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Por que estudar Estrutura Génica?

Como o nosso conhecimento e nossa pratica atuais da medicina
dependem de um conhecimento sofisticado de anatomia,
fisiologia e bioquimica humanas, lidar com a doenca do futuro
exigira uma compreensdo detalhada de como o0s genes
humanos s&o organizados e como funcionam e s&o regulados.

Teremos que ser profissionais da saude que estejam t&o
familarizados com a anatomia molecular e fisiologia dos
Cromossomos e genes como 0O cirurgido cardiaco esta Paul Berg
familiarizado com a estrutura e funcionamento do coracéo.

Paul Berg, 1974

Medicina Edicio Génica Vacinas adenovirais
baseada em (CRISPR) para doencas
RNA infecciosas




Por que estudar Estrutura Génica?
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Emily Whitehead, 5, Emily Whitehead, 15,

Terapia T-CAR - Terapia T-CAR - 10
Linfoma years cancer-free
03/2012 03/2022

COVID-19: 6.8x10% pessoas faleceram
(em 3 anos (10/3/2023 John Hopkins C)

Vacina de mRNA em

8/12/2020 Vacina mRNA: ap6s 1 ano de vacinacao
Dados estatisticos apontam a prevencao
de 14 x 106 mortes

(Watson et al 2022, Lancet 22:1293)




Relacao: Gene e Genoma

Genome

Cell Q,Ué?‘ ;@F’ K\"
E“&

A genética estuda o gene especifico ou variante génica e a gendmica
refere-se a todos os genes e como eles se interagem

In Henrich et al, 2020 Chapter 2



1. Conceitos basicos da molécula de DNA

Estruturas Quimicas das bases de DNA

Adenine

Purines
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As bases sio classificadas em purinas e pirimidinas e o sitio de
ligacao do agucar desoxiribose € demonstrado em verde

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




1. Conceitos basicos da molécula de DNA

Estrutura Quimica de um nucleotideo de DNA

Base
(guanine)
o Phosphate
I
O k /}\NH o=i\
0=P-0 Hf
| / N | éJ_H
O-
Phosphate 1 NitrogenBase
Deoxyribose ¥ 2
OH H
0 H Pentose Sugar

b aaa ol

DNA € um polimero de nucleotideos e cada nucleotideo € composto
por acucar, grupo fosfato e base nitrogenada

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




1. Conceitos basicos da molécula de DNA

Estrutura Tridimensional do DNA

DNA apresenta estrutura de dupla-hélice, cujo esqueleto € formado
pelo acucar + fosfato em cada uma das fitas (em cinza) e as bases
pareadas no centro.

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




1. Conceitos basicos da molécula de DNA

Dupla-fita: pareamento entre purinas e pirimidinas

H H
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Guanine Cytosine Adenine Thymine

As bases nitrogenadas sao unidas por pontes de hidrogénio. A
guanina com citosina requerem 3 pontes de hidrogénio e a adenina
com timina requerem 2 pontes de hidrogénio.

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




1. Concelitos basicos da molécula de DNA

Polaridade do DNA

5'- GTAACCTA -3 5'- ATCCAATG -¥
HENEENE HEREEEE
3'- CATTGGAT -5  3- TAGGTTAC -5

Cada fita da dupla-hélice de DNA tem uma polaridade. Um terminal é
denominado 5’ e o outro terminal € denominado 3'. As moleculas a
esquerda ou a direita nao sao as mesmas. As moleculas apresentam
sequéncias reversas, mas codificam proteinas diferentes.

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




1. Conceitos basicos da molécula de DNA

Arcabouco

Polaridade do .
DNA

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




2. Conceitos basicos do cédigo genético

Coédon

GCAACGGAT

| 2 3

O cddon ¢ constituido por 3 nucleotideos e cada codon especifica um
aminoacido (aa). Se 3 nucleotideos codificam um aa e temos 4 tipos
de bases: 43 = 64. Existem 64 trincas que codificam 20 aminoacidos

9
O CODIGO GENETICO E DEGENERADO

In Samuelson T, 2019 Chapter 3




2. Conceitos basicos do cédigo genético

0 codigo genético

UUU Phe F UCU Ser S UAU Tyr Y UGU Cys C
UUC Phe F UCC Ser S UAC Tyr Y UGU Cys C
UUA Leu L UCA Ser S UAA Stop UGA Stop

UUG Leu L UCG Ser S UAG Stop UGG Trp W
CUU Leu L CCU Pro P CAU His H CGU Arg R
CUC Leu L CCC Pro P CAC His H CGC Arg R
CUA Lleu L CCA Pro P CAA GIn Q CGA Arg R
CUG Leu L CCG Pro P CAG GIn Q GG Arg R
AUU lle | ACU Thr T AAU Asn N AGU Ser S
AUC lle | ACC Thr T AAC Asn N AGC Ser S
AUA lle | ACA Thr T AAA Lys K AGC Arg R
AUG Met M | ACG Thr T | AAG Lys K AGG Arg R
GUU Vval Vv GCU Ala A GAU Asp D GGU Gly G
GUC Vval V GCC Ala A GAC Asp D GGC Gly G
GUA Val V GCA Ala A GAA Glu E GGA Gly G
GUG Val V GCG Ala A GAG Glu E GGG Gly G

Nomenclatura dos aminoacidos em trés letras, ou letra unica. Codon AUG é o codon
de inicio. UAA, UAG e UGA sao stop codons. Em cinza, familias de 4 codons que
correspondem ao mesmo aminoacido e que a diferenca € o terceiro nucleotideo.

