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Introducao ao Genoma Humano

Compreender a organizagio, a variagio e a transmissao do
genoma humano é essencial para a avaliacdo do papel da
genética na medicina, assim como dos principios que estdo
originando-se da genémica e da medicina personalizada.
Com a disponibilizagio da sequéncia do genoma humano
e da crescente conscientizagio do papel da variagdo do
genoma nas doencas, é agora possivel comegar a explorar
o impacto dessa variagio na satiide humana em uma ampla
escala. A comparagio de genomas individuais ressalta a
primeira grande li¢io deste livro — cada individuo tem
sua propria constituicao de produtos génicos, produzida
em resposta as contribuicées combinadas da sequéncia
do genoma e de um conjunto particular de exposicoes
ambientais e experiéncias. Como destacado no capitulo
anterior, essa percepgio reflete o que Garrod denominou
de individualidade quimica ha mais de um século e fornece
a base conceitual para a prarica da genémica e da medicina
personalizada.

Os avangos na tecnologia gendémica ¢ a consequente
explosio do conhecimento e da informagao provenientes do
Projeto Genoma Humano estio desempenhando um papel
cada vez mais transformador na integracdo e na aplicagio
de conceitos e nas descobertas em genética para a pratica
médica.

0 GENOMA HUMANO E A BASE
CROMOSSOMICA DA HEREDITARIEDADE

A avaliagio da importéncia da genética para a medicina
exige uma compreensdo da natureza do material heredi-
tario, de como ele é empacotado no genoma humano e
de como ele é transmitido de uma célula a outra durante
a divisdo celular e ainda de geragdo a geragdo durante a
reproducdo. O genoma humano é composto por grandes
quantidades de dcido desoxirribonucleico (DNA), o qual
contém na sua estrutura a informagao genética necessaria
para especificar todos os aspectos da embriogénese, do
desenvolvimento, do crescimento, do metabolismo e da
reproducdo — essencialmente todos os aspectos que fazem
do ser humano um organismo funcional. Toda célula
nucleada do corpo carrega sua prépria copia do genoma
humano, que contém, de acordo com as estimativas atuais,
cerca de 20.000 a 50.000 genes (Quadro adiante). Os genes,
que neste momento definimos simplesmente como unida-
des funcionais de informacao genética, sio codificados
no DNA do genoma, organizados em virias organelas em

AI\!f\LISE DO CROMOSSOMO E DO GENOMA NA MEDICINA
CLINICA

A anilise cromossomica e gendmica tem se tornado um

procedimento diagndstico importante na medicina clinica.

Conforme descrito mais detalhadamente nos capitulos

subsequentes, essas aplicagdes incluem:

e Diagnéstico clinico. Virias condigoes médicas,
incluindo algumas que sio comuns, estido associadas
a mudangas no nimero ou na estrutura dos cromos-
somos ¢ requerem a andlise cromossomica ou geno-
mica para o diagndstico e aconselhamento genéticos
(Caps. 5 e 6).

o [Identificagdo de genes. Um dos principais objetivos da
genética médica e da gendmica atualmente é a identifi-
cacio de genes especificos e a elucidagio de seus papéis
na satide ¢ nas doengas. Esse topico é mencionado
varias vezes, sendo discutido em detalhes no Capiru-
lo 10.

e Gendmica do cancer. Alteracoes genémicas e cromos-
sdmicas em células somdticas estdo envolvidas no inicio
e na progressio de muitos tipos de cincer (Cap. 15).

o Tratamento de doengas. A avaliagio da integridade, da
composicio e do estado de diferenciagdo do genoma ¢é
crucial para o desenvolvimento de células-tronco plu-
ripotentes paciente-especificas para fins terapéuticos
(Cap. 13).

® Diagndstico pré-natal. A andlise cromossomica e
gendmica ¢ um procedimento essencial no diagndstico
pré-natal (Cap. 17).

forma de bastonete, denominadas cromossomos, no nucleo
de cada célula. A influéncia de genes e da genética no estado
de satde e doenga é profunda, e suas raizes encontram-se
nas informagdes codificadas no DNA que compée o genoma
humano.

Cada espécie possui um complemento cromossdomico
caracteristico (cariotipo) em termos de nimero, morfologia
e contetido dos cromossomos que compdem seu genoma.
Os genes estdo dispostos linearmente ao longo dos cromos-
somos, sendo que cada gene tem uma posi¢ao precisa ou
locus. Um mapa genético é o mapa da localizagdo gendmica
dos genes ¢ ¢ caracteristico de cada espécie e individual
dentro da espécie.

O estudo dos cromossomos, da sua estrutura ¢ da
sua hereditariedade ¢ denominado citogenética. A cién-
cia da citogenética humana data de 1956, quando foi
estabelecido, pela primeira vez, que o nimero normal
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de cromossomos humanos é 46. Desde entdo, muito se
aprendeu sobre os cromossomos humanos, sua estrutu-
ra e composi¢do normais, e a identidade dos genes que
eles contém, bem como sobre suas intimeras e variadas
anormalidades.

