativo de redundéancia na sinalizagdo envolvida - em
muitos casos, uma mesma molécula contribui para o desenvolvimento de mais de um eixo no

membro em formagao.

Figura 2 — Principais centros de sinalizagdo no membro em desenvolvimento

antgrior

proximal distal

posterior
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dorsal

No broto do membro em desenvolvimento, tem-se a crista ectodérmica apical (AER), um epitélio espesso
localizado na regido mais distal do membro; a zona de progresso (PZ, do inglés progress zone), constituida por
um mesénquima altamente proliferativo que contribui para o crescimento do membro; e a zona de acdo
polarizante (ZPA), na regido posterior do membro. A-P: eixo anteroposterior; P-D: eixo proximo-distal. D-V:
eixo dorsoventral. Adaptado de CHEN, 2010.

2.1.1 Eixo Anteroposterior (AP)
Como mostrado nas Figura 2 e 3, o eixo AP ¢ especificado a partir da ZPA, localizada
na regiao posterior do membro e caracterizada pela expressao do gene Shi, com um gradiente

de SHH se estabelecendo da regido posterior a anterior. As células secretoras de SHH e suas
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descendentes dao origem a células 6sseas e musculares nos membros. A identidade dos digitos
¢ definida, principalmente, pelo tempo de expressdo de Shk (sinalizagdo autdcrina) e, em menor
grau, pela concentragdo de SHH (sinalizagdo parédcrina). Os digitos 4 e 5 dependem da
expressao local de Shh, sendo que o digito 5 € exposto a SHH por mais tempo do que o digito
4; o digito 3 é composto por células que apresentam certa expressao de Shh, mas também
dependem da difusdo de Shh a partir da ZPA; ja o digito 2 ¢ totalmente dependente da difusao
de Shh a partir da ZPA, enquanto o digito 1 ¢ especificado independentemente de Shh. (Figura
3; AHN & JOYNER, 2004; HARFE et al., 2004; SCHERZ et al., 2007; BUTTERFIELD et al.,
2010; DELGADO & TORRES, 2016; GILBERT & BARRESI, 2016).

Figura 3 — Papel de Sh/ na identificacdo dos digitos no membro em desenvolvimento

I:l Difuséo de Shh . Células que expressam Shh

Digito 1: independente de Shh

Digito 2: concentragédo de Shh

Digito 3: tempo de expressao
e concentragao de Shh

Digito 4-5: tempo de expressao de Shh

Esquema que representa o modo como Si/ define a identidade dos digitos. Os digitos 4 e 5 s@o especificados
pelo tempo da expressdo local de Shh (sinalizagdo autocrina). O digito 3 € especificado tanto pelo tempo de
expressao local (sinalizagdo autocrina) quanto pela concentragdo de Shh (sinalizagdo paracrina) difundida. O
digito 2 ¢ especificado apenas pela concentragdo de Shh (sinalizagdo paracrina) difundida e o digito 1 ¢
especificado de modo independente de Shi. Adaptado de GILBERT & BARRESI, 2019.

2.2 A SEQUENCIA REGULADORA ZRS E A POLIDACTILIA

O gene Shh apresenta um padrao complexo de expressao e € influenciado por diversas
sequéncias reguladoras. Uma destas sequéncias, denominada ZRS (sequéncia reguladora de
ZPA, do inglés ZPA regulatory sequence), regula a expressdo de Shh na ZPA e € tida como um

regulador de longo alcance, ja que esta localizada a uma distancia de aproximadamente 1 Mb
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(megabase, ou um milhdo de pares de base) de Shh. ZRS esté localizada no intron 5 do gene
LMBRI (do inglés limb development membrane protein 1) e é altamente conservada em
diversas espécies, tendo sido descrita em humanos, camundongos, galinhas, peixes e gatos
(LETTICE et al., 2002; LETTICE et al., 2003, LETTICE et al., 2008). Altera¢cdes (mais
especificamente, mutagdes pontuais de substituicao de base) em posi¢des nucleotidicas espécie-
especificas da sequéncia ZRS (Figura 4) causam uma expressdo ectopica de SHH na regido

anterior do membro em desenvolvimento, levando a presenga de dedos extras em diversas

espécies, condi¢ao conhecida como polidactilia (LETTICE et al., 2008).

Figura 4 — Algumas mutagdes descritas na sequéncia ZRS em humanos (Homo sapiens),
camundongos (Mus musculus) e gatos domésticos (Felis catus)
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A sequéncia ZRS ¢é representada pela barra roxa. As mutagdes estdo destacadas em quadros. As que ocorrem em
humanos tém seus nomes representados em azul; as que ocorrem em gatos, em vermelho; e a que ocorre em
camundongo, em verde. O nucleotideo antes da seta ¢ o encontrado na sequéncia ZRS selvagem daquela espécie,
e o nucleotideo apos a seta € o encontrado no alelo mutante. A: adenina. T: timina. C: citosina. G: guanina. As
posi¢des nucleotidicas das mutagdes estdo indicadas. Esta figura ndo exaure todas as mutagdes de ZRS descritas
em humanos e camundongos. Adaptado de LETTICE ef al., 2003 ¢ LETTICE et al., 2008.

A polidactilia ¢ caracterizada pela presenga de um ou mais dedos excedentes nos
membros de vertebrados quando considerado o nimero de dedos que o fenotipo “selvagem” de
uma dada espécie apresenta (i.e., o ser humano possui cinco dedos em cada membro, por isso,
a polidactilia nesta espécie seria apresentar seis ou mais dedos nas maos e/ou nos pés). Ha
diferentes tipos de polidactilia: 1) polidactilia pré-axial (a mais comum), quando os dedos
adicionais estdo localizados anteriormente ao eixo medial do membro (i.e., dedos adicionais na
regido do polegar/indicador); 2) polidactilia pds-axial, quando os dedos adicionais se localizam
posteriormente ao eixo medial do membro (i.e., dedos adicionais na regido do dedo

anelar/minimo); 3) polidactilia central (a mais rara), quando os dedos adicionais se formam
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proximos ao eixo medial do membro (i.e., dedos adicionais na regido do dedo médio). A
polidactilia pode ocorrer em um Unico membro ou em varios, € pode aparecer isoladamente ou
relacionada a sindromes. Além disso, os dedos supernumerarios podem possuir estrutura
anatomica normal ou desvios anatdomicos, apresentando diferentes graus de integragdo com os
tecidos relacionados. O padrdo de heranga varia entre os diferentes tipos de polidactilia, sendo
que a polidactilia pré-axial (PPD) apresenta heranga autossémica dominante (DANFORTH,
1947; LANGE & MULLER, 2017).

2.3 A POLIDACTILIA EM GATOS DOMESTICOS (FELIS CATUS)

Especificamente em gatos, foram descritas trés mutacdes para PPD (Figura 4): a
primeira consiste em uma substituicdo de uma guanina por uma citosina (C) na posi¢do 257,
denominada de UK (do inglés United Kingdom I); a segunda consiste em uma substitui¢cdo do
nucleotideo adenina (A) pelo nucleotideo guanina (G) na posi¢do 479 de ZRS, denominada de
muta¢do Hw (Hemingway); e a terceira consiste em substituicao de uma adenina por uma timina
(T) na posi¢ao 481, denominada de UK2 (do inglés United Kingdom 2) (LETTICE et al., 2008).

Os gatos portadores das mutagdes UK1 e UK2 sdo provenientes de linhagens da Gra-
Bretanha. J4 a mutacdo Hw foi nomeada em referéncia ao autor americano Ernest Hemingway
(1899 — 1961). Ernest era um apaixonado por gatos domésticos, € na época em que vivia com
a familia na ilha de Key West (Florida, EUA), conheceu um capitdo de navio chamado Stanley
Dexter. Dexter era dono de uma gata branca polidactila, a qual conquistou a afei¢do de
Hemingway — ao final da visita de Dexter, ele presenteou a gata a Hemingway, que a batizou
de Snow White (Branca de Neve em inglés). Esta gata reproduziu-se com outros felinos da ilha,
dando origem a uma populagao de gatos polidactilos conhecida como “gatos de Hemingway”,
0s quais vivem na antiga casa do autor, em Key West, que se tornou um museu (HEMINGWAY
HOME, 2021).