In Samuelson T, 2019 Chapter 3



2. Conceitos basicos do codigo genético
Traducao do mRNA da 3-globina humana

AUGGUGCAUCUGACUCCUGAGGAGAAGUCUGCCGUUACUGCCCUGUGGGGCAAGGUGAAC
M vV E L T P E E K 8§ A VvV T A L W G K V N

GUGGAUGAAGUUGGUGGUGAGGCCCUGGGCAGGCUGCUGGUGGUCUACCCUUGGACCCAG
vy D B VY & ¢ B AL @6 R L L Y Vv I P " TO0O

AGGUUCUUUGAGUCCUUUGGEGGAUCUGUCCACUCCUGAUGCUGUUAUGGGCAACCCURAG
R F F E 8§ F G D L 8 T™ P D A VvV M G N P K

GUGAAGGCUCAUGGCAAGAAAGUGCUCGGUGCCUTUAGUGAUGGCCUGGCUCACCUGGAC
vV K A H 66 K K vV L. @ A F 8 D 6L A HE L D

AACCUCAAGGGCACCUUUGCCACACUGAGUGAGCUGCACUGUGACAAGCUGCACGUGGAU
N L K ¢ T F A T L &8 E L HC P EKULUBHBY D

CCUGAGAACUUCAGGCUCCUGGGCAACGUGCUGGUCUGUGUGCUGGCCCAUCACUDUGGC
P E N P R L L G N V L V C VYV L A B B F G

AAAGAAUUCACCCCACCAGUGCAGGCUGCCUAUCAGAAAGUGGUGGCUGGUGUGGCUARAU
K E F T P P V Q A A Y Q K VvV V A G V A N

GeeocuceeccacaacuaucacUAA
A L A H K ¥ H STOP

Colinearidade do cédigo genético: a ordem dos codons no mRNA
determina a ordem dos aminoacidos na proteina.

In Samuelson T, 2019 Chapter 3



2. Conceitos basicos do cédigo genético

Transcricao génica

r"" ',v eyt

Microscopia eletronica de um segmento de DNA sendo transcrito em
MRNA.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics - Chapter 13




3. Genoma Humano: Definicao ‘

Nuclear DNA is inherited
from all ancestors.

................................

QT A1 A1 A1

\1!//\!//

Mitochondrial DNA is
inherited from a single lineage,

ﬁ@ @T QT_ QT

‘\

&

O genoma compreende o material genético completo de um organismo.
Genoma Nuclear — fornece a maior parte da informacao genética e o
Genoma Mitocondrial — pequeno genoma com heranca materna.

Univ. California — Understanding Science



3. Genoma Humano: Definicao

AACTEOOEA

CTCABAT TAE

GGGCAACEE
GGCA

sse CTOATAGECACTEACTETE TS

ACECASABETIE cAgrEE coecATE

GOCAAGAAGGTGCTAGETAET AGTGATGEECE

CTGCACTGTGACAAGE TGCACGTGGATEE
CTAATET TACA © c

e CTAMAA GITA A e
] CTCTECCAACCECETCCE

ATTETGEACT TAGAATAA
s AGAGGEC TATAAATCA

ACCCCACAAA
GGACTG
CAAGGE

GCCCHEAAL
GGCTCACAAGTACCA
AAGCT TGGGAACACAAT GEC
CACTTA ca

GCAC CAMAGAG TACATGOOAAAAGA
CTACCTICCAAAGAGCAGAAA I TATCAAGAAC G TGA

a

ACAAMAGA T AA

s GACC CAACCC T AAGACATAGCCI CAAGGO TAAIGCTACGA
A AAAGGEA ACTCAAGACAATGT TATS
L ACTATACCCCA CCracIcCAns
s CETQTITATETITEECATA CAGTCAAGA
sc CITQICTATACT  ACCCARAAAATE
€ CATOCACACACACACACTCCOTOE ATAAGEA
e AAA CAATOOOCA A

3 ATATCTOAATAAGATA
cac CACATTCCTOAGEA
CACTAACASAGAT 1BTASALE
CEAAATATAGE TACTAT ACE
ATCOAAATACCAGAGAAT TGA CACAATTAGTA
GGTATGTTCATA o
AGAG scac
ACACECACSEE T ACT TQACE
GAGTGATGAAATAATO TG
AAATGAAAGT TAAAACAA
saTTe c €
CAAACAGACGCOGASAGAGGA
AATGTCAGGAGAA
AAAGEGT G
CIECATAA
AATGAACAAGGTGCA