Com excecio das células que se desenvolvem em game-
tas (a linhagem germinativa), todas as células que con-
tribuem para um corpo sao chamadas de células somaticas
(soma, corpo). O genoma contido no nicleo de células
somdticas humanas consiste em 46 cromossomos, cons-
tituidos de 24 tipos diferentes dispostos em 23 pares
(Fig. 2-1). Desses 23 pares, 22 sdo semelhantes em homens
e mulheres e sio chamados de autossomos, numerados em
ordem pelo seu tamanho aparente do maior até o menor.
O par restante compreende os dois tipos diferentes de
Cromossomos sexuais: um cromossomo X e um Y no sexo
masculino e dois cromossomos X no sexo feminino. Cada
cromossomo carrega um subconjunto diferente de genes
dispostos linearmente ao longo do seu DNA. Os membros
de um par de cromossomos (chamados de cromossomos
homoélogos ou homologos) carregam informagdes genéti-
cas equivalentes; isto é, eles possuem os mesmos genes na
mesma ordem. Em qualquer locus especifico, no entanto,

Cromossomos
mitocondriais

os homoélogos tanto podem ser idénticos como podem
variar ligeiramente em sequéncia; essas diferentes formas
de um gene sdo chamadas de alelos. Um membro de cada
par de cromossomos € herdado do pai, e o outro, da mie.
Normalmente, os membros de um par de autossomos sio
microscopicamente indistinguiveis um do outro. No sexo
feminino, os cromossomos sexuais, os dois cromossomos
X, sdo igualmente indistinguiveis. No sexo masculino,
no entanto, 0s cromossomos sexuais sao diferentes. Um
deles é um cromossomo X, idéntico ao X das mulheres,
herdado por um homem a partir de sua mie e transmitido
as suas filhas; o outro, o cromossomo Y, é herdado do seu
pai e transmitido aos seus filhos homens. No Capitulo 6,
quando exploramos as bases cromossémicas e gendmicas
da doenca, iremos observar algumas excecdes a regra
simples e quase universal de que as mulheres sio XX e os
homens sdo XY.

Além do genoma nuclear, uma pequena mas importante
parte do genoma humano reside em mitocéndrias no cito-
plasma (Fig. 2-1). O cromossomo mitocondrial, descrito
posteriormente neste capitulo, possui vdrias caracteris-
ticas incomuns que o distinguem do restante do genoma
humano.
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Figura 2-1 Genoma humano, codificado tanto nos cromossomos nucleares quanto nos Cromossomos

mitocondriais. Veja Fontes & Agradecimentos.
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Figura 2-2 As quatro bases do DNA e a estrutura geral de um nucleotideo no DNA. Cada uma das
quatro bases liga-se a desoxirribose (por meio do nitrogénio mostrado em magenta) e a um grupo fosfato

para formar os nucleotideos correspondentes.

GENES NO GENOMA HUMANO

O que é um gene? E quantos genes nos temos? Essas per-
guntas sdo mais dificeis de responder do que pode parecer.

A palavra gene, introduzida pela primeira vez em 1908,
tem sido utilizada em muitos contextos diferentes, desde que
as caracteristicas essenciais de “caracteres unitdrios” heredi-
tarios foram primeiramente delineadas por Mendel hd mais
de 150 anos. Para os médicos (e, na verdade, para Mendel e
outros primeiros geneticistas), um gene pode ser definido por
seu impacto observdvel em um organismo e em sua transmis-
sdo estatisticamente determinada de geracao a geracio. Para
médicos geneticistas, um gene é reconhecido clinicamente
no contexto de uma variante observavel que conduz a uma
doenga clinica caracteristica, sendo que atualmente sao reco-
nhecidas cerca de 5.000 dessas condigdes (Cap. 7).

O Projeto Genoma Humano forneceu uma base mais sis-
temdtica para delinear os genes humanos, contando com a
andlise da sequéncia de DNA, em vez de com a perspicicia
clinica e os estudos de familia isoladamente; na verdade,
essa foi uma das razdes mais convincentes para iniciar o
projeto no final da década de 1980. Contudo, mesmo com o
produto da sequéncia terminado em 2003, ficou evidente que
falta habilidade para reconhecer caracteristicas da sequéncia
que apontam para a existéncia ou identidade de um gene.
Interpretar a sequéncia do genoma humano e relacionar sua
varia¢do com a biologia humana tanto na satide como nas

Estrutura do DNA: Uma Breve Revisao

Antes de a organizagdo do genoma humano e de seus cro-
mossomos ser considerada em detalhes, é necessario avaliar
a natureza do DNA que compde o genoma. O DNA ¢ uma
macromolécula de dcido nucleico polimérica, composta

doengas é, portanto, um desafio permanente para a pesquisa

biomédica.