Os gatos com polidactilia eram tidos por capitdes de navio € marinheiros como
amuletos que traziam boa sorte as viagens, além de controlarem pragas a bordo, o que explicaria
a alta ocorréncia de gatos polidactilos em regides costeiras e ao redor de portos (LETTICE et
al., 2008). Analises genéticas realizadas na década de 1970 estimaram uma alta frequéncia de
um alelo dominante caracteristico de polidactilia em populacdes de gatos de cidades costeiras,
como a canadense Halifax e a norte-americana Boston (TODD & TODD, 1976).

A PPD em gatos apresenta expressividade variavel: alguns animais apresentam dedos
extras em todas as patas, enquanto outros apresentam digitos extras apenas nas patas anteriores,

sendo este ultimo o caso mais comum. Alguns ainda apresentam apenas uma falange a mais no
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digito 1, enquanto outros possuem dedos extras apenas nas patas posteriores (0 caso mais raro
de todos) (LETTICE et al., 2008; HAMELIN et al., 2020). Além disso, apesar da PPD
geralmente apresentar heranga autossomica dominante, foram descritas ninhadas de gatos
polidactilos provenientes de pais nao-polidactilos heterozigotos para o alelo Hw, sugerindo
penetrancia incompleta para a caracteristica (HAMELIN et al., 2020).

Apesar da estrutura dos membros diferir entre espécies, a sinalizagdo molecular ¢ bem
conservada, possibilitando a realizacao de analises complementares entre diferentes espécies
(BUTTERFIELD et al.,, 2010). A sequéncia ZRS ¢ homodloga em camundongos (Mus
musculus), gatos (Felis catus), humanos (Homo sapiens) e até peixes (Fugu rubripes),
evidenciando a histéria evolutiva comum destas espécies e atribuindo a expressao de Shh um
papel central na transi¢do nadadeira-para-membro em tetrapodes (LETTICE et al., 2003;
GILBERT & BARRESI, 2016).

A alteragdo na regulacdo de genes devida a mutagdes pontuais pode ter um papel
importante na variagdo entre individuos de uma determinada populacao, demonstrando que até
mesmo pequenas mudangas na regulacdo de um gene podem ter impactos significativos na
morfologia dos animais (LETTICE et al., 2008). A polidactilia ¢ um bom exemplo disto e o
estudo desta condi¢do pode esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo de
longo alcance.

Diante do exposto e com o intuito de expandir o conhecimento sobre as diferentes
formas da polidactilia, este trabalho, em sua primeira parte, investigou a sequéncia ZRS de uma
gata com polidactilia chamada Isabella proveniente da regido de Halifax, cidade localizada na
provincia de Nova Scotia, Canada.

A hipdétese deste estudo de caso era que este individuo apresentaria a mutagdo Hw, ja
que esta ¢ a mutagdo mais comum em gatos polidactilos da América do Norte (LETTICE et al.,
2008; LANGE et al., 2013). Esta hipotese foi testada e os experimentos realizados para este

fim foram descritos no capitulo 3 deste trabalho.

2.4 O ENSINO DE GENETICA: IMPORTANCIA E DESAFIOS

A Genética ¢ uma area do conhecimento de extrema importancia para a sociedade,
contribuindo para a compreensao dos processos hereditarios e evolutivos, da biodiversidade,
além de possibilitar diversos avancos como a terapia génica, organismos geneticamente
modificados, clonagem, fertilizacdo in vitro e muitos outros processos biotecnoldgicos que
podem trazer beneficios aos seres humanos e que permitem a investigagdo de diversos

mecanismos fundamentais para a manutengio da vida (ARAUJO et al., 2018; MACHADO,
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2021). As técnicas citadas acima causam polémica e sdo centro de diversos debates que
questionam a ética em sua utilizagdo, ganhando espaco na midia e tendo presenca marcante no
cotidiano das pessoas. Por isso, ¢ fundamental que os estudantes de Ensino Médio e graduandos
das areas bioldgicas sejam capazes de se posicionar diante desses debates de forma critica e
cientificamente embasada (MACHADO, 2021).

Um dos principais objetivos do ensino de Genética deve ser o de combater o
determinismo genético, que postula que as caracteristicas dos seres vivos sao definidas por seu
material genético, sem considerar a significativa influéncia que o ambiente exerce sobre o
fenotipo (PENCHASZADEH, 2004). Esse importante objetivo ndo pode ser alcangado com um
ensinar enciclopédico, que tem o aluno como um mero deposito de informagdes, e que ainda ¢
muito presente, nao so nas escolas, mas também nas universidades (CARDOSO & OLIVEIRA,
2010). E necessario que os alunos sejam capazes de desenvolver uma visdo critica sobre o
assunto, integrando os diversos mecanismos genéticos e evolutivos e levando a compreensao
de que as caracteristicas dos seres vivos das mais diversas espécies, inclusive a nossa, sao o
resultado de complexas interacdes entre material genético e ambiente, com regulacdo
igualmente complexa. Desse modo, estes estudantes tornar-se-do profissionais éticos,
combatendo simplifica¢des exageradas do assunto e visdes deterministas, que ja foram usadas
como justificativa pseudocientifica para discriminagdo racial e marginalizacdo de minorias,
culminando no genocidio de grupos inteiros, como o de judeus na Alemanha nazista da década
de 1930-1940 (PENCHASZADEH, 2004).

O ensino de Genética vem acompanhado de intimeros desafios: conceitos abstratos e
considerados de dificil assimilacdo e compreensdo, vocabulario especifico com excesso de
termos técnicos, falta de recursos didaticos, descontextualizagao e abordagem fragmentada dos
conteudos, necessidade de conhecimentos prévios em matematica, bioquimica e biologia
celular, além da constante atualizagdo e novas descobertas na area (GOLDBACH et al., 2009;
CARDOSO & OLIVEIRA, 2010; ARAUJO et al., 2018; MATOS et al., 2020; MACHADO,
2021). Para superar esses desafios, € preciso fazer uso de estratégias para envolver os alunos,
facilitando a aprendizagem e contextualizando esse conhecimento (PALMEIRA et al., 2020).

Entre essas estratégias, destacam-se as metodologias ativas, que tém como base
engajar o aluno, tornando-o ator principal do processo de aprendizagem, despertando sua
curiosidade e promovendo sua autonomia. As metodologias ativas podem fazer uso de
experiéncias reais ou simuladas, estimulando os alunos a resolverem problemas advindos de
atividades da pratica social essenciais para o avanc¢o da sociedade (PALMEIRA et al., 2020).

No presente trabalho, foram propostas trés atividades didaticas que se enquadram na estratégia



25

de metodologia ativa, tomando como base o estudo de caso real da gata Isabella. Tais atividades

estdo descritas na sessdo 4.

2.5 OBJETIVOS
2.5.1 Objetivo geral

Caracterizar genotipicamente uma gata com polidactilia, verificando se ela apresenta
uma das mutacdes conhecidas na sequéncia ZRS e utilizar este estudo de caso como ponto de
partida para desenvolver recursos didaticos que apoiem o ensino de Genética, tanto na

graduagdo quanto no ensino médio.

2.5.2 Objetivos especificos
e Sequenciar a regido ZRS da gata Isabella;
e Analisar a sequéncia obtida e identificar a(s) mutagao(des) envolvida(s) no fenotipo
da gata;
e Desenvolver exercicios didaticos que tenham o estudo de caso da gata Isabella como
pano de fundo e que possam ser empregados no ensino de Genética nos niveis
superior ¢ médio, abordando conceitos de Genética Basica, Biologia Molecular e

Genética de Populagdes.