GTTATA
ACAAAMAAL

CASCOTOCCAACAGSCAD
CAAGACCCAG

GAC ATTGE &
GCGE
s G
AGA c
GAAAC
AAGTATACECA
AAAGGAAATGGACCTET G c
3 CAGT S < AL
CACAATAGTGAAGATGTCAGT A
GAGCAT AACCAAA GCACTA
AGE T TGCAGEE CCCIGCA
€ CACACTAAGTAACTACCAT 100AAMAAGEAACEEE
CACAAGAGAAGOATCEATAGT TEATER AAAAAAGAAA
aTAG c AAGAAGO I GACAA €
CAGAATAC T ATAAATATAAGE TATAT TATAA CATAAAGCIE GACCCAGOAT A
ATATTCAAACTTECACABAACAC a CACATATACATBCE T CT TATATCAGOGAT OTOAAACADS
OTETAAATCTAAAACAATAETAATOCABS AnA CCAA ACAGECA
caTe AACA A AAAGACETE GTGAAATE ereA
eraccTAGATECTE e Ao ACAGACOAAT OAATATAAAAAGARAAAT AT TAMA A
CTATAATCATACA CATAA AAGETAGGCTCCADATAGCCATADAAGAACCAAACAS
AGAATAATCAGAGT GAGA CACAAGTACCTOATOAOGOT TOADACAGD TAGAAAAAG TOAGADA <
ASCAATAA  AGASAAAGEA AMCACAA T AMA ARGAAA STAAA CCITCIOATAACT AGAR
ATAGACOATCCAS GO TAACETAAA Alre A “ A a A
GTGTAATGBTAD CAGAGTOT TAGASGT GAAAD GAGAAACA TOGAAAG TAAAAG T ATAACAG 1
AGTAAAGCGACATGRG CCAGGTAGGGOCAG ACTOACAGSOCCET TAGGOAACAC GAGACEC TAG
GCTEACCTCATAAATEET TAETAEE AATACCAGCAASCACAAC (CTGEAE T ICAAA
Ao CCTEACC TOAGOAGT TAA AGTACAA ACAGCOOCATOGCAGAAAGECOATCACET 1 08GA
AGOTATAGAGAAAGAAGAGTAAA AGTAAAGD ACAAACAAAATATAAAGAGAAATAGOAACT TGAATEA
AGGAAATGA AAAACGOAGTATTCT TAGTGOACTAGAGGAAAAAAATAATCTOAGCCAAGTAGAADGAGE cocc
CETACEEET AL ETAASTEACAGAREE T TCCCECASACACTC! TCCASAT TACTCCACOCACAAACAGT T A

O genoma humano tem 3.055 billhdes de bases de DNA nuclear + 16.569
bp de DNA mitocondrial.

Cientistas da Universidade de Leicester imprimiram o genoma humano e
resultou em 130 livros que levariam 95 anos para |é-los.

Nurk et al, 2022 Science 373:44-53 In Samuelson T, 2019 Chapter 1




3. Projeto Genoma

Tamanho (n°
bases)

9,4 Mpb

Organismo

Escherichia coli

SARS-CoV-2

D. melanogaster
Camundongo
Salamandra

Homem

~30.000

165 Mbp
3.480 MB
32.000 MB
3.057 MB

No genes

5.416

18

13.525
26.762
20.000 — 25.000
~20.000

In Samuelson T, 2019 Chapter 4



3. Projeto Genoma

Ha uma relagao entre o tamanho do genoma e
complexidade biologica?

In Samuelson T, 2019 Chapter 4



4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

Cariotipo Humano
Male Female

XXX HN| (XXX (N
xxxa Kol (X B XX KWK
X

1 12 6 7 8 9

ny ixr RE

14 15 ‘ 17 18 13 14 15
K’ K AR @ K X ¥y v @
19 21 22 19 20 21 22

Cariétipo humano: conjunto completo de todos os cromossomos que
consiste em 46 cromossomos, sendo 23 herdados do pai e 23

herdados da mae.

—

(=2}




4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

LTR retrotransposons

DNA transposons

Simple sequence
repeats

Segmental
duplications

Miscellaneous LINEs

heterochromatin

Miscellaneous
unique sequences Protein-coding

genes

Introns

Somente 1.5 — 1.8% do genoma humano codifica proteinas. Uma parcela
significativa do genoma humano sao sequéncias repetidas. Os transposons sdo uma
dessas categorias e perfazem 45% do genoma humano.

Lander et al 2001 — Human Genome



4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

Numero de Genes no Genoma Humano

! Numero de Genes
Categoria de Gene (Ensembl 2018)

Genes de RNAs codificantes 20.418
Genes de RNAs nao codificantes

(NcRNA) 22.107
Pseudogenes 15.195

O Genoma humano € constituido por genes codificantes de proteinas
e genes que sintetizam RNAs nao codificantes. Os pseudogenes tém
estrutura de genes codificantes, mas perderam suas fungoes apos
mutacoes.