Embora o catilogo final de genes humanos permanega
como um alvo indefinido, reconhecemos dois tipos gerais de
genes — aqueles cujo produto sdo uma proteina e aqueles
cujos produtos sio um RNA funcional.

s O namero de genes que codificam proteina — reconheci-
dos pelas caracteristicas no genoma que serdo discutidas
no Capitulo 3 — é estimado em cerca de 20.000 a 25.000.
Neste livro, utilizamos aproximadamente 20.000 como
nimero, e o leitor deve reconhecer que isto pode ser impre-
ciso ou subestimado.

*  Além disso, no entanto, esti claro ha varias décadas que o
produto final de alguns genes ndo é uma proteina, mas um
RNA transcrito a partir da sequéncia do DNA. Existem
muitos tipos diferentes de genes de RNA (tipicamente cha-
mados de genes nio codificadores, para distingui-los dos
genes codificadores de proteinas), e estima-se atualmente
que existam, pelo menos, outros 20.000 a 25.000 genes
de RNA nio codificadores em todo o genoma humano.
Assim, em geral — e dependendo do que se quer dizer com

o termo — o nimero total de genes no genoma humano é de

cerca de 20.000 a 50.000. No entanto, o leitor compreendera

que este continua sendo um alvo em movimento, sujeito a

evolugdo de definigdes, ao aumento da capacidade tecnolégica

¢ A precisdo analitica, aos avangos na informdrica e a medicina
digital, e a uma anotacio mais completa do genoma.

por trés tipos de unidades: um agticar de cinco carbonos, a
desoxirribose; uma base contendo nitrogénio; e um grupo
fosfato (Fig. 2-2). As bases sdo de dois tipos, purinas e piri-
midinas. No DNA, existem duas bases de purinas, adenina
(A) e guanina (G), e duas bases de pirimidina, timina (T) e
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Figura 2-3 A estrutura do DNA. A, Uma porgio de uma cadeia polinucleotidica de DNA, mostrando as
ligagdes fosfodiéster 3°-5” que ligam os nucleotideos adjacentes. B, Modelo de dupla hélice do DNA, como
proposto por Watson e Crick. Os “degraus” horizontais representam as bases pareadas. Diz-se que a hélice
¢ voltada para a direita porque a fita que vai do lado esquerdo inferior para o lado direito superior cruza a
fita oposta. A parte detalhada da figura ilustra as duas fitas complementares de DNA, mostrando os pares
de bases AT e GC. Note que a orientagio das duas fitas ¢ antiparalela. Veja Fontes & Agradecimentos.

citosina (C). Os nucleotideos, cada um composto por uma
base, um fosfato e uma fragio de aguicar, polimerizam-se em
longas cadeias polinucleotidicas por ligagdes 5°-3” fosfodiés-
ter formadas entre unidades adjacentes de desoxirribose
(Fig. 2-3A). No genoma humano, essas cadeias polinucleo-
tidicas existem sob a forma de uma dupla hélice (Fig. 2-3B)
que pode ter centenas de milhdes de nucleotideos de com-
primento, no caso dos maiores cromossomos humanos,

A estrutura anatomica do DNA carrega a informagio
quimica que possibilita a transmissdo exata de informacgdo
genética de uma célula para suas células-filhas e de uma
geragdo para a proxima. Ao mesmo tempo, a estrutura
primdria de DNA especifica as sequéncias de aminodcidos
das cadeias polipeptidicas de proteinas, como descrito no
proximo capitulo. O DNA tem caracteristicas especiais
que lhe conferem essas propriedades. O estado nativo
de DNA, como elucidado por James Watson e Francis
Crick em 1953, é uma dupla hélice (Fig. 2-3B). A estrutu-
ra helicoidal assemelha-se a uma escada em espiral com
giro para a direita, na qual suas duas cadeias polinu-
cleotidicas seguem em diregdes opostas, mantidas juntas
por ligagdes de hidrogénio entre os pares de bases: T de
uma cadeia pareada com o A da outrae G com C. A
natureza especifica das informacées genéticas codificadas
no genoma humano encontra-se na sequéncia de Cs, As,

Gs e Ts nas duas fitas da dupla hélice ao longo de cada
um dos cromossomos, tanto do nicleo como da mito-
condria (Fig. 2-1). Devido a natureza complementar das
duas fitas de DNA, o conhecimento da sequéncia de bases
nucleotidicas de uma das fitas automaticamente possibilita
determinar a sequéncia de bases na outra fita. A estrutura
de dupla fita das moléculas de DNA permite que elas se
repliquem com precisdo pela separacio das duas fitas,
seguida da sintese de duas novas fitas complementares, de
acordo com a sequéncia da fita molde original (Fig. 2-4).
Da mesma maneira, quando necessirio, a complementari-

dade das bases permite o reparo eficaz e correto de danos
as moléculas de DNA.

