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Projeto Genoma Humano - Historico

1990 - O Projeto Genoma Humano foi lancado pelo
Departamento de Energia dos Estados Unidos em parceria
com os Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of
Health, NIH) e cerca de 30 laboratoérios de todo o mundo.

O Projeto foi concluido em 2003

Custo: US$ 2,7 bilhoes




Projeto Genoma Humano

J/ M ,ﬁ Objetivos:
>

- Determinar a sequéncia de 3 bilhoes de pares de
bases do DNA

- Criar bancos de dados para armazenar a informacao

- Desenvolver ferramentas para a analise dos dados
(Bioinformatica)

- Transferir as tecnologias para o setor privado

- Discutir problemas éticos, legais e sociais que
surgiriam com o projeto.




Estratégia para o Projeto Genoma
Humano



Projeto Genoma Humano

Sequenciar o genoma de quem?

Sangue coletado de uma série de doadores anénimos (“pool”)

Sequenciamento do “pool” de DNA extraido das células do sangue



Projeto Genoma Humano

https://lwww.genome.gov/human-genome-project/Completion-FAQ

|dentificacao de marcadores conhecidos (genes) de cada cromossomo (23 pares de
Cromossomos)
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Os marcadores auxiliaram na montagem final do Genoma



Estratégias para Sequenciamento de
Genomas



Sequenciamento de Genomas inteiros

Método de “shotgun”

Shotgun Sequencing



Purificacdo do DNA genémico

Genomic DNA
Shotgun l Fragmentagdo (2 kb a 10 kb)
l Clonagem dos fragmentos em plasmideos
Nota: Em cada vetor s6 kkkkkk O
entra UM fragmento _> :

Transformar E. coli

Selecionar as bactérias com os

. = Picar CADA coldnia
vetores recombinantes

eFragmentacgao por ultra-som; nebulizador; etc



Placas para crescimento das colonias contendo os vetores
recombinantes (uso do marcador de selecao!)

Cultivar cada colénia num poco com
meio de cultura (+ AMP)

Placas deep well para crescimento
dos clones de £. coli.

Meio LB Ampicilina. 12 a 16 h.
37°C. 150 rpm.

—

Purificacao do DNA de cada vetor

Mini-prep - Lise alcalina

Placa de fundo U

Placa Millipore - filtro para
purificar DNA plasmidial na
ultima etapa da mini-prep




Eletroforese em gel de agarose

Andlise do DNA dos vetores recombinantes
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Sequenciamento “shotgun”

Sequenciar o inserto de cada vetor

DON'T WORRY -
WE'LL GET IT ALL
BACK TOGETHER

Método de Sanger




Montagem das Sequéncias
(Softwares - Ferramentas de Bioinformatica)

Exemplo: DNA de um cromossomo

l Fragmentos aleatorios do DNA
— F  r r _Fr §F ¥ §F
I e e DS DD EEmeen s BN

l Sequéncias dos fragmentos

——
l Montagem das sequéncias (softwares)

:I: Sequéncia final
S —— i — i T—— e T ——— LT BNt 0 5|

ACGATCGATCGATCGTAATTTATAGCATGCTAGCTACTGACGGGCTTTTACGGCGT TAGATATATATCGATCGATCGATGCTATATAGCGTGACTGATCGTAGCTGT
Genomlc Sequence

Depdsito da sequéncia em bancos de dados e —




Como sequenciar um genoma (pequeno)

Resumo

Etapas Gerais:

e |[solar o DNA do organismo

e Romper o DNA genbmico aleatoriamente em muitos fragmentos (ultra-
som; nebulizador; etc)

e Clonar cada fragmento em um vetor

e Determinar a sequéncia de cada fragmento

e Usar um programa computacional para “juntar” a sequéncia dos
fragmentos (Assembly)

e Depositar a sequéncia em bancos de dados.