In Samuelson T, 2019 Chapter 4



4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

Erthhrtf bg ‘Mglhp ry‘IPtIIt'
toyield its nd relapse pp.33& ! explosi

\ i FILLING
=
| || u Closing in on a complete
| - human genome p.42
w ”
= \ B <
111 | —
\ R // . ‘ I L
- \ / 7Ll ] AR
C > / |
< > - \ I
e
\ < ‘ | —
[ ——1
QAR N ~ - I ]
/i
L ]
« L [
/ |
\~ [ | =
1l
I~'

The Telomere-to-Telomere (T2T)
Consortium has completed a
challenging 8% of the human
genome left unresolved by the
initial Human Genome Project.

Apos 20 anos da primeira versao
(Fev. 2001), com os avancos das
tecnologias de sequenciamento de
DNA foi possivel o
sequenciamento de cerca de 200
milhdes de bp de DNA.

Foi revelado o sequenciamento das
regioes altamente repetidas presentes
nos centromeéros de cada cromossomo

conhecidas como DNA satélite.

Foram obtidas 1.956 novas
predigOes génicas, dos quais 99
codificam proteinas e
sequenciamento do DNAr.




4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

GRCh38
T2T-CHM13
250 - ‘
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0 200 -
3
o = Tandem
0) repeats
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O - L
%) =
z i | -
o 50* = o O l : I

0. nnli IS

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 183 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
Chromosome number

Comparacao da estrutura do Consorcio Projeto Genoma GRCh38 x
T2T. As regides em vermelho eram desconhecidas na versao anterior
e o Consorcio T2T as revelou.

Lovell e Grimwood, 2022 Nature 606:468




4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

Numero de Genes no Genoma Humano
. Numero de Genes
Categoria de Gene (GRCH38 2019)

Numero de Genes 60.090
Genes de RNAs codificantes 19.890
Transcritos 228.597

/5% do genoma humano ¢ transcrito em moléculas de RNAs. As
classes mais abundantes sao os INcCRNA e os miRNAs, 6-7 e 2-3
vezes mais abundantes, respectivamente, qgue os mMRNAs.

Jin et al, 2019 Frontiers in Onc. 9:article 1225 Nurk et al, 2022 Science 373:44-53




4. Genoma Humano: Genoma Nuclear

28,850,000 28,900,000 28,950,000
1 CD19  NFATC2IP
ATXNZL o SH2B1 N —
TUFM RABEP2

Os genes codificadores de proteinas encontram-se distribuidos
aleatoriamente ao longo dos cromossomos.

Genes com sequéncias e funcoes bioldgicas relacionadas nao
necessitam estar no mesmo cromossomo.

A figura acima mostra uma regiao do cromossomo 16 contendo 7
genes codificadores de proteinas, podendo ser transcritas ambas as
fitas de DNA.

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 4




4. Genoma Nuclear: Distribuicao dos Genes

Cromossomo
11

N°de
genes

—

- | EE R i\ /5?--'
SN\ 52— /b5 53\ gones 535 Mb

| ——

5.

=

genes de RO de RO
B AGy e
genes do tipo 3-globina
0 20 40 60 kb
c | 1 1 ]
-«
Direcao da
transcri¢ao

A figura acima mostra o cromossomo 11 com regides de elevada
densidade génica e outras de baixo teor génico. Foi expandida, a
regiao do /locus da B-globina contendo 10 diferentes genes.




4. Genoma Nuclear: Numero de Genes

Cromoss Length Numero Genes de RNA
omo (mm) Bases codificantes

85 2438 956 422 2 058
83 242 193 529 1309
67 198 295 559 1078
65 190 214 555 752
62 181 538 259 876
58 170 805 979 1048
54 159 345 973 989
50 145 138 636 677
48 138 394 717 786
46 133 797 422 733
46 135 086 622 1298
45 133 275 309 1034

N Ao ©@ONOO A WN =

in the Ensembl database at the European Bioinformatics Institute (EBI) and Wellcome Trust Sanger Institute.



4. Genoma Nuclear: Numero de Genes

Cromosso Length NUimero Genes de RNA
mo (mm) Bases codificantes
13 39 114 364 328 327
14 36 107 043 718 830
15 B 101 991 189 613
16 31 90 338 345 873
17 28 83 257 441 1197
18 27 80 373 285 270

Como essas informacdes auxiliam a explicar por que a trissomia do
cromossomo 21, do 13 sao compativeis com a vida e outras trissomias nao

sao0?
ZZ [7 50 810 460 450
X 53 156 040 895 842
Y 20 57 227 415 71
MtDNA 0.0054 16 569 13

Total 1.052 4.088.286.401 20.412

in the Ensembl database at the European Bioinformatics Institute (EBI) and Wellcome Trust Sanger Institute.