Estrutura de Cromossomos Humanos

A composi¢io dos genes no genoma humano, bem como os
determinantes da sua expressio, ¢ especificada no DNA dos
46 cromossomos humanos no nicleo juntamente com o cro-
mossomo mitocondrial. Cada cromossomo humano é cons-
tituido por um tinico DNA de dupla hélice continuo; ou seja,
cada cromossomo é uma molécula de DNA de dupla fita
longa e o genoma nuclear consiste, por conseguinte, em 46
moléculas de DNA lineares, totalizando mais de 6 bilhdes
de pares de nucleotideos (Fig. 2-1).
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Contudo, os cromossomos nio sio duplas-hélices de
DNA desprotegidas. Dentro de cada célula, o genoma ¢
empacotado como cromatina, na qual o DNA genomico esta
conjugado com virias classes de proteinas especializadas.
Exceto durante a divisdo celular, a cromatina é distribuida
por todo o niicleo e seu aspecto é relativamente homogeéneo
4 aparéncia ao microscopio. Quando uma célula se divide,
no entanto, o seu genoma condensa-se, aparecendo como

Figura 2-4 Replicagio de uma dupla hélice de DNA, resultando
em duas moléculas-filhas idénticas, cada uma composta por uma fita
parental e uma nova fita sintetizada.

Cada

alca contem
~100-200 kb
de DNA

Célula em
interfase inicial

Porgao de um
Cromossomo
interfasico

Nucleo
interfasico

Solenoide

cromossomos microscopicamente visiveis. Os cromossomos
sd0, entio, visiveis como estruturas discretas somente nas
células em divisdo, embora eles mantenham a sua integri-
dade entre as divisoes celulares.

A molécula de DNA de um cromossomo existe na cro-
matina como um complexo com uma familia de proteinas
cromossomicas basicas denominadas histonas. Essa unidade
fundamental interage com um grupo heterogéneo de protei-
nas nio histonas, que estio envolvidas no estabelecimento
de um ambiente espacial e funcional adequado para garantir
0 comportamento cromossomomico normal e a expressio
génica apropriada.

Cinco tipos principais de histonas desempenham um
papel crucial no empacotamento da cromatina. Duas copias
de cada uma das quatro histonas principais H2A, H2B, H3 e
H4 constituem um octimero, ao redor do qual um segmento
da dupla hélice de DNA se enrola, como uma linha ao redor
de um carretel (Fig. 2-5). Aproximadamente 140 pares de
bases (pb) do DNA estdo associados a cada cerne das his-
tonas, formando quase duas voltas ao redor do octimero.
Apds um curto (de 20 a 60 pb) “espagamento” no segmento
de DNA, forma-se o proximo nticleo de complexo de DNA,
e assim por diante, fornecendo a cromatina a aparéncia de
“colar de contas”. Cada complexo de DNA com histonas
centrais é chamado de nucleossomo (Fig. 2-5), que ¢ a
unidade estrutural basica da cromatina, e cada um dos 46
cromossomos humanos contém varias centenas de milhares
até mais de um milhdo de nucleossomos. Uma quinta his-
tona, a H1, parece se ligar ao DNA na extremidade de cada
nucleossomo, na regido de espagamento internucleossomico.
A quantidade de DNA associada ao nucleossomo central,
em conjunto com a regido de espagamento, é de aproxima-
damente 200 pb.

Octamero
de histonas

Fibra de nucleossomo Dupla hélice

(“colar de contas”)

Figura 2-5 Niveis hierdrquicos do empacotamento da cromatina em um cromossomo humano.
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Além dos tipos principais, varias histonas especializadas
podem substituir a H3 ou a H2A e conferir caracteristicas
especificas ao DNA gendmico naquele local. As histonas
também podem ser modificadas por alteragdes quimicas
e estas modificagdes podem alterar as propriedades dos
nucleossomos que as contém. Como discutido em mais deta-
lhes no Capitulo 3, o padrio dos tipos de histonas principais
e especializadas e suas modificacdes podem variar de um
tipo celular para outro e acredita-se que especifique como
o DNA ¢ empacotado e quio acessivel ele estd as moléculas
reguladoras que determinam a expressdo do gene ou outras
fungdes do genoma.

Durante o ciclo celular, como veremos mais adiante
neste capitulo, os cromossomos passam por estagios orde-
nados de condensa¢io e descondensagdo. No entanto,
mesmo quando os cromossomos estio em seu estado mais
descondensado, em um estdgio do ciclo celular chama-
do de intérfase, o DNA empacotado na cromatina esta
substancialmente mais condensado do que estaria como
uma dupla hélice natural, livre de proteinas. Além disso,
os longos corddes de nucleossomos sdo, por si mesmos,
compactados em uma estrutura helicoidal secunddria,
uma fibra cilindrica “solenoide” (do grego solenoeides, em
forma de cilindro) que parece ser a unidade fundamental
de organizagio da cromatina (Fig. 2-5). Os solenoides, por
sua vez, sio empacotados em algas ou dominios fixados em
intervalos de aproximadamente 100.000 pb (o equivalente
a 100 pares de quilobases [kb], porque 1 kb = 1.000 pb)
de uma proteina-arcabouco dentro do nicleo. Especula-se
que essas alcas sejam unidades funcionais do genoma e
que os pontos de inser¢do de cada alca sejam fixados ao
longo do DNA cromossémico. Como veremos, um nivel
de controle da expressio génica depende de como o DNA
e os genes sdo empacotados em cromossomos e de sua
associagdo com proteinas da cromatina no processo de
empacotamento.