Para genomas grandes

Sequenciamento “shotgun” hierarquico

Hierarquia (definicdo): organizacao baseada na ordem de
prioridade entre os elementos de um conjunto

Genoma Humano




Sequenciamento “shotgun” hierarquico

Purificagdo do DNA genémico

Genomic DNA

SHovpm l Fragmentac&o (150-200 kb)!

Vetores BACs — Bacterial Artificial Chromosomes — permitem clonar
insertos de 100.000 a 300.000 pb. Replicam-se em E. coli.



BAC
Inserto de 100 a 300 Kb

T7 promotor ~ Sp6 promotor

Hindlll
Notl BamHI / Notl
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——




Sequenciamento de cada extremidade de cada BAC

DNA de BAC purificado

Fragmentacao do inserto de cada BAC

oleo®le

Clonagem dos fragmentos de CADA BAC em plasmideos

l

Sequenciar o inserto de cada plasmideo

l

Montagem da sequéncia de cada BAC

As sequéncias dos BACs sao reunidas in silico com ferramentas de Bioinformatica.



Resumo do Sequenciamento “shotgun” hierarquico

DMA extraction

i

DNA fragmentation
Fragmentos de DNA de 100.000 a 300.000 pb A S s e o s o

Clonagem em BACs

Sequenciamento parcial dos BACs

Fragmentar inserto de cada BAC > — -|-. _—
| | |

Clonar em plasmideos > C\d'ol 0 H O GC ﬁ

!

Sequenciar inserto de cada plasmideo

Montagem das sequéncias




' Os marcadores conhecidos (genes) de cada
cromossomo auxiliaram a montagem final das
sequéncias de cada cromossomo
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atgtcgtgct
gagtctgacg
agcatcatcg
caaaataaga
tattcggcaa
tgccttgectg
gaccgactta
gagtacaagc
CCacgggcaa
ataagtgaaa
cgtgagacca
cgcacaagta
acctctggtc
cgaacaggcc
tttgatgatc
tctgtggaat
ttctttatza
agctatctaa
ccctccgagt
tcggstatcc
gtatacattt
tttctgaatg
gtaacgatga
aagcctttgt
tcaaaaaccc
ttatactgea
atcgcgctgc
agtttggtcg
ggtcttttgs
tttattcgtc
cgetgtgatg
gatatcttgc
actcttgccc
gcgcgtacaa

ECCESECERS
accaaatcgc
cccoccggatt
gctccgtgag
aCcggcacgaa
tgatgggatc
aaacctcgcg
stcattaccg
cacccgaaga
cgaataaatt
ttgttggcat
ttggastgea
tggactccet
gcacggtgat
tcatgcttct
actttgagtc
agttgctcca
aacacggtgt
ctcccaccgc
aattccagga
tttcacattt
ttaaagatga
atcggectat
acgtgcggEga
tggtggagtt
tggtgggttt
ttactgaagt
ttgcttccgg
Cgaacacaga
aggcctatat
gtagaggcaa
gccaacttgg
ttttatatat
agttttag

ggtgaatgag
gtcgaagcag
ctccatcaag
tggacgcttt
aattctttgc
cagcgegtece
tacccttaag
caggatgstt
ttcccttcecge
tgttgagsaa
ccctggectt
gctcatttge
gacatctgtg
ttacaccatt
cactgggget
catcggattc
agatccagaa
gagaaccoca
gaagaatatt
gctttttcgt
tatacaggct
tttagctggt
ggggragact
gcasatggtt
tccaatgcgeo
ttaccgoccag
ggcctoggat
taccgocgocc
tcgacttcat
tcttcttgoc
accaccgggc
gtttcagcag
tgctttccgc

ccagtaactc

aagggtaacg

ggctccgtcg
tctattccog

ggcctcacag
Egcaagacga
ctgacaggga
gEgttttgtes
ttttcgctgc
actttggags
gtctctggtc
gatcctaaaa
aagattgtec
caccagccca
cgatgtgectt
ccctgtoctg
atttccaagg
catacaaccg
gaaagctacc
cgtttttcca
gccttctttg
atgcaagatc
tttatcatgg
ggctcatact
gtegttttttg
gcaggagctt
cttggstttg
gtgattttgc
ccgtattggt
cgcaatgaat
tactgtaaag
aagcaatatg
EEttggEccg