4.1. Categorias de Doencas Geneticas

Monogénicas: Causadas por variantes patogénicas em genes
individuais

Anemia Falciforme, Fenilcetonuria, Fibrose Cistica, Doenca de

Gaucher, Distrofia Muscular de Duchene etc..

Multifatoriais com heranca complexa:

Interacoes complexas entre diversas variantes genéticas
alteram a susceptibilidade a doenca, combinada com
determinadas exposicoes ambientais.

Hipertensao, Diabetes, Doenca de Alzheimer etc...

Anomalias cromossomicas:

1. Autossomicas: Sindrome de Down (21), Sindrome de
Edwards (18), Sindrome de Patau (13)

2. Sexuais: Sindrome de Turner (45, X), Sindrome de Kleinefelter

(47, XXY)



4.1. Categorias de Doencas Geneticas

Autosomal recessive Anemia falciforme

unaffected unaffected
carrier carrier
father mother

oL )i Il | i

Albinismo oculocutaneo

Doenca de Gaucher

In Gonzaga-Jauregui and Lupski, 2021 - Genomics of Rare Disease - Chapter 4



4.1. Categorias de Doencas Geneticas

Albinismo oculocutianeo

Uma mulher africana com albinismo oculocutaneo, mostrando a falta
de pigmentacao no cabelo e na pele.

Heredograma mostrando o padrao de heranca do albinismo (tirosinase
negativa). A consanguinidade € demonstrada por uma barra dupla.

In Jorde et al, 2017 — Genética Médica- Capitulo 4




4.1. Categorias de Doencas Geneticas

Sindrome de Down:

bR > .
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Uma bebé com sindrome de Down (47 XX, +21), apresentando
caracteristicas tipicas dessa sindrome: fissuras palpebrais voltadas para cima,
lingua protusa, ponte nasal baixa.

Kariotipo de um paciente com trissomia do 21 (47 XY, +21)

In Jorde et al, 2017 — Genética Médica- Capitulo 6



4.2. Classes de Genes: conforme o tipo RNA polimerase

Classe I: Transcritos pela RNA polymerase |
Genes ribossomais: RNAr 45S: processado em 28S, 5.8S e 18S

Estao organizados em “clusters”. Nao estao dispersos ao
longo do genoma.

Genes moderadamente repetidos: nos bracos curtos de 4
cromossomicos acrocéntricos.

Classe ll: Transcritos pela RNA polymerase I
Genes que codificam RNAmM que sao traduzidos em proteinas

Sao unicos: célula somatica — diploide (alelo paterno e materno)

Classe lll: Transcritos pela RNA polymerase lli
Genes que codificam RNAt e o rRNA 5S

Sao repetidos no genoma



4.2. Classes de Genes: que codificam mRNAs

Genes constitutivos, de manutencéo ou “house keeping™:

Presentes em todas as células

Funcionam em funcoes essenciais em todas as células: genes
do metabolismo (ex. glicolise), proteinas ribossomais,
citoesqueleto, genes de reparo de DNA, etc..

Genes tecidos especificos:
Efetuam funcoes especializadas em certas células do corpo.

Ex. Insulina — células beta das ilhotas de Langerhans no
pancreas (Diabetes mellitus)

Fator VIl da coagulacao — célula hepatica (Hemofilia A)
Fenilalanina hidroxilase — células hepatica (Fenilcetonuria)



4.2. Classes de Genes

Pseudogenes:

Sao sequeéncias nucleotidicas nao funcionais.
Nao sao transcritos e nem traduzidos.

Auséncia de uma fase de leitura correta (excesso de stop
codons).

Ou, auséncia do codon de iniciacao metionina ou da regiao
promotora.

Muitos deles estao relacionados com familias génicas.



Familias génicas:
1. Loci das globinas: Ex. o e 3 globina.
C o2 al

Genestipoa &

el
10 kb 4 21
(I €

M= 8 14

2. Loci dos genes Hox.
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Familias génicas:

3. Locus MHC — complexo principal de histocompatibilidade.

Complexo HLA: 6p21.31 = ~200 genes

-~ ep21.31 - -~

HLA-F
HLA-G
HLA-A
HLA-C
HLA-B

LTA
TNF
LTB

I
Class | Class

Chromosome 6
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Ll -
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-
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e e
i
-
- .

I

humano

Complexo HLA: locus mais polimorfico do genoma




4.3. Estrutura e organizacao do gene que codifica mRNA

Estrutura e organizacao de um gene tipico

“A montante” - ) “A jusante”
inicio da Exons
transcnqéo// \\ /CédOﬂ de término
4 i':}— |
Promotor A\ c \ '
iniciador : .Inlr!ons | Sma' &
Regido 5' ndo (sequéncias intercalantes) poliadenilagao
I Regido 3" néo
Direcéo da transcricéo traduzida
>

Em humanos, todos os genes contém exons e introns?