A enorme quantidade de DNA genémico empacotado em
um cromossomo pode ser estimada quando os cromossomos
sdo tratados para liberar o DNA da proteina-arcabougo sub-
jacente (Fig. 2-1). Quando o DNA é liberado dessa maneira,
al¢as longas de DNA podem ser visualizadas e o arcabougo
residual pode servir para a reprodugio da estrutura de um
Cromossomo tipico.

0 Cromossomo Mitocondrial

Como mencionado anteriormente, um pequeno mas impor-
tante subconjunto de genes codificados no genoma humano
reside no citoplasma, dentro das mitocondrias (Fig. 2-1). Os
genes mitocondriais apresentam heranga exclusivamente
materna (Cap. 7). As células humanas podem ter centenas
de milhares de mitocondrias, cada uma contendo varias
copias de uma molécula circular pequena, o cromossomo
mitocondrial. A molécula de DNA mitocondrial possui
apenas 16 kb de comprimento (somente uma pequena fracio
do comprimento do menor cromossomo nuclear) e codifica
somente 37 genes. Os produtos desses genes atuam nas
mitocdndrias, embora a maioria das proteinas dentro des-
tas compreenda, de fato, produtos dos genes nucleares.

Mutagoes em genes mitocondriais tém sido demonstradas
em varias doengas herdadas maternalmente, bem como em
distirbios esporddicos (Caso 33) (Caps. 7 e 12).

A Sequéncia do Genoma Humano

Com uma compreensao geral da estrutura e da importincia
clinica de cromossomos e dos genes que eles carregam, os
cientistas voltaram a aten¢do para a identificagio de genes
especificos e a sua localizagio no genoma humano. A partir
desse amplo esforco surgiu o Projeto Genoma Humano, um
consorcio internacional de centenas de laboratérios em todo
o mundo, formado para determinar e montar a sequéncia
dos 3,3 bilhdes de pares de bases de DNA localizados entre
os 24 tipos de cromossomos humanos.

Ao longo de uma década e meia, alimentada pelos
principais avangos na tecnologia de sequenciamento do
DNA, grandes centros de sequenciamento colaboraram
para montar sequéncias de cada cromossomo. Os genomas
sequenciados vieram de virios individuos diferentes, e a
sequéncia-consenso que resultou na conclusio do Projeto
Genoma Humano foi relatada em 2003, como uma mon-
tagem de uma sequéncia de “referéncia”, usada como base
para comparagio posterior com sequéncias de genomas indi-
viduais. Essa sequéncia de referéncia é mantida em bancos
de dados publicos para facilitar a descoberta cientifica e sua
traducdo em avangos uteis para a medicina. As sequéncias
gendmicas sdo tipicamente apresentadas na diregio 5’ a
3’ em apenas uma das duas fitas da dupla hélice, devido
a natureza complementar da estrutura do DNA descrita
anteriormente — caso se conheca a sequéncia de uma fita,
pode-se inferir a sequéncia da outra (Fig. 2-6).

Organizacao do Genoma Humano

Os cromossomos nido sdo apenas uma cole¢io aleatoria
de diferentes tipos de genes e outras sequéncias de DNA.
Regides do genoma com caracteristicas semelhantes tendem
a ser agrupadas, e a organizacdo funcional do genoma
reflete sua organizacgdo estrutural e sequéncia. Algumas
regides cromossdmicas, ou até mesmo Cromossomos intei-
ros, tém alto teor de contetido génico (“rico em genes”),
enquanto outras tém baixo (“pobre em genes™) (Fig. 2-7).
As consequéncias clinicas de anormalidades estruturais
do genoma refletem a natureza especifica dos genes e das
sequéncias envolvidas. Dessa forma, as anormalidades de
Cromossomos ou regides cromossomicas ricas em genes
tendem a ser muito mais graves clinicamente do que defeitos
de dimensdes semelhantes envolvendo partes do genoma
pobres em genes.

Como resultado do conhecimento adquirido a partir do
Projeto Genoma Humano, ¢ evidente que a organizacdo de
DNA no genoma humano ¢é mais variada e complexa do
que se pensava. Dos bilhdes de pares de bases de DNA em
qualquer genoma, menos de 1,5% realmente codifica pro-
teinas. Acredita-se que elementos reguladores que influen-
ciam ou determinam padrdes de expressio génica durante
o desenvolvimento ou em diferentes tecidos representem



CAPITULO 2 — INTRODUGAO AO GENOMA HUMANO

5..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA... &

Dupla hélice :
3°"...CCTAAAGATCCATTGAGTCAGCT... 5
SLEARE
deeng?:%ﬂ:ia ..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...
Individuo 1 ..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...
Individuo 2 ...GGATTTCEMAGGTAACTCAGTCGA...
Individuo 3 ...GGATTTCAGGTAACTCAGTCGA...
Individuo 4 ...GGATTTCTAGGTAACTCAGTRAGA...
Individuo 5 ...GGATHBECTAGGTAACTCAGTCGA...