ANOTAR

ccagctccge
aacccctcat
cgcagttcga
tctcatggca
gaacagcgtt
cttttctcaa
aacgccagct
cgcaagacga
ScEtEagsEcE
aattacgcct
tttcaggtgg
ttctcttgect
atcttctgaa
ctgctgagac
accatggcac
aacgatatac
tactggttaa
cggttgagct
ttagtagstt
tagatctcag
cagtaattgt
gcEgagggsBEt
tcaactcctt
ccccttttat
cctttcttga
ttttttacta
ccattggtgc
tgccgocttge
actggttgga
ttaagcatat
ataagcccca
aaagctggat
ttatttccct

O que fazer com a sequéncia nucleotidica de 3 bilhdes de bases?

ttcatcattg
cgaagactat
cgctgtgeaa
taatttggca
accgtcacga
tgctatctct
EggSsgacttyg
cattctctca
tgescacaagc
tgtccactgc
tgaacgcaaa
ggatgaaccc
taacattgcc
attgacgtac
gatggcaaaa
gccaagcgat
aaaatggaasg
aaatcccaat
tgssagcacc
tcgcaatcat
ggstctcata
ttitttttatg
tatgcaagat
tttcttttta
gtgctgtatt
ctttgcggtc
cacgtttaaa
catggtcget
gaaaccatcc
cgaccacatt
aaacggcgag
tttgtggcta
gtactctgcc



Anotacao

A sequéncia completa de um genoma sozinha tem pouco valor se
nao for submetida a analises adicionais.

Anotacao do genoma € o processo de associar as sequéncias
alguma informacao biologica.

Etapas da anotacao:

 |dentificar elementos no genoma com potencial codificador de
proteinas e RNAs

 |dentificar porcbes do genoma que nao codificam proteinas
« Associar a esses elementos informacao bioldgica

Uso de ferramentas de Bioinformatica



Caracteristicas do Genoma Humano

(d Tamanho ~3 bilhoes de pb
1 Cerca de 30.000 genes codificadores de proteinas
d Perfazem de 1,5 a 2% do genoma total

d 98% do genoma constituido por DNA nao codificante (ncDNA)

d 99% do genoma ndo apresenta diferengas entre individuos

https://en.wikipedia.org/wiki/Human_genome




DNA nao codificante de proteinas do Genoma Humano
(98% do genoma)

Constituido por:

= Espécies de rRNA e tRNA

= Pseudogenes — copias inativas de genes codificadores de
proteinas

" |ntrons e regides nao traduzidas do mRNA (26%)

= Sequéncias de DNA regulatodrias da expressao génica

= Elementos moveis (transposons)

= Sequéncias de DNA repetitivo (50%) (Ex: microssatélites)




Complexidade humana

A complexidade humana nao deriva do niumero de genes

Deriva de:
- combinacoes de partes dos genes para obtencao de diferentes

produtos (splicing alternativo do mRNA);

- modificagoes quimicas dos seus componentes;

- processos de regulacao da expressao génica e de modificacoes pos-
traducionais.




namre 2012

International journal of science

Mapa genético do macaco bonobo € 98,7% igual ao humano

Sera possivel?