0 N&o. Genes que codificam para histonas ndo possuem intron

In Thompson e Thompson, 2016 — Genética Médica- Capitulo 3



4.3. Estrutura e organizacao do gene que codifica mRNA

Exemplos de 3 genes clinicamente importantes

B-globina
(E—— e I
C/IT 0 0,5 1,0 1,5 2.0 kb
| | | | |
TATA
BRCA1
o ; H— : o e T } =t
/ 0 20 40 60 80 kb
: o | | I | |
Rico em CG
AF508
- R R R = = CHH—
éxon 1 3 5 .9 11 13 14b 15 .19 21 23

In Thompson e Thompson, 2016 — Genética Médica- Capitulos 3 e 12



4.3. Estrutura e organizacao do gene que codifica mRNA

Exemplos de tamanho de genes

Gene Humano Tamanho Tamanho médio | Tamanho médio
(Kb) exon (bp) intron (bp)

HBB (B-globina) 6

TP53 (p53) 39 10 236 3.076
F8 (fator VIII) 186 26 375 7.100
O IR (ol 250 27 227 9.100
cistica) '

DMD (distrofina) 2400 79 180 30.770



4.4. Sequencias repetidas do genoma humano

Repetitive
DNA
Highly Middle
repetitive repetitive
Satellite Tandem Interspersed
DNA repeats retrotransposons
Multiple- Mini- Micro- SINEs LINEs
copy genes satellites satellites

rRNA
genes VNTRs STRs Alu L1

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15




4.4. Sequencias repetidas do genoma humano

Genoma Humano: distribuicao dos diferentes elementos

Total 3200 MB

Genes 1600 MB Intergenic DNA 1600 MB

ncRNA introns  Protein introns

MRNA/”% 285 M8 1200 MB

exons Protein
18 MB exons
128 MB Repeat fraction

I [ I ] oo

Sines Microsatellites

DNA
transposons

Regides repetidas sao encontradas em introns e em regioes
intergénicas.

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 4




4.4. Sequencias

M@Uﬂﬂﬂ)

MY

Nurk et al, 2022 Science 373:44-53

repetidas no genoma humano

Loci rDNA

RNA ribossomal sao produzidos por 2

entre 10 a 400 copias

O locus 45S rDNA esta presente em
cinco clusters e apresenta cerca de

loci: 5S rDNA e 45S rDNA
O numero de cépias do 5S rDNA varia
% 400 copias

455 rDNA unit

TIS with RNA Pol |

— RNAPolll B 60SLSU ~ SSTRNA (~120nt)
° - .3 5.85 rRNA (~160 nt)

28S rRNA (~5000 nt)

ICR . X 405 SSU
el N B EE——— 18S rRNA (“~2000 nt)
b) BoxA IE BoxC c)

Symonova, 2019 — Genes: 10:345



4.4. Sequencias repetidas no genoma humano

Algumas das sequéncias repetidas do genoma sao moveis:
Elementos Transposon - 45% genoma

Element Type Length Copies in Genome % of Genome
LINEs 1-6 kb 850,000 21
SINESs 100-500 bp 1,500,000 13

LTR elements <5kb 443,000 8
DNA transposons 80—300 bp 294,000 5
Unclassified — 3,000 0.1

O Genoma humano tem 40 a 50 vezes mais DNA para
elementos transposons do que DNA para genes funcionais. A
maior parte desses elementos encontram-se inativos
(silenciados). Ocasionalmente seu potencial de mobilidade
pode ser ativado e resultar em efeito mutagénico.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 15



Aumento da duplicacao génica

Orangutan Gorilla Chimp Bonobo  Human

+ 1-2 Myr

- ~6 Myr
-+ ~8 Myr

- ~12-16 Myr

Atonalidade mais intensa indica 0 aumento da taxa de duplicacao
do DNA ao comparar os primatas nao humanos e o humanos. A
duplicagao génica mais expressiva ocorreu ha 12 milhdes de anos
atras.

In Herrera RJ and Garcia-Bertrand R. 2018 from Ancestral DNA, Human Origins and Migrations.



4.4. Sequencias repetidas do genoma humano

Genoma humano e a densidade de elementos repetidos

) £200.000¢ 250000 53000

ORI b Lheal ol LOTE Abas e e ) Wi
' . o e

A figura mostra uma regiao do cromossomo 11 que contém o /locus
da B-globina e a riqueza de elementos repetidos, sendo os
transposons a classe mais abundante.

Considerando a proporcao e diversidade dos elementos
transposons acredita-se que eles tiveram um papel importante na
arquitetura do genoma em primatas. Alem disso, estima-se que

24% dos promotores possuem sequéncias derivadas de transposons

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 4
In Herrera RJ and Garcia-Bertrand R. 2018 from Ancestral DNA, Human Origins and Migrations — Cap 1.
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Uma sequéncia Alu foi marcada com uma sonda verde e hibridada no
cariotipo humano. As regides em verde mostram a presencga de
elementos Alu ao longo de todo o cariétipo humano. Nota-se alguns
Cromossomos, mais ricos em elementos Alu (ex. 16, 17 e 19) e outros
cromossomos, com baixa densidade de elementos Alu (ex. 4, 13 e
18)

In Herrera RJ and Garcia-Bertrand R. 2018 from Ancestral DNA, Human Origins and Migrations.