3 A GATA POLIDACTILA ISABELLA: UM ESTUDO DE CASO
3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Sujeito do estudo

O individuo estudado ¢ uma fémea sem raca definida (SRD) pertencente a espécie
Felis catus (gato doméstico) proveniente da cidade portuaria de Halifax, capital da provincia
de Nova Scotia, no Canada. A gata, chamada Isabella, ¢ portadora de polidactilia, apresentando
um digito extra em todas as patas (Figura 5). O tipo de polidactilia apresentado ¢ a chamada
polidactilia pré-axial, com o digito extra ocorrendo na regido do digito 1 ou polegar (LETTICE
et al., 2008; LANGE & MULLER, 2017; HAMELIN et al., 2020). Todos os experimentos a
seguir foram realizados no laboratorio coordenado pelo prof. Dr. John Andrew Cobb, localizado
no departamento de Ciéncias Bioldgicas da University of Calgary, em Alberta, no Canada, entre
novembro e dezembro de 2021. Estes experimentos consistiram na extracdo de DNA da gata
Isabella e posterior reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar a sequéncia ZRS;

seguida de eletroforese, purificagdo e sequenciamento desta sequéncia, com o intuito de
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verificar se alguma muta¢do presente em ZRS poderia ser responsavel pelo fenotipo de

polidactilia apresentado.

Figura 5 — Fotos da gata Isabella

As imagens evidenciam a polidactilia presente em todos os membros da gata Isabella. A: visdo dorsal das patas
anteriores e posterior esquerda apresentando digito extra. B e C: visdo das almofadas (ou coxins) da gata,
evidenciando o digito extra nas patas posteriores (B) e anterior esquerda (C). Fotos cedidas pelo tutor David
Bininda e publicadas com autorizagao.

3.1.2 Extracido de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de tecido ovariano da gata Isabella, coletado
em uma ovariohisterectomia (cirurgia de esterilizagdo) e gentilmente cedido pelo tutor do
animal, David Bininda, que também autorizou todas as andlises realizadas. O kit Monarch®
Genomic DNA Purification (New England Biolabs, MA, EUA) foi utilizado para a extragdo,
segundo protocolo detalhado a seguir. Colocou-se 15 mg de tecido em um microtubo de 1,5 ml
livre de DNase. Em seguida, foram adicionados 10 pl de Proteinase K e 200 ul de Tampao de
lise tecidual. O microtubo foi entdo agitado em um vortex e incubado a 56 °C em bloco térmico
com agitacdo a 1400 rpm por aproximadamente 1 hora. Apos a dissolucdo, foi feita uma
centrifugacao por 3 min a 12.000 x g com posterior adicdo de 3 pul de RNase A, seguida de
agitacdo e incubacao por 5 minutos a 56 °C no mesmo bloco térmico (1400 rpm). Na sequéncia,
foram adicionados 400 pl de tampdo de ligagdo, seguido de agitacdo por 10 s. A amostra foi
entdo transferida para uma coluna de purificagdo com tubo de coleta acoplado, e submetida a

duas centrifugacdes consecutivas: a 1.000 x g por 3 min e a 12.000 x g por 1 min,
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respectivamente. A coluna foi transferida para um novo tubo de coleta, recebeu 500 pl de
tampao de lavagem e foi invertida algumas vezes. Apds esse processo, realizou-se nova
centrifugacao a 12.000 x g por 1 min e o conteudo do tubo de coleta foi descartado, repetindo-
se 0 passo anterior na sequéncia. Posteriormente, a coluna foi acoplada a um novo microtubo e
adicionou-se 50 pl de tampao de eluicdo previamente aquecido a 60 °C. Por fim, a amostra foi
incubada a temperatura ambiente por 1 min e centrifugada a 12.000 x g por 1 min, descartando-

se a coluna e mantendo-se o conteudo do microtubo a -20 °C.

3.1.3 PCR seguida de eletroforese

Para a amplificacdo da sequéncia ZRS, foram utilizados 3 pares de primers ou
iniciadores definidos por Hamelin e colaboradores (2020), que dividem ZRS em trés partes.
Esta estratégia, comum quando se utiliza posteriormente o método de sequenciamento de
Sanger, resulta em 3 fragmentos de PCR sobrepostos, visando garantir sequenciamento de boa
qualidade em ambos os sentidos de cada fragmento (DENG et al., 2015; ARSENIC et al.,
2015). As sequéncias dos primers estdo descritas a seguir (Quadro 1), assim como a localiza¢ao

dos primers em relagao a sequéncia ZRS no cromossomo A2 de gatos (Figura 6).

Quadro 1 — Informagdes sobre os primers utilizados

ZRSpartlF (parte 1, senso) ATCGGGGGCAGATGAAATCAC
ZRSpartlR (parte 1, antissenso) CACAGGATAGAAACACATGGAACGA
ZRSpart2F (parte 2, senso) ACTGACCAGGTGGCAGCAAAG
ZRSpart2R (parte 2, antissenso) TCCAACAATTTATGGATGATCAGTGG

ZRSpart3F (parte 3, senso) TTTGTCTCAGGCCTCCGTCTT
ZRSpart3R (parte 3, antissenso) GGGGAGGGCAGAGGAATTCTA

Primers desenhados por Hamelin e colaboradores (2020).

Figura 6 — Localizacdo dos primers utilizados em relagdo a sequéncia ZRS

100 bases
ZRSpart1FI ZRSpart1R I
ZRSpart2F ZRSpart2R

ZRSpart3F ZRSpart3R

O esquema evidencia a localizagdo dos primers em relagdo a sequéncia ZRS do gato doméstico (Felis catus). A
sequéncia ZRS em gatos localiza-se no cromossomo A2, no intron 5 do gene LMBRI. Adaptado da ferramenta
“Genome Browser” da University of California Santa Cruz (https://genome.ucsc.edu/).
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Foram realizadas duas séries de reagdes: a primeira teve o intuito de verificar se os
primers (Eurofins Genomics, KY, EUA) amplificariam efetivamente a regido ZRS de gatos
domésticos (Felis catus) nas condigdes experimentais locais. Para isso, utilizou-se cinco
amostras de DNA de gatos wild type (WT), ou seja, com fenotipos do tipo selvagem, que nao
apresentam polidactilia. As amostras foram gentilmente cedidas pela Dra. Isabella Skuplik e
nomeadas com as letras de A a E, apresentaram as seguintes concentracdes de DNA: A) ndo
especificada; B) 500 ng/ul; C) 2 ng/ul; D) 20 ng/ul; E) 100 ng/pl.

A segunda série de PCR, realizada ap6s a confirmagdo da qualidade dos produtos da
primeira série de reagdes, partiu da amostra de DNA da gata Isabella, usando as mesmas
condi¢des de amplificagdo da etapa anterior, que sdo descritas a seguir.

Foram feitas quatro solucdes contendo todos os reagentes da PCR, excetuando-se o
DNA gendmico. Estas solugdes diferiam apenas em sua combinagdo de primers:

1) solucao “ZRS”, contendo os primers ZRSpart1F (F, do inglés Forward ou senso) e
ZRSpart3R (R, do inglés Reverse ou antissenso), que amplificariam a sequéncia ZRS em sua
totalidade, resultando em um produto de PCR esperado de 916 pares de base (pb);

2) solucao “ZRSpartl”, com os primers ZRSpartlF e ZRSpartlR, e um produto
esperado de 403 pb;

3) solugdo “ZRSpart2”, com os primers ZRSpart2F e ZRSpart2R, e um produto
esperado de 354 pb;

4) solucdo “ZRSpart3”, com os primers ZRSpart3F e ZRSpart3R, e um produto
esperado de 407 pb (vide Figura 6).

Ambas as séries de reacdes utilizaram, por reacdo, 2,5 u da enzima Taq DNA
polimerase no tampao do fabricante (Qiagen, MD, EUA), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada
dNTP (Qiagen), 0,5 uM de cada primer e 4 pl de DNA gendmico, em um volume final de 50
pl. O perfil térmico de amplificacdo consistiu em: a) um ciclo a 94 °C por 4 min; b) 30 ciclos
das seguintes condigdes: 94 °C por 45 s, 56,5 °C por 1 min, 72 °C por 1 min; ¢) um ciclo a 72
°C por 9 min.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados através de eletroforese (90 V por 35
min.) em gel de agarose 1,5 % corado por brometo de etidio (0,1 pl/ml) adicionado diretamente
no gel. Para a confeccao do gel e para a corrida de eletroforese, utilizou-se o tampao TAE 1 X,
que ¢ composto por Tris (tris(hidroximetil)Jaminometano) a 40 mM, acido acético a 20 mM e
EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) a I mM. Aplicou-se 20 pl das amostras, e 4 pl do
marcador de peso molecular ou /adder, e os resultados foram registrados através de um

fotodocumentador, com posterior impressao das imagens em papel fotografico.
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3.1.4 Purificacdo dos fragmentos de ZRS

Apds a amplificacdo por PCR e posterior visualizacdo através da eletroforese, os
quatro fragmentos de ZRS da gata Isabella (ZRS, ZRSpartl, ZRSpart2 e ZRSpart3) foram
purificados e, para isso, utilizou-se o kit GeneClean® Turbo Kit (MP Biomedicals, CA, EUA),
segundo instrucdes do fabricante, resumidas a seguir.