Evolucao do custo do sequenciamento de um Genoma Humano

1990 - 2003 O custo total de produzir o genoma humano por um
consorcio internacional foi de|US$3 bilhdes ﬁevou 13 anos

Em 2006 o rascunho do genoma do chimpanze custou
[ US$22 milhes

Em 2009 o sequenciamento do genoma humano
custaria US$1 a 10 milhdes

2020 Atualmente as novas tecnglogias permitem seguenciar
o aenoma humano por ate| US$1.200 |em umasemana




Evolucao do custo do sequenciamento de um genoma humano

Mational Human Gencima
Fiamaanct) FstHiies
I e R TR

[ Crve ROV e

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 200 2011 2002 2013 2014 2016 2016 2017 2018 2019

Mudanca dos métodos de sequenciamento
hitp:/faw. genome._goviseguencingcosts,

Dados de 2001 a 2007 sequenciamento pelo método de Sanger (first generation sequencing
platforms).
A partir de 2008, uso de diferentes plataformas de sequenciamento




—~NCBI

National Center for
Biotechnology Information

Os dados dos genomas de todos os organismos estao
depositados em Bancos de Dados Publicos

The National Center for Biotechnology Information (NCBI)
garante o acesso a toda a informacao biomédica e gendémica
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/




Aplicacoes de Dados do Projeto Genoma Humano

* Doencas: Entendimento, diagnostico e prognostico

* Desenho de farmacos para um grupo de pacientes
(farmacogendmica)

« Terapia génica
 |dentificacao de individuos

* Pesquisa basica (expressao génica, mutacoes,
RNAs nao codificadores, etc.)



2023 - Pangenoma

Sequéncias genéticas quase completas de 47 homens e
mulheres: afro-americanos, caribenhos, sul-americanos,
leste da Asia e oeste da Africa.

O mapa do Genoma Humano renovado representa uma
ferramenta valiosa para identificar variagcoes genéticas
associadas a doencas e assim promover esquemas de

tratamento.



Exemplo

Prognostico de Doencas



BRCAZ2 (breast cancer type 2 susceptibility protein)




TS BR

BRCAZ2 (breast cancer type 2 susceptibility protein)

EMAMma RO 5

BRCAZ2 - Proteina envolvida no reparo de quebras de DNA dupla fita.

Gene BRCAZ2 - pertence a familia de supressores de tumor.
Contém 27 exons

cDNA (obtido a partir do mRNA maduro) = 10.254 pb
Proteina = 3.418 amino acidos

BRCA2 “mutada” nao repara o DNA e aumenta o risco de
cancer de mama, ovario etc.

O sequenciamento do gene BRCA2 em diferentes individuos mostrou mais de
800 mutacodes (insercao ou delecao de nucleotideos)

https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/genetics/brca-fact-sheet



TS BR

£ S0 ™
Moaman©

Population or subgroup

Ashkenazi Jewish
Dutch

Finns

French Canadians
Germans
Hungarians
Icelandics

Italians

Northern Irish
Pakistanis
Scottish
Slovenians

Spanish

Swedish

Mutacoes em BRCA2

cDNA = 10.254 pb

Mutation(s) Position and Type

5579insA
8555T>G, 999del5, IVS23-2A>G
8765delAG
C61G
9326insA
999del5
8765delAG
6503delTT
3337C>T
6503delTT
IVS16-2A>G

3034delAAAC(codon936), 9254del5

4486delG

Tipo de mutag¢ao - varia com o grupo das populacoes

Posicao



TESTE para Mutacoes em BRCA2

1. DNA extraido do sangue ou saliva

2. Desenho de Primers flanqueando exons que apresentam mutacoes

Gene I_I
3. PCR de cada regiao. — —

4. Eletroforese em gel de agarose

http://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/genetics/brca-fact-sheet

https://www.einstein.br/especialidades/oncologia/exames-tratamentos/testes-brcal-brca2



TESTE para Mutacoes em BRCA2

5. Remocao de cada produto da PCR do gel de agarose

6. Purificacao do DNA de cada produto da PCR

7. Sequenciamento de cada produto da PCR

8. Comparar a sequéncia obtida com a sequéncia da mesma regiao do
gene normal. (A sequéncia do gene normal esta no banco de dados).