4.4. Sequencias repetidas do genoma humano

Elementos transposons Alu X Doencas Genéticas

AR A/ —E—
ACE AI‘.' WAl — —
Polymorphism
Il ID DD
Circulating
ACE level Low

Ainsercao de sequéncia ALU no intron 16 do gene que codifica a
enzima ACE (enzima conversora de angiotensina) influencia a
atividade da regiao promotora e funciona como um repressor in trans
da RNA polymerase Il. Isso resulta em protecao as doencas

cardiacas.
Li et al, 2021 — Human Genomics: 15:2




Elementos Transposons: sequéncias moveis

Wildtype | ngene G " ..

Nonfunctional MM

mransposase
Y
D
Unstable ‘ @ | 035 :

-

Activator (autonomous)

Dissociator (nonautonomous)

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Gene to Genomes — Chapter 13



4.4. Sequencias repetidas do genoma humano

Retrotransposon e doenca genética

Kazazian, H. H., et al.
Nature 332, 164-166 (1988)

chromosome 22

pl3

p11.2

q11.22

q11.23

g12.1

q12.3

g13.1

g13.31

q13.32
g13.33

LINE
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5. Genoma Mitocondrial

Tamanho: 16.569bp

Composto por 37 genes: 2 genes para rRNA, 22
genes para tRNA e 13 genes que codificam
proteinas da cadeia respiratéria.

Os 13 genes codificam proteinas envolvidos em 4
processos metabdlicos: 1) NADH desidrogenase,
2) complex citocromo C oxidase; 3) citocromo b e
4) subunidades 6 e 8 do complexo ATPase

Fita pesada contém a maioria dos genes.

Codons AUG e AUA codificam metionina.

i | Codon UGA codifica triptofano.

Apenas 2 stop codons: UAA e UAG.




5. Genoma Mitocondrial

Cada mitocdndria tem de 5 a 10 copias de
moléculas de DNA.

Ha duas fitas de DNA mitocondrial: a fita
pesada e afita leve.

Fita pesada contém a maioria dos genes.

A fita leve codifica para 1 proteina (ND6) e
8 RNAL. A fita pesada codifica 14 tRNAs e
o rRNA. A regiao D controla a replicagao e
transcricao.

Cerca de 1.500 genes nucleares cooperam
com o0 genoma mitochondrial, e por isso,
muitas doencas genéticas mitocondriais
apresentam padrao de heranca
mendeliano.




5. Genoma Mitocondrial

R e R =t Dependendo do gasto de energia do
deegn s e tipo cellular podem existir até 1.000
ok wssa \ O\ i | | mitocondrias por célula.
ND5 L '
MELA5(3243V . A =
ron LHON (3460) . > 150 variantes patogénicas foram
L Q E . . . .
- “Aag descritas nos genes mitocondriais.
ND4 §
NARP  MERRF * u ~ = ~ . ,
NDaL NG, (8993) (344 Disfuncdo da mitocondria esta
ND3 A . .
oy ¥ associada com diferentes doencas
Tyesofgee s @ mgpnes | degenerativas.
= (Cr\?ﬁT F‘f;ell%ec?r%;enase) 1 FTzr:;mpsfer
o R ; ;
B Comigees g Também doencas envolvendo a idade e
= o L
carcinogénese.

Orgaos com elevados requerimentos energéticos sao particularmente
vulneraveis:. cérebro, coragcao, musculo esquelético, olho, ouvido, figado,

pancreas e rim.

Gorman et al 2016. Mitochondrial Diseases. Nature Reviews 2:1



5. Genoma Mitocondrial

@) DNA mitocondrial 2

Mother Father exclusivamente herdado da mae.
me Ha evidéncias cientificas que mostram
que no DNA mitocondrial ha o

O
//|F acumulo de mutacoes devido aos

erros de replicacao e de reparo do
MtDNA.

Child

Devido a0 acumulo de mutacoes
uma mesma ceélula pode ter diferentes
MtDNA.

Ha heterogeneidade do mtDNA & conhecido como heteroplasmia e € um processo
dinamico que inicia no desenvolvimento do ovacito.

Gonzaga-Jauregui et al 2021. Genomics of Rare Disease. Cap. 7



5. Genoma Mitocondrial

Grandmother
with a faulty
(mutated)
mitochondrial
gene

&) &)
. J Ooo. m
N gw | Ll
Affected son Affected Unaffected Unaffected

daughter son daughter

ga Unaffected Affected So Normal e | Faulty
individual individual =] mitochondria L2&] mitochodria

A penetrancia das doencas mitocondriais causada por variantes patogénicas no
MtDNA ¢ principalmente dependente da heteroplasmia de cada individuo. A
penetancia incompleta e heteroplasmia explicam porque algumas vezes um
individuo afetado herda a variante patogénica e outros individuos nao herdam.