Adicionou-se 150 pl de solugdo salina a 30 pl de produto de PCR, que foram
transferidos a coluna acoplada a um tubo de coleta. Em seguida, realizou-se uma centrifugagao
a 14.000 x g por 30 s, com posterior descarte do contetido do tubo. Adicionou-se 500 pul da
solugdo de lavagem a coluna, que foi submetida a outras duas centrifugac¢des a 14.000 x g por
30 s e 4 min, respectivamente. A coluna foi entdo transferida para novo tubo de coleta e 30 pul
da solugao de eluicao foram adicionados e o tubo incubado a temperatura ambiente por 5 min.
Uma ultima centrifugagdo a 14.000 x g por 1 min foi realizada e a coluna, descartada. O tubo

contendo a amostra foi entdo armazenado a -20 °C.

3.1.5 Quantificaciio e sequenciamento dos fragmentos de ZRS

Apbs a purificagdo, as amostras foram analisadas por espectrofotometria a fim de
mensurar a concentragdo do DNA. Posteriormente, as amostras foram enviadas para
sequenciamento pelo método de Sanger em ambos os sentidos (senso e antissenso) pela empresa
Eurofins Genetics (KY, EUA). Os eletroferogramas dos oito fragmentos resultantes foram
inspecionados manualmente (sequéncias continuas com quality value ou valores de qualidade
> 40 foram considerados aceitaveis, o restante delas sendo descartado das analises) e uma
sequéncia consenso foi gerada a partir de dois contigs utilizando o sofiware DNADynamo

(https://www.bluetractorsoftware.com/). Posteriormente, a sequéncia consenso foi alinhada a

sequéncia ZRS WT de gato doméstico (Felis catus)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX010805.1/) utilizando o software Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

3.2 RESULTADOS
3.2.1 PCR e eletroforese

Os resultados da primeira série de PCR realizada, partindo de amostras de gatos WT,

podem ser verificados a seguir (Figura 7):


https://www.bluetractorsoftware.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX010805.1/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Figura 7 — Quatro fragmentos da sequéncia ZRS amplificados por PCR usando cinco
amostras de DNA de gatos WT

ZRS ZRSFartl
M A B C D E C- A B C D E C-

~ -

10BERE
T =

S8arh

ZRSFart.3

He B .- O E C-

18088FE w-

DBEFRD « -

M: Marcador de peso molecular. As letras de A a E correspondem as amostras de gatos WT utilizadas. C-:
controle negativo (todos os reagentes da PCR presentes, com agua ultrapura no lugar de DNA gendmico).

Ao observar a figura 7, € possivel verificar que todos os fragmentos de ZRS esperados
foram amplificados com sucesso a partir das amostras A, B e E de gatos WT, as quais tinham
as seguintes concentragdes de DNA: desconhecida, 500 ng/pl e 100 ng/pl, respectivamente. Em
contrapartida, nenhum fragmento de ZRS foi amplificado a partir das amostras C e D, que
apresentavam concentragdes de DNA de 2 ng/ul e 20 ng/ul, respectivamente. Observa-se
também que todas as bandas produzidas apresentam posigdes compativeis com os tamanhos
esperados (916 pb, 403 pb, 354 pb e 407 pb).

A segunda série de PCR realizada, partindo da amostra de DNA da gata Isabella,
amplificou com sucesso todos os fragmentos de ZRS e as bandas produzidas apresentaram
posicdes compativeis com os tamanhos esperados. Estes resultados podem ser verificados a

seguir (Figura 8):
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Figura 8 — Quatro fragmentos da sequéncia ZRS amplificados por PCR usando a amostra de
DNA da gata Isabella

ZRS ZRSFrartl ZRSpart? ZRSPart3

M Isa C+ C- Isa C+ C- Isa C+ C- Isa C+ C-

l666rb «

T e
S500rb

M: marcador de peso molecular. Isa: fragmento de ZRS da gata Isabella; C+: controle positivo, utilizando
amostra A de gato WT; C-: controle negativo.

3.2.2 Quantificacido dos fragmentos de ZRS da gata Isabella

A quantificagdo dos fragmentos de ZRS obtidos por PCR a partir da amostra de DNA
da gata Isabella resultou em concentragdes de DNA apropriadas (entre 20-40 ng/pl) para o
posterior envio a empresa responsavel pelo sequenciamento. O fragmento ZRS apresentou
concentracdo de DNA de 35,71 ng/ul; o fragmento ZRSpartl, 30,79 ng/ul; ZRSpart2, 46,54
ng/pl; ZRSpart3, 27,41 ng/ul.

3.2.3 Sequenciamento dos fragmentos de ZRS da gata Isabella

O sequenciamento foi realizado para determinar a sequéncia ZRS da gata Isabella e
identificar assim a(s) mutacdo(des) possivelmente responsaveis pela sua condi¢do de
polidactilia. A sequéncia consenso completa foi comparada com as mutagdes descritas por
Lettice e colaboradores (2008), sendo elas: UK 1, na posi¢ao 257; Hw, na posi¢ao 479; e UK2,
na posi¢ao 481.

Ap6s analisar as posi¢des nucleotidicas pertinentes (Figura 9), observou-se que a gata
Isabella possui G na posi¢ao 257 e A na posi¢ao 481, sendo idéntica aos gendtipos de referéncia
WT (ver Figura 4) e ndo possuindo, portanto, as mutacdes UK1 e UK2, respectivamente.
Porém, a gata apresentou G ao invés de A na posi¢ao 479, o que € caracteristico da mutacao

Hw (Figuras 9 e 10, B). Além disso, observou-se uma nova muta¢do ou polimorfismo de
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nucleotideo tnico (SNP, do inglés single nucleotide polymosphism) na posi¢ao 148, onde ha G
no lugar de A, diferindo assim da sequéncia de referéncia WT (Figura 9 e 10, A). A sequéncia

completa do alinhamento entre ZRS WT e ZRS da gata Isabella pode ser encontrada no

Apéndice.
Figura 9 — Mutagdes presentes na sequéncia ZRS da gata Isabella
M 148 Hw
G—PA A—»G
257 481
Posicao
nucleotidica
100 bases 148 479
UK1 UK2
G=G A=A

Resultados encontrados para a sequéncia ZRS da gata Isabella, denominada de ZRSisa, representada em roxo.
Sequéncias com nomes em vermelho correspondem a mutagdes encontradas na gata Isabella, enquanto aquelas
em preto apresentaram bases idénticas as da sequéncia WT. As quatro caixas representam quatro posigoes de
interesse, trés referentes a mutagdes descritas na literatura e uma referente a um novo polimorfismo. Este, na
posi¢do 148, corresponde a uma mutacdo ainda ndo descrita (indicada por M 148), onde encontrou-se adenina no
lugar de guanina. Nas posi¢des 257 e 481, UK1 e UK2 respectivamente, a gata Isabella ndo apresentou variagdes
em relagdo a ZRS WT. Na posi¢do 479 (Hw), a gata Isabella apresentou guanina no lugar da adenina da
sequéncia WT.