Figura 2-6 Uma porgio da sequéncia de referéncia do genoma humano. Por convengio, as sequéncias
sdo apresentadas a partir de uma dnica fita de DNA, porque a sequéncia da fita complementar pode ser
inferida a partir da natureza de dupla fita do DNA (mostrada acima da sequéncia de referéncia). A sequéncia
de DNA de um grupo de individuos é semelhante, mas ndo idéntica a da referéncia, com alteragdes de
nucleotideo tinico em alguns individuos e uma pequena delecio de duas bases em outro.
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Figura 2-7 Tamanho e conteiido génico dos 24 cromossomos humanos. A linha diagonal tracejada corres-
ponde 4 densidade média de genes no genoma, aproximadamente 6,7 genes codificadores de proteinas por
megabase (Mb). Os cromossomos que sdo relativamente ricos em genes estio acima da diagonal e tendem
para o lado esquerdo superior. Os cromossomos que sio relativamente pobres em genes estao abaixo da
diagonal e tendem para o lado direito inferior. Veja Fontes & Agradecimentos.
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apenas cerca de 5% da sequéncia adicional, embora anilises
mais recentes de caracteristicas da cromatina sugiram que
uma proporg¢do muito mais elevada do genoma pode for-
necer sinais que sdo relevantes para as fungdes do genoma.
Somente cerca da metade do comprimento total linear do
genoma consiste no chamado DNA de cépia itnica ou DNA
tnico, isto é, o DNA cuja ordem linear de nucleotideos
especificos est representada apenas uma vez (ou no maximo
algumas vezes) ao longo de todo o genoma. Esse conceito
pode parecer surpreendente para alguns, ja que hd apenas
quatro nucleotideos diferentes no DNA. Mas, considere
um pequeno trecho do genoma que tenha comprimento
de apenas 10 bases; com quatro tipos de bases hd mais de
um milhdo de sequéncias possiveis. E, embora a ordem de
bases no genoma nio seja totalmente aleatéria, qualquer
sequéncia particular de 16 bases poderia ser prevista ao
acaso isoladamente por aparecer apenas uma vez em um
dado genoma.

O restante do genoma é composto por virias classes de
DNA repetitivo e inclui o DNA cuja sequéncia de nucleoti-
deo é repetida, seja perfeitamente ou com alguma variagio,
centenas de milhGes de vezes no genoma. Enquanto a maio-
ria (mas ndo todos) dos 20.000 genes estimados no genoma
codificadores de proteinas (veja 0 Quadro no inicio deste
capitulo) é representada no DNA de cépia tinica, as sequén-
cias da fragdo de DNA repetitivo contribuem para manter
a estrutura do cromossomo e sao uma fonte importante de
variagao entre individuos diferentes; algumas dessas varia-
¢6es podem predispor a eventos patolégicos no genoma,
como veremos nos Capitulos 5 e 6.

Sequéncias de DNA de Céopia Unica

Embora o DNA de cépia tinica componha pelo menos meta-
de do DNA no genoma, muito de sua fungio permanece
um mistério porque, como mencionado, sequéncias que
realmente codificam proteinas (i.e., a porgdo codificante dos
genes) constituem somente uma pequena proporgio de todo
o DNA de cdpia tnica. A maioria do DNA de cépia tinica
é encontrada em trechos curtos (virios pares de quilobases
ou menos), intercalada com membros de varias familias de
DNA repetitivo. A organizagio dos genes em DNA de copia
tinica é abordada com mais detalhes no Capitulo 3.

Sequéncias Repetitivas de DNA

Virias categorias diferentes de DNA repetitivo sdo reco-
nhecidas. Uma caracteristica distintiva util é saber se as
sequéncias repetidas (“repeti¢bes”) estio agrupadas em
um ou poucos locais ou se elas estdo intercaladas com
sequéncias de cépia dnica ao longo do cromossomo.
Sequéncias repetidas agrupadas constituem cerca de 10%
a 15% do genoma e consistem em arranjos de varias repe-
ticdes curtas organizadas em um padrio “cabega para
cauda”. Os diferentes tipos de tais repeti¢des em tandem
sdo coletivamente chamados de DNAs satélites, e sdo
assim chamados porque muitas familias de repeti¢des
em tandem originais podem ser separadas por métodos
bioquimicos a partir da maior parte do genoma como
fragdes (“satélites”) diferentes de DNA.