9. Laudo: Ha ou nao ha mutacodes.

10. Se houver mutacdoes ha Probabilidade/Propensdo para cancer de mama
e outros tipos de cancer.

11. A/O paciente decide o que fazer....



TESTE para Mutacoes em BRCA2 (cont.)

Custo nos USA: 1 sitio ~USS400 ; varios sitios ~ $3,000

No Brasil: varia de RS 3 mil a RS 5 mil.

https://www.uai.com.br/app/noticia/saude/2015/09/25/noticias-
saude,187014/cancer-teste-genetico-pode-salvar-vidas.shtml




Problemas éticos, legais e sociais

Etica
https://www.scielo.br/pdf/spp/v14n3/9771.pdf

Como usar os dados originados do Projeto Genoma Humano?



MAYANA ZATZ

£
| C

-~
SUMARIO

ofdcios

Um futuro que ja é presente, por Jorge Forbes. . . . .. 11

Direito em um mundo em transformacao,

por Adviara DIREEER- « o 4w s 6050 55w 0w om0 w005 w00 6 15
U et M T T Y 21

Paternidade ou o direito de “ndo saber” .. ........ 37

Confidencialidade: esses genes sdo meus. ... ... .. 49

Diagnastico pré-natal ou o que vocé vai ser quando

o 5 (RN S R 61

Gémeos; trigémeos e ate mals « v, v svominvs wus 75

VMenino ou menina: o que vocé faria se pudesse
eceothier pisexo do bebe? « vsismsaws nrsnrsasmas 83
Embrides salvadores ou o motivo pelo qual

BUNASCL .« « v vttt e i e e 93
Projeto Genoma ou o que esperar de nossos

BETIES . o v vt vt e e 103
[ oira ou morena, alta ou baixa, atleta ou cientista:

s penies Bteis o vnossmsnesvsanasvsnss s e 119



O mundo das “OMICAS”

https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4449003/mod_resource/content/1/Aula%207%

20-
%20ESTUDOS%20DAS%20%C3%94MICAS%20GEN%C3%94MICA%20VS%20TRANSCRIPT%C

3%94MAS%20E%20METAGEN%C3%94MICA.pdf



O mundo das “OMICAS”

ONA ) Genomica [DEGOSIESIANIGOS

S’I EEEpEEEEEEn - m.m. 3'
3 l!ll!l!lll!l!’ll!!llls,
Sintese de RNA
(transcricao)

RNA ™ Transcriptémica
'I'I'I'I'I'I'I'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l"3’

Sintese de proteina
(traducao)

Y PROTEiNA ™) Protedmica

H,N WCOOH

Aminoacido

METABOLITos ™) Metabolomica




Transcriptoma

Objetivos
e identificar todos os RNAs expressos (transcritos) em um
organismo ou tecido numa determinada condicao.

Abordagem: Sequenciamento

Transcriptoma permite avaliar QUAIS sao os genes
diferencialmente expressos e as diferengcas QUANTITATIVAS de
expressao

Aplicacao: Identificacao de marcadores de tumor e cancer.
Permitem o diagndstico e prognostico




ProteOmica

Analise global das proteinas expressas em uma amostra biologica
(organismo, tecido ou célula) em determinada condicao

* Analise de cada proteina por Espectrometria de Massas (MALDI-ToF)

* Deducao da sequéncia de aminoacidos de cada mancha
 Comparacao com dados do Genoma

Exemplo: ANALISE PROTEOMICA DE VARIEDADES DE
FEIJAO. Qual é mais nutritiva?




Metabolomica

Analise global dos metabdlitos presentes em uma amostra

bioldgica (organismo, tecido ou célula).

SCAN GRAPH. Flagging = M/z.
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Exemplo: metabdlitos presentes na célula APOS a administracdo

de um determinado farmaco




FIM DA DISCIPLINA

OBRIGADA PELAATENCAO