Ao observar o eletroferograma da sequéncia ZRS da gata Isabella, também podemos
identificar dois picos na posicao 479 (G e A). O software aqui usado definiu a guanina para esta
posicdo, ja que esta apresentou um pico levemente superior ao da adenina (Figura 10, B). Este
resultado sugere que a gata Isabella ¢ heterozigota, contendo um alelo do tipo Hw (com G) e

um alelo do tipo selvagem (com A).
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Figura 10 — Eletroferogramas da sequéncia ZRS da gata Isabella nas regides das mutagdes
identificadas

A B
MMM NPT
trace ACTCCTATAACTTCAA trace GAGACACGGAAATGAGT
EEEEEEEEEREEEEER BN N _-EENEREEE

3BES5E 61 61 61 6161 61 61 61 61 61 5B 51 5B 51 5B 5E5E 5851 5126 1526 5B 61 5B 5B5E 5E 5861

t 1
gude ACTCCTGTAACTTCAA gude GAGACACAGAAATGAGT

Regides da sequéncia ZRS WT (denominada “guide”) e da sequéncia na gata Isabella ( “frace”’) adjacentes as
mutagdes identificadas. Em A, o novo SNP identificado na posi¢cdo 148, marcada em vermelho. Em B, a
mutagcdo Hw na posi¢@o 479, marcada em vermelho. Nesta posi¢ao, observa-se dois picos: um correspondente a
guanina, em preto, ¢ um correspondente a adenina, em verde. As barras indicam os valores de qualidade para a
determinagdo de cada base da sequéncia. Adaptada do sofiware DNADynamo.

3.3 DISCUSSAO

Os resultados da primeira séric de PCR demonstraram que os primers utilizados
(HAMELIN et al., 2020), sob as condi¢des experimentais do laboratorio canadense, foram
adequados para a amplificacdo da sequéncia ZRS partindo daquelas amostras de gatos WT que
apresentavam as maiores concentragdes de DNA (B e E), além da amostra com concentragao
de DNA nao especificada (A). As amostras que apresentam menores concentragdes de DNA (C
e D) foram negativas para todos os fragmentos, sugerindo que a baixa concentracdo de DNA
foi insuficiente para a amplificacdo (Figura 7). Conforme previsto, os fragmentos amplificados
corresponderam aos tamanhos descritos por Hamelin e colaboradores (2020). Vale lembrar que
o fragmento ZRS, de 916 pb, engloba a sequéncia ZRS, que contém 779 pb em gatos domésticos
(LETTICE et al., 2003; LETTICE et al., 2008). Como mencionado anteriormente, a sequéncia
reguladora ZRS ¢ altamente conservada entre espécies, contendo 772 pb em humanos e 770 pb
em camundongos (LETTICE et al., 2003; LETTICE et al., 2008; WIECZOREK et al., 2010).
A segunda série de PCR também alcangou éxito ao amplificar todos os fragmentos de ZRS
partindo da amostra da gata Isabella (Figura §). Semelhante ao observado com as amostras dos
gatos WT, os tamanhos dos fragmentos também corresponderam aos tamanhos descritos por
Hamelin e colaboradores (2020).

A polidactilia pré-axial (PPD) esta entre as mais comuns malformagdes congénitas dos
membros de tetrapodes e ¢ comumente classificada em quatro subtipos: tipo I, caracterizado
por polidactilia do polegar/hélux; tipo II, polegares com trés falanges; tipo III, polidactilia do

dedo indicador; e tipo IV, polissindactilia dos polegares (digitos extras fusionados)
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(TEMTAMY & MCKUSICK, 1978; AL-QATTAN, 2018). A PPD em camundongos ¢ um
fenomeno bem conhecido, e diversos mutantes ja foram descritos, entre eles Hx, do inglés
Hemimelic extra toes (KNUDSEN & KOCHHAR, 1981; MASUYA et al., 1995; SHARPE et
al., 1999). A mutacao Hx (Figura 4) esta localizada na regido proximal do cromossomo 5 do
camundongo, proximo ao gene Shh (CHANG et al., 1994; MASUYA et al., 1995). Essa regiao
¢ homologa a regido do braco longo do cromossomo 7 em humanos (mais especificamente,
7q36), na qual foram mapeados genes relacionados ao fenotipo de PPD e proximo de onde
também se localiza o gene Shh nesta espécie (HING et al., 1995; MASUYA et al., 1995;
LETTICE et al., 2002). Estudos realizados em outro mutante de camundongo polidactilo
denominado Sasquatch (Ssq), gerado através de um evento de inser¢o transgénica, demonstrou
que SHH era expresso de maneira ectopica na regido anterior dos membros que apresentavam
dedos extras. Os camundongos heterozigotos para o alelo Ssq apresentavam PPD apenas nos
membros posteriores, € os homozigotos apresentavam PPD em todos os membros (SHARPE et
al., 1999). Estudos posteriores revelaram que a inser¢ao transgénica em Ssq ocorreu na regiao
do intron 5 do gene Lmbrl, que estd 1 Mb a montante (ou upstream) do gene Shh. Apesar disso,
os niveis dos transcritos de Lmbrl ndo foram alterados pela interrupgdo, o que sugere que os
éxons se mantém intactos e a transcri¢do do gene nao ¢ afetada (LETTICE et al., 2002).

Lettice e colaboradores (2002) também analisaram um humano com PPD
(caracterizada neste caso em especifico por duplicagdo do polegar nas maos, sendo que estes
apresentavam trés falanges, totalizando seis dedos no membro superior e triplicagdo do halux
nos pés, totalizando sete dedos no membro inferior) causada por uma transloca¢do t(5
7)(q11,q36), sendo que o ponto de interrupgdo corresponde a localizagdo do intron 5 do gene
Lmbrl. Essas descobertas levaram a hipdtese de que a PPD, nestes casos, seria o resultado da
interrup¢do de um regulador cis-atuante presente nesta regido génica (LETTICE et al., 2002).
A func¢do regulatoria desta sequéncia foi posteriormente descrita, sendo entdo sequenciada para
diferentes espécies e denominada zone of polarizing activity regulatory sequence, ou ZRS
(LETTICE et al., 2003). Estes autores também descreveram quatro mutagdes na sequéncia ZRS
associadas a PPD em humanos pertencentes a familias ndo-relacionadas e de diferentes origens
(a saber: Dutch, Belgianl, Belgian2 e Cuban), além de identificarem a posi¢ao da mutagdo Hx,
que leva a PPD em camundongos (Figura 4) (LETTICE et al., 2003).

A sequéncia ZRS tem fung¢ado de regulagdo cis-atuante do gene Shh (LETTICE et al.,
2003). Assim, podemos supor que alteragdes de uma unica base nesta sequéncia, dependendo
de sua posi¢do, sdo suficientes para alterar a afinidade de fatores de regulacdo, alterando a

expressao de Shh. Lettice e colaboradores (2012) demonstraram que membros de dois grupos
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da familia de fatores de transcricdo ETS (do inglés E26 Erythroblast transformation-specific)
(SHARROCKS, 2001) agem diretamente em ZRS, modulando seu efeito sobre Sk e definindo
o padrao temporal e espacial de expressao deste gene. A ligacdo normal dos fatores de
transcricdo ETS1/GABPa (do inglés GA-binding protein alpha chain) em cinco diferentes
locais da sequéncia ZRS regula a fronteira da ZPA, enquanto a liga¢do normal dos fatores de
transcrigdo ETV4/5 (do inglés ETS translocation variant 4/5) em dois locais de ZRS restringe
a expressao de Shh para além da ZPA (LETTICE et al., 2012). Além disso, duas mutagdes
pontuais de substitui¢ao de base nestes motifs alteraram o padrao de ligacao dos fatores ETS e
levaram a expressao ectopica de SHH na regido anterior do membro, tipica da PPD (LETTICE
et al., 2012). Outro estudo recente apontou que a proteina HnRNP K (do inglés Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein K) se liga preferencialmente a sequéncia ZRS quando esta apresenta
uma mutag¢do pontual (posi¢do 446 da sequéncia ZRS de humanos, T > A), além de também se
ligar ao promotor de Shh (XU et al., 2020). A proteina HnRNP K possui um papel importante
na organizagao da cromatina e na transcrigdo, e interage tanto com DNA de fita simples quanto
DNA de fita dupla, sendo uma boa candidata para atuar como fator de transcri¢do de longa
distancia (XU et al., 2020).