As familias de repeti¢des em tandem variam quanto 2
sua localizagdo gendmica e 3 natureza das sequéncias que
compdem o arranjo. Em geral, esses arranjos podem se
estender por virios milhGes de pares de bases ou mais e
constituir uma grande porcentagem do conteiido de DNA
de um cromossomo humano individual. Algumas sequéncias
de repeti¢des em tandem sio importantes como ferramentas-
liteis na andlise citogenética clinica (Cap. 5). Arranjos longos
de repetigdes (com alguma variagdo) de uma sequéncia curta,
tal como um pentanucleotideo, sio encontrados em grandes
regides geneticamente inertes nos cromossomos 1, 9 e 16
e constituem mais da metade do cromossomo Y (Cap. 6).
Outras familias de repeticbes em tandem sio baseadas em
repetigdes um pouco mais longas. Por exemplo, a familia
satélite-o. de DNA é composta por arranjos em tandem de
uma unidade de aproximadamente 171 pb, encontrados no
centrémero de cada cromossomo humano, o qual é crucial
para a fixagdo dos cromossomos aos microtibulos do apare-
lho do fuso durante a divisio celular.

Além do DNA de repetigio em tandem, outra clas-
se principal de DNA repetitivo no genoma consiste em
sequéncias relacionadas que estdo dispersas por todo o
genoma, em vez de agrupadas em um ou poucos locais.
Embora muitas familias de DNA satisfacam essa descri-
¢do geral, duas em particular merecem discussdo, porque
juntas constituem uma proporgio significativa do genoma
e porque foram implicadas em doengas genéticas. Entre os
elementos repetitivos dispersos mais bem estudados estio
aqueles que pertencem a chamada familia Alu. Os membros
dessa familia possuem aproximadamente 300 pb de com-
primento e estio relacionados uns com os outros, embora
ndo possuam uma sequéncia de DNA idéntica. No total,
existem mais de um milhdo de membros da familia Al no
genoma, compondo no minimo 10% do DNA humano.
Uma segunda familia de DNA repetitivo mais dispersa é
chamada de familia do elemento nuclear intercalado longo
(LINE [do inglés, long interspersed nuclear element), as
vezes chamado de L1). Os LINEs possuem até 6 kb de
comprimento e sdo encontrados em aproximadamente
850.000 cépias por genoma, representando cerca de 20%
do genoma. Ambas as familias sio abundantes em algumas
regides do genoma, mas relativamente escassas em outras
— regides ricas em conteitdo GC tendem a ser enriqueci-
das em elementos Alu, mas sio desprovidas de sequéncias
LINE, enquanto o oposto é verdadeiro para regides do
genoma mais ricas em AT,

DNA Repetitivo e Doeng¢a. Tanto sequéncias Alu como
LINE tém sido implicadas como a causa de mutagdes em
doengas hereditarias. Pelo menos algumas cépias das fami-
lias LINE e Alu geram cépias de si mesmas que podem se
integrar em outro local no genoma, ocasionalmente causan-
do inativagio por inser¢do de genes importantes do ponto
de vista médico. A frequéncia de tais eventos que causam
doencas genéticas em seres humanos é desconhecida, mas
elas podem ser responsaveis por até uma em 500 mutagdes.
Além disso, eventos de recombinagio aberrante entre repe-
tigoes LINE ou Alu diferentes também podem ser causa de
mutagio em algumas doengas genéticas (Cap. 12).
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Um tipo adicional importante de DNA repetitivo encon-
trado em muitos locais diferentes em todo o genoma inclui
sequéncias que sao duplicadas, muitas vezes com uma
conservagao extraordinariamente alta de sequéncias. As
duplicac¢oes envolvendo segmentos substanciais de um cro-
mossomo, chamadas de duplicacoes segmentadas, podem
se estender por centenas de quilobases e corresponder a
pelo menos 5% do genoma. Quando as regides duplica-
das contém genes, rearranjos genémicos envolvendo as
sequéncias duplicadas podem resultar em delecdo da regido
(e dos genes) entre as copias e, entdo, originar doengas
(Caps. 5 e 6).

VARIACAO NO GENOMA HUMANO

Com a conclusdo da sequéncia de referéncia do genoma
humano, muita atencdo se voltou para a descoberta e
catalogacio de variacdes de sequéncia entre os diferentes
individuos (incluindo individuos saudaveis e aqueles com
virias doencas) e entre as diferentes populagoes ao redor
do mundo. Como vamos explorar mais detalhadamente
no Capitulo 4, hd muitas dezenas de milhoes de variantes
de sequéncias comuns que sio observadas com frequéncia
significativa em uma ou mais populagdes; qualquer indi-
viduo carrega, pelo menos, 5 milhdes dessas variantes de
sequéncia. Além disso, existem inimeras variantes muito
raras, muitas das quais provavelmente existem em apenas
um tnico ou em poucos individuos. Na verdade, dado o
numero de individuos em nossa espécie, essencialmente
espera-se que cada par de bases no genoma humano varie
em alguém em algum lugar no mundo. E por essa razio
que a sequéncia do genoma humano original é considerada
uma sequéncia de “referéncia” para a nossa espécie, mas
que nio &, na verdade, idéntica ao genoma de nenhum
individuo.