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics



5. DNA Mitocondrial e Genetica Forense

“TrY.

B. Maternal inheritance of a
mitochondrial disease

N

O

O DNA mitocondrial € utlizado em
estudos de ancestralidade.

Diferencas em pequenas regides do
DNA mitochondrial permite mapear
marcadores denominados haplétipos.

Cada pessoa tem o mesmo haplétipo
de sua mae e portanto por meio desse
marcador € possivel tracar a
ancestralidade materna.

Grupos populacionais apresentam haplogrupos. Quando coletado de grandes
grupos populacionais como Europeus, Asiaticos, Africanos, Americanos e
Brasileiros, os haplogrupos podem trazer informacdes sobre a ancestralidade.

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




9. Heteroplasmia e o Limiar Fenotipico

Mature oocyie
Primary oocyte X
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Devido a heteroplasmia durante a ovogénese ocorre o Limiar Fenotipico, um
fenbmeno especifico relacionado a transmissao do DNA mitocondrial da mae para
os(as) filhos(as).

Devido a heteroplasmia, isto €, a presenca de diferentes moléculas mutantes de
MtDNA, ocorre o fendmeno do limiar fenotipico o qual se refere ao ponto em que a
proporcao de mtDNA mutante causa o efeito fenotipico clinico.

Gonzaga-Jauregui et al 2021. Genomics of Rare Disease. Cap. 7




5. Genoma Mitocondrial

A medida que o DNA mitocondrial acumula mutagoes resulta na ocorréncia de
muitos mtDNAs diferentes dentro de uma célula ou um individuo.

Diferente da segregacao do genoma nuclear que ocorre durante a meiose, com
cada célula filha com a metade do nimero de cromossomos da célula mae e da
segregacao do DNA nuclear durante a mitose que resulta em duas células
filhas geneticamente idénticas. Em ambos os casos, a replicagcao do DNA
nuclear ocorre na fase S do ciclo cellular.

A replicacao e segregacao do DNA mitocondrial € denominado Segregacao
Replicativa.

A replicacao do DNA mitocondrial pode ocorrer em qualquer fase do ciclo
celular e a segregacao para as células-filhas depende do movimento e da
divisdo das mitocondrias dentro da célula..

Gonzaga-Jauregui et al 2021. Genomics of Rare Disease. Cap. 7




5. Genoma Mitocondrial

A segregacao replicativa leva a heteroplasmia, uma condi¢gdo na qual diferentes
copias do mtDNA coexistem na mesma célula ou no mesmo organismo, o que
pode resultar em variabilidade genética nas popula¢oes de mitocéndrias dentro
do organismo.

Enquanto a heteroplasmia € presente em todos os individuos, um aumento de
mutacoes no MtDNA leva a doencas mitocondriais e outras doencas incluindo o
cancer, bem como a idade, com expressao variavel proporcional ao nivel de
heteroplasmia.

Nas doencas mitocondriais, o nivel de heteroplasmia govema a expressao da
doenca. Por exemplo, Sindrome de Leigh, requer uma heteroplasmia > 80%
para a manifestacao clinica.

Episddios semelhantes ao que ocorre em MELAS, requer uma heteroplasmia
>60%.

Gonzaga-Jauregui et al 2021. Genomics of Rare Disease. Cap. 7




6. Importancia da historia familiar na pratica medica

Entre as praticas medicas, a genética médica € peculiar no que se
refere ao foco nao apenas no paciente, mas também em toda a
familia.

Uma historia familiar abrangente representa o primeiro passo em
importancia para a analise de qualquer doenca genética.

“Nao colher uma boa historia familiar denota ma medicina”
— Barton Childs, 1999.




8. Importancia da historia familiar na pratica medica

Apesar dos testes citogenéticos, moleculares e gendmicos
sofisticados, agora disponiveis aos geneticistas, uma histoéria
familiar bem feita (incluindo heredograma) representa uma
ferramenta fundamental para todos os profissionais de
aconselhamento genético a ser utilizada para determinar o
padrao de heranca de uma doenca em uma familia, elaborar
diagnadsticos diferenciais e instituir manejo e um plano de tratamento
individualizado para seus pacientes.

O Projeto Genoma Humano mostrou que muitas doencas
aparentemente monogénicas, apesar do forte componente genético
(variante patogénica) ha os elementos epigenéticos ou
modificadores que auxiliam a explicar a variabilidade clinica. A
compreensao minuciosa dos mesmos permanece o grande desafio.

Zschocke et al 2023 Nature Rev. Genetics, Feb. 20.
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La science na pas de patrie,
parce que le savoir
est le patrimoine de 'humanite,
le flambeau qui éeclaire le monde.
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