As mutagdes na sequéncia ZRS em gatos domésticos anteriormente descritas por
Lettice e colaboradores (2008), ocorrem nas posicoes 257 (UK1), 479 (Hw) e 481 (UK2). Duas
delas (UK 1 e UK?2) foram identificadas em gatos polidactilos provenientes de diferentes regides
da Gra-Bretanha (n = 8). J4 a mutacdo Hw foi identificada em uma amostra da populagdo dos
gatos de Hemingway (n = 8) e de gatos provenientes de outras regides dos EUA (n = 2). A
analise resultante do sequenciamento permitiu concluir que a gata Isabella ndo apresenta as
mutacoes UK1 e UK2, j4 que ela possui uma guanina na posi¢do 257 e uma adenina na posi¢ao
481 em sua sequéncia ZRS, sendo estas bases idénticas as da sequéncia ZRS WT (Figura 9).
Em contrapartida, quando se analisa a posi¢cao 479, Isabella possui uma guanina em sua
sequéncia ZRS, em contraste com a adenina da sequéncia WT (Figuras 9 e 10). Assim, constata-
se que ela apresenta a mutacdo Hw, e que esta ¢, provavelmente, a modifica¢dao responsavel
pela condigao polidactila da gata (LETTICE et al., 2008). A mutagdo Hw esta proxima de uma
das regides de ligagdo do fator de transcri¢do ETS que, como mencionado anteriormente, se
ligam a sequéncia ZRS, regulando a expressdao de Shh (LETTICE et al., 2012). A regiao de
ligacdo ETS est4 localizada em uma sequéncia altamente conservada, comegando na posi¢ao
484. Portanto, sugere-se que a mutacdo Hw na posi¢do 479 pode alterar essa regido critica,

interrompendo a ligacdo de ETS a ZRS, expandindo a fronteira da ZPA e levando a expressao
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ectopica de Shh na regido anterior do membro em desenvolvimento, resultando em PPD
(LETTICE et al., 2012).

Os gatos polidactilos eram tidos como amuletos por capitdes de navios; por isso,
populagdes destes animais sdo encontradas principalmente em regides costeiras que possuem
grandes portos (LETTICE et al., 2008). Duas racas de gatos estdo historicamente relacionadas
a polidactilia: a raca Pixie Bob e a raga Maine Coon (HAMELIN et al., 2017). Esta ultima ¢
origindria do estado do Maine, no nordeste dos EUA, conhecido por suas cidades portuarias,
como Portland e Bar Harbor. O estado também faz divisa com o Canada, ficando a apenas 3,5
horas de balsa da provincia de Nova Scotia (NOVA SCOTIA CANADA, 2023). A gata Isabella
(SRD) ¢ proveniente da cidade portudria de Halifax, capital de Nova Scotia. Portanto, sugere-
se que sua linhagem pode ter surgido a partir de populacdes de gatos polidactilos trazidos por
navios por volta da década de 1930, mesma época que a gata polidactila Snow White foi
presenteada a Hemingway por um capitdo de navio na ilha portuaria de Key West, na Florida,
EUA. Ou seja, os ascendentes de Isabella e de Snow White podem ter feito parte da mesma
populagdo de gatos fundadora, originando duas linhagens diferentes: uma canadense em
Halifax e outra norte-americana, que deu origem aos gatos de Hemingway e, desse modo,
compartilhando a mesma mutacdo (Hw) responsavel pelo fendtipo da polidactilia. Outra
possibilidade ¢ de que a mutacao Hw ter surgido independentemente na linhagem canadense,
ou esta linhagem ter se originado de outra populagdo ja portadora deste alelo.

O eletroferograma do sequenciamento de ZRS de Isabella mostra dois picos na posi¢ao
479 (Figura 10), sugerindo que a gata € heterozigota para a mutacdo Hw, apresentando um alelo
selvagem e um alelo mutante. Um estudo envolvendo gatos polidactilos da raga Maine Coon (n
= 48) apresentou 18 gatos heterozigotos para o alelo Hw, além de identificar dois gatos ndo-
polidactilos também heterozigotos para Hw, o que sugere penetrancia incompleta para a
caracteristica em gatos (HAMELIN et al., 2020).

Aproximadamente 60% de uma populagdo de gatos Hw (n = 485) apresentam digitos
a mais apenas nas patas anteriores (LANGE et al., 2013), fazendo de Isabella um caso
incomum. Isabella apresenta um digito a mais em todas as patas, e gatos Hw com este fenotipo
representavam 24% da populagdo estudada (LANGE et al., 2013). Apesar disso, um estudo
envolvendo gatos da raca Maine Coon de uma linhagem canadense, duas linhagens
estadunidenses € uma linhagem alema mostrou que todos os gatos polidactilos da linhagem
canadense (n = 29) apresentavam dedos extras em todas as patas, assim como Isabella
(HAMELIN et al., 2017). Os gatos polidactilos pertencentes a linhagem canadense estudada

nao apresentavam as mutagoes ja descritas (Hw, UK1 e UK2), o que sugere que outra mutagao
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estd envolvida no fenotipo de polidactilia destes animais (HAMELIN et al, 2020). O
sequenciamento de Isabella define, além da mutagdo Hw, uma nova mutacao na posi¢ao 148,
onde ela apresenta adenina no lugar da guanina da sequéncia ZRS WT (Figuras 9 e 10).
Portanto, a partir desses resultados, surge uma nova hipotese de que o SNP descrito neste
trabalho possa influenciar este fenotipo em conjunto com a mutagdo Hw. Novos estudos
envolvendo gatos apresentando digitos extras em todas as patas se fazem necessarios, focando
na investigagao desta mutacao na posicao 148 para avaliar a frequéncia deste alelo e determinar
sua influéncia sobre a polidactilia. Outras posi¢des de ZRS podem estar envolvidas nesta
sinalizacdo, além de outras sequéncias regulatorias de Shh, como pZRS (pré-ZRS), que também

esta localizada no intron 5 do gene LMBR1 (POTUUT et al., 2018).

4 A GATA ISABELLA ENSINANDO GENETICA: TRES ATIVIDADES
DIDATICAS

O estudo de caso realizado neste trabalho foi originalmente idealizado para basear uma
atividade didatica a ser aplicada nas aulas teorico-praticas da disciplina CMMB 403
(Developmental Biology of Animals — Biologia do Desenvolvimento Animal) para alunos de
graduacdo de cursos das areas biologicas na Universidade de Calgary, no Canada. A ideia era
utilizar o caso da gata Isabella para contextualizagdo, despertando o interesse para o
aprendizado da regulacdo génica envolvida no desenvolvimento de membros.

E possivel também aplicar este caso para o ensino de Biologia Molecular, utilizando a
amostra de tecido da gata polidactila Isabella para realizar aulas praticas de extracdo de DNA,
preparo de gel de agarose, PCR e eletroforese. Aulas praticas dessa natureza ja sao realizadas
na disciplina BEG7013 (Biologia Molecular 1) do curso de Licenciatura e Bacharelado em
Ciéncias Biolodgicas da UFSC, partindo de amostras da mucosa oral dos proprios estudantes,
também com fins de genotipagem, apesar de utilizar marcadores moleculares diferentes. Nestas
aulas, os alunos adquirem experiéncia em técnicas essenciais na pesquisa em Genética, € hd um
grande engajamento discente por se tratar de casos reais, 0 que torna 0 processo muito mais
instigante e interessante.

Com o intuito de facilitar o aprendizado dos conceitos complexos da Genética e superar
alguns dos desafios apresentados, desenvolveu-se trés atividades que tém como publico-alvo
principal alunos de graduacdo em cursos das areas bioldgicas e da satde, utilizando o caso da
gata Isabella como ponto de partida. Apesar disso, a atividade 1 também pode ser aplicada no
Ensino Médio, ja que envolve conceitos abordados nas aulas de Biologia neste nivel de ensino

(BRASIL, 2018). Esta atividade lida com a subarea da Genética denominada Genética Cléssica,
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a qual aborda os mecanismos da hereditariedade explicitados pelos famosos experimentos com
ervilhas de Gregor Mendel (1822 - 1884), e por isso ¢ também chamada de Genética
Mendeliana (VENTURIERI & ROSA, 2010). A atividade 2 aborda a subarea da Biologia
Molecular ou Genética Molecular, que estuda a estrutura e fungao do material genético a nivel
molecular (RIBEIRO, 2014). Finalmente, a atividade 3 esta relacionada com a subarea da
Genética Populacional, que investiga a variacdo genética em nivel de populagdes (SOUZA et
al.,2011) e serve de base para o ensino de Evolugao.

Os gabaritos apresentados seguem as trés atividades para auxiliar os professores na
correcdo das mesmas e dar sugestdes de possiveis linhas de debate em sala de aula. As
atividades serdo publicadas como REAs e estardo disponiveis no website do Projeto Imagine

(https://projetoimagine.ufsc.br/) a fim de serem aplicadas por professores de todo o Brasil e de

outros paises lus6fonos, podendo também ser traduzidas para outros idiomas no futuro, o que
aumentaria em muito seu potencial de disseminacao e utilizacdo. Além disso, ha a perspectiva
de disponibilizarmos um questionario a fim de avaliar qudo efetivas foram as ferramentas
didaticas desenvolvidas em aumentar o engajamento dos alunos e facilitar a assimilagdo dos
conceitos relacionados a genética. Este questionario podera ser utilizado tanto junto a escolas
envolvidas em futuros projetos quanto pelos usuarios online do Projeto Imagine que aplicarem

estes recursos didaticos. As atividades 1, 2 e 3 sdo descritas a seguir.

Atividade 1 — Genética Classica

A polidactilia em mamiferos ¢ uma condi¢do caracterizada por dedos extras nos
membros anteriores e/ou posteriores. Ha varios genes envolvidos em sua heranga, sendo que
um deles ¢ autossdmico e apresenta dominincia completal. O alelo dominante deste gene
confere o fendtipo da polidactilia. Um estudo com uma gata (Felis catus) chamada Isabella*,
que tem polidactilia, revelou que ela ¢ heterozigota para este gene (um de seus alelos ¢
dominante e outro ¢ recessivo). Utilizou-se a letra “P” para o alelo dominante, e “p” para o alelo
recessivo. Considerando o heredograma da familia de Isabella (identificada pelo ntimero 9),

responda as seguintes perguntas:


https://projetoimagine.ufsc.br/
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Figura 11 — Heredograma da familia da gata Isabella (Atividade 1)

| __ O

1 2 3

9 . Macho afetado

Isabella

Pp . Fémea afetada
O Fémea nao afetada

' E importante salientar que a polidactilia é um exemplo cldssico de penetrincia incompleta; ou seja, nem todos
os individuos com o gendtipo para certa caracteristica apresentam o fenotipo esperado. Para fins didaticos, neste
exercicio consideramos que todos os individuos portadores do alelo dominante apresentardo polidactilia.

*[sabella é uma gata canadense que apresenta polidactilia. Ela vive em Calgary, Alberta, ¢ o heredograma da sua

“familia” contém dados reais e também ficticios, visando o enriquecimento do exercicio.

1. Qual ¢ o gendtipo da mae de Isabella (individuo 7)?
2. Qual ¢ o gendtipo do pai de Isabella (individuo 6)?
3. Considere agora que o pai de Isabella (6) ¢ heterozigoto. Qual € a probabilidade, expressa

em fracdo, do irmao de Isabella (individuo 10) ser também heterozigoto para este gene?
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Gabarito da Atividade 1
Figura 12 — Gabarito do heredograma da familia da gata Isabella (Atividade 1)

Pp
1 3
pp
4 8
pp

1. Pp. (Partindo do genotipo da gata 8, infere-se que o individuo 2 s6 pode ser
heterozigoto. Logo, o individuo 7, que é a mae de Isabella, também s6 pode ser
heterozigoto).

2. Ja para o pai de Isabella (individuo 6), nio podemos ter certeza de seu genotipo
baseando-se nas informacoes que temos no heredograma, podendo ele ser PP ou
Pp (representado assim por P_).

3. Se o pai de Isabella for Pp, podemos entiao fazer o cruzamento Pp x Pp, e chegamos
nas probabilidades de 1/4 de o irmao de Isabella ser PP, 2/4 de ser Pp e 1/4 de ser
pp- Porém, ja sabemos que ele apresenta polidactilia e, por isso, devemos excluir a
probabilidade de pp acontecer. Logo, as novas probabilidades siao de 1/3 para PP
e 2/3 para Pp. Conclui-se, entdo, que a probabilidade de o irmao de Isabella ser

heterozigoto, nesta situacao, é de 2/3.

Figura 13 — Gabarito da questao 3 (Atividade 1)

Ppx Pp Ppx Pp
PP 1/4 PP 1/3
Pp 2/4 Pp 2/3

pptt
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Atividade 2 — Genética Molecular
Figura 14 — Sequéncias ZRS WT e ZRS da gata Isabella (Atividade 2)

ZRSwt 9431 TGTCTCAGGCCTCCGTCTTAAAGAGACACAGAAATGAGTAGGAAGTCCAG SBH
ZRSisa TGTCTCAGGCCTCCGTCTTAAAGAGACACGGAAATGAGTAGGAAGTCCAG

Observe as duas sequéncias de DNA acima representadas. ZRSwt e ZRSisa
correspondem a duas sequéncias nucleotidicas possiveis de um trecho da sequéncia ZRS do
genoma do gato doméstico (Felis catus). Esta sigla vem do nome em inglés ZPA regulatory
sequence. O trecho em questdo se situa entre as posi¢des nucleotidicas 451 e 500 (contando a
partir do inicio da transcri¢ao do gene respectivo que, por convengao, denominamos de posi¢ao
1). A sequéncia ZRS atua na regulagdo de um gene chamado de Sonic hedgehog (Shh), cuja
expressao ¢ responsavel pela padronizagao e desenvolvimento dos dedos nos membros de
mamiferos.

1. Nota-se que ha uma diferenca entre as duas sequéncias na posi¢ao 479 (indicada pela seta
vermelha). Qual o nome dado a este tipo de mutagdo, no qual uma base ¢ trocada por
outra?

2. No caso desta mutagdo especifica, observa-se que hd um troca de uma adenina (na sequéncia
“selvagem” ou “wild type”, aqui denominada de “ZRSwt”) por uma guanina (na
sequéncia mutante “ZRSisa”). Em relacdo a classificagdo quimica das bases
nitrogenadas (purinas e pirimidinas), qual ¢ outra denominagdo dada a essa mutagao?

3. A sequéncia denominada “ZRSisa” pertence a uma gata canadense chamada Isabella, que
apresenta um dedo a mais em todas as patas — condi¢cao conhecida como polidactilia.
Considerando a atuacao de ZRS sobre Shh, que hipotese(s) podemos levantar sobre o

efeito molecular da mutacao em questao?

Gabarito da Atividade 2

1. Mutacio de ponto do tipo substituicio de base.
2. Transicdo, pois adenina e guanina sio ambas bases puricas (na transicio, ha uma
troca de bases nitrogenadas de mesma natureza quimica — purina por purina ou

pirimidina por pirimidina).
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3. Partindo-se do principio que: 1) ZRS regula Shh, 2) a expressao de Shh ¢ responsavel
pela formacdo dos dedos e 3) a gata que tem a mutacio apresenta dedos a mais,
podemos sugerir que a mutaciio cause alguma alteracio na regulacio do gene Shh
(por exemplo, que aumente sua expressio), fazendo com que dedos extras
aparecam. Observacdo: outras hipoteses sdo possiveis e bem-vindas para gerar
discussdo e debate sobre determinismo genético e herangca multifatorial em sala de

aula — analisar todas as respostas individualmente.

Atividade 3 — Genética Populacional

O autor Ernest Hemingway (1899 — 1961) era um apaixonado por gatos domésticos
(Felis catus). Ele ganhou uma gatinha branca de seis dedos — condi¢do conhecida como
polidactilia, que consiste em dedos extras nas patas — de um capitdo de navio chamado Stanley
Dexter. Os marinheiros eram fas de gatos polidactilos, pois acreditavam que eles traziam sorte
as viagens, além de controlarem pragas a bordo. Essa linda felina de 6 dedos foi chamada de
Snow White (Branca de Neve em inglés). Hoje, a casa de Hemingway, em Key West (Florida,
EUA), tornou-se um museu, ¢ tem uma populacao de 60 gatos*, todos descendentes da Snow
White. Considerando que metade deles sdao polidactilos; que a populacdo, para fins didaticos,
estd em equilibrio de Hardy-Weinberg; e que esta ¢ uma caracteristica autossomica dominante;
calcule, para esta populagdo, utilizando duas casas apos a virgula:
1. As frequéncias fenotipicas;
2. As frequéncias alélicas;
3. A frequéncia estimada de individuos heterozigotos;

4. O ntmero estimado de individuos heterozigotos.

*Ficou curiosa(o) para saber mais sobre esses gatinhos? Visite https://www.hemingwayhome.com/our-cats!

Gabarito da Atividade 3
1. Frequéncias fenotipicas:

Polidactilos = 30/60 = 0,50
Sem polidactilia = 30/60 = 0,50

2. Frequéncias alélicas:

PP e Pp =30 individuos

pp = 30/60 = 0,50

q*=0,50 p=1-q

q=0,50 p=1-0,71

q=0,71 p=029
ptq=1


https://www.hemingwayhome.com/our-cats
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3. Frequéncia esperada de heterozigotos:
2pq=2x0,29x0,71 =041
4. Numero esperado de individuos heterozigotos:
0,41 x 60 individuos = 25
Dos 60 gatos, aproximadamente 25 devem ser heterozigotos e S homozigotos

dominantes (PP).

5 CONCLUSAO

A gata Isabella ¢ heterozigota, apresentando a mutagdo Hw em um dos alelos de sua
sequéncia ZRS, sendo esta mutagcdo a provavel responsavel pelo fenotipo de polidactilia do
animal. Ela também apresentou uma nova mutagao nao descrita na literatura na posi¢ao 148,
possuindo uma adenina no lugar da guanina, caracteristica da sequéncia WT. Esta mutacao
pode influenciar o fendtipo de Isabella, sendo que estudos posteriores sao necessarios para
confirmar esta influéncia. O estudo de caso da gata Isabella também baseou o desenvolvimento
de trés atividades didaticas para o ensino de Genética, a fim de despertar o interesse dos alunos,

facilitando o entendimento de conceitos complexos e incitando o debate em sala de aula.
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APENDICE A - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA ZRS DA GATA POLIDACTILA

ISABELLA (ZRSISA) E DA SEQUENCIA ZRS WT (WILD-TYPE)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

ZRS5Isa
ZRSwt

ZRS5Isa
ZRSwt

ZRS5Isa
ZRSwt

ZRS5Isa
ZRSwt

ZR5Isa
ZRSwt

ZRS5Isa
ZRSwt

ZRS%Isa
ZRSwt

ZRS5Isa
ZRSwt

ZRS%Isa
ZRSwt

ZR5Isa
ZRSwt

ZRS%Isa
ZRSwt

ZR5Isa
ZRSwt

ZRS5Isa
ZRSwt

ACCTTAATGCCTATCTTTGATTTGGAGTCTTGGCATAAAATT TAACATAAGCGACAGCAA
ACCTTAATGCCTATCTTTGATTTGGAGTCTTGGCATAAAATTTAACATAAGCGACAGCAA

S N O R R O R R O O O R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CATCCTGACCAATTACCCAAGCTATCCAGACATCCCGAAATGTCCAGAGCATAGCACALCG

CATCCTGACCAATTACCCAAGCTATCCAGACATCCCGAAATGTCCAGAGCATAGCACALCG
e e L L R e P e R e e E e e e e e P L

GTCTGTAGGATTAAGAGGTTGACTCCTATAACTTCAAACGGAGTGCTTGATAATCAAAGC
GTCTGTAGGATTAAGAGGTTGACTCCTGTAACTTCAAACGGAGTGCTTGATAATCAAAGC

SRS RO RO ORGSR R R R R R R R R R R R R

AAAAMGTACALMAATTTGAGGTAACTTCCTTTCTTAGCTAATTAGACTGACCAGGTGGCAG
AAAAAGTACAAAATTTGAGGTAACTTCCTTTCTTAGCTAATTAGACTGACCAGGTGGCAG

EEREREFRERERERER R R R R R R R R R R R KRR AR R R AR R R R R KR RRERR R R R R R KRR

CAAAGAGCCGGATECCGETECTGLREAAGGCCTATAAAGCTGAGCGCTGTGACAGCACAGT
CAAAGAGCCGGGTECCGETGCTGEEAAGGCCTATAAAGCTGAGCGCTGTGACAGCACAGT

S N O R R O R R O O O R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GCAGGAGGGGCCGAGGTCGTTCCATGTGTTTCTATCCTGTGTCACAGTGTGARATTGTCC
GCAGGAGGGGCCGAGGTCATTCCATGTGTTTCTATCCTGTGTCACAGTGTGARATTGTCC

EEREREFRERERERER R R R R R R R R R R R KRR AR R R AR R R R R KR RRERR R R R R R KRR

TGGETTTATGTCCCTTTTGGCAAACTTACATAAAAGTGACCTTGTACTGTATTTTATGACC

TGETTTATGTCCCTTTTGGCAAACTTACATAAMAGTGACCTTGTACTGTATTTTATGACC
S R R kR R R R O R R R R R R e

AGATGACTTTTTCCCCCCAGTGRCTAATTTGTCTCAGGCCTCCGTCTTAAAGAGACALCGG
AGATGACTTTTTCCCCCCAGTGRCTAATTTGTCTCAGGCCTCCGTCTTAAAGAGACACAG

EERERFFRERERERERREREREERFRRRREERR R A RRR B AR ERRRRKERRERFRRERER K

AAATGAGTAGGAAGTCCAGCATGGTCTCAGAGAGCTTTCATTGCGTTCTTTCATTATTTT

AAATGAGTAGGAAGTCCAGCGTGGTCTCAGAGAGCTTTCATTGCGTTCTTTCATTATTTT
5O RHOR R R ROR R R R R R RO R RO SRRSO SOR R R R R R RO KRR R R R R R R KRR

TGCTCGTTTTTGCCACTGATCATCCATAAATTGTTGGACATGAGTGAATAAGGAAGTGCT
TGCTCGTTTTTGCCACTGATCATCCATAAATTGTTGGACATGAGTGAATAAGGAAGTGCT

EEREREFRERERERER R R R R R R R R R R R KRR AR R R AR R R R R KR RRERR R R R R R KRR

GCTTAGTGTTAGCGGCACATGCGCGTCTTTGECCTGETTTTTGTGGGTGAGAGGALATCA

GCTTAGTGTTAGCGGCACATGCGCGTCTTTGECCTGETTTTTGTGGGTGAGAGGALATCA
e e L

CATACAAAAAGGAAGACTCCTGCTGGGAAACCTTGCAAGGAAATTTACCTTGGGTGLGTT
CATACAAAAAGGAAGACTCCTGCTGRGAAACCTTGCAAGGALATTTACCTTGGGETGLGTT

EE S S 2 32 23S s R S A R R R R

TTGATCTTGGTGTTTATTACAGAAAATGGACTCATATCTCACTAACTATTGTTATGTGT 779
TTGATCTTGGTGTTTATTACAGAAAATGGACTCATATCTCACTAACTATTGTTATGTGT 779

EERRRRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R R R R R R R R R R R R

60
60

128
128

188
188

248
248

300
300

368
368

428
428

4388
4388

540
540

6508
608

660
660

728
728

Alinhamento realizado no software Clustal Omega. Os asteriscos indicam identidade entre as sequéncias. Na
posicao 148, a sequéncia ZRS da gata [sabella (ZRSIsa) apresenta uma adenina em vez de uma guanina
(ZRSwt); ja na posigdo 479, a sequéncia ZRS de Isabella apresenta uma guanina em vez de uma adenina

caracteristica da sequéncia ZRSwt.