As primeiras estimativas eram de que quaisquer dois
individuos aleatoriamente selecionados teriam sequéncias
99.9% idénticas ou, dito de outra forma, que um genoma
individual teria duas versdes diferentes (alelos) da sequéncia
do genoma humano em cerca de trés a cinco milhdes de posi-
¢oes, com bases diferentes (p. ex., um T ou um G) nas copias
materna ou paternamente herdadas dessa posigdo particular
da sequéncia (Fig. 2-6). Embora muitas dessas diferengas alé-
licas envolvam simplesmente um nucleotideo, grande parte
da variagdo consiste em inser¢oes ou deleces de (geralmen-
te) trechos curtos de sequéncia, variagdes no nimero de
copias de elementos repetidos (incluindo genes), ou inversoes
na ordem de sequéncias em uma determinada posi¢do (locus)
no genoma (Cap. 4).

Atualmente sabe-se que a quantidade total do genoma
envolvida nessa variagdo é substancialmente maior do
que inicialmente estimado e aproxima-se de 0,5% entre
quaisquer dois individuos escolhidos ao acaso. Como
sera abordado em capitulos posteriores, todo e qualquer
tipo de variagio pode influenciar a fungio biologica e,
portanto, deve ser contabilizado em qualquer tentativa
de compreender a contribui¢do da genética para a saude
humana.

TRANSMISSAO DO GENOMA

A base cromossomica da hereditariedade reside na copia
do genoma e na sua transmissio de uma célula para sua
progénie durante a divisdo celular tipica e de uma geragio
para a proxima durante a reprodugdo, quando copias tnicas
do genoma de cada um dos pais se retinem em um novo
embrido.

Para alcangar essas formas de heranga do genoma relacio-
nadas mas distintas, existem dois tipos de divisio celular, a
mitose e a meiose. A mitose € a divisao de células somaticas
que regula o crescimento do corpo, a diferenciagdo ¢ os efei-
tos da regeneracio tecidual. A divisdo mitdtica normalmente
resulta em duas células-filhas, cada uma com cromossomos
e genes idénticos aos da célula-mie. Pode haver dezenas ou
mesmo centenas de mitoses sucessivas em uma linhagem de
células somaticas. Ao contrario, a meiose ocorre apenas nas
células da linha germinativa. A meiose resulta na formacio
de células reprodutivas (gametas), sendo que cada uma
delas possui apenas 23 cromossomos — um de cada tipo de
autossomo e ou X ou Y. Dessa forma, enquanto as células
somaticas possuem um conteiido cromossémico diploide
(diploos, duplo) ou 2n (i.e., 46 cromossomos), 0s gametas
possuem um contetdo haploide (haploos, Gnico) ou n (i.e.,
23 cromossomos). As alteragdes no nimero ou na estrutura
dos cromossomos, as quais em geral sio clinicamente sig-
nificativas, podem se originar tanto nas células somaticas
quanto nas células germinativas por erros na divisdo celular.

0 Ciclo Celular

O ser humano inicia sua vida como um ovocito fertilizado
(zigoto), uma célula diploide a partir da qual todas as células
do carpo (estimadas como sendo de aproximadamente 100
trilhdes em nimero) sdo derivadas por uma série de dezenas
ou mesmo centenas de mitoses. A mitose é, obviamente,
crucial para o crescimento e a diferenciagdo, mas ela cons-
titui apenas uma pequena parte do ciclo de vida de uma
célula. O periodo entre duas mitoses sucessivas ¢ chamado
de interfase, estado no qual uma célula passa a maior parte
de sua vida.

Imediatamente apés a mitose, a célula entra em uma fase,
chamada G;, em que ndo ha sintese de DNA (Fig. 2-8.).
Algumas células passam por esse estigio em horas; outras
despendem um tempo longo, dias ou anos, em G,. De fato,
alguns tipos celulares, tais como os neurénios e as hemadcias,
nio se dividem uma vez que estio totalmente diferenciadas;
em vez disso, elas permanecem presas em uma fase distinta
conhecida como Gy (“G zero™). Outras células, tais como
as células do figado, podem entrar em Gy, mas ap6s uma
lesio no 6rgio, retornam a G, e continuam por todo o ciclo
celular.

O ciclo celular é orientado por uma série de pontos
de controle que determinam o tempo despendido em
cada etapa na mitose. Além disso, os pontos de controle
monitoram e controlam a precisao da sintese de DNA,
bem como a montagem e fixagdo de uma rede elaborada
de microtibulos que facilita 0 movimento dos cromos-
somos. Caso seja detectada uma lesdo no genoma, esses



12 THOMPSON & THOMPSON GENETICA MEDICA

Telomero

Centrémero

Telémero

Cromaétides-irmas

Figura 2-8 Um ciclo celular mitético tipico, descrito no texto,
Os teldmeros, o centromero e as cromdtides-irmas estao indicados.

pontos de controle mitéticos interrompem a progressio
do ciclo celular até que reparos sejam realizados ou, se o
dano for excessivo, até que a célula seja instruida a morrer
por morte celular programada (um processo chamado de
apoptose).

Durante G,, cada célula contém uma co6pia diploide
do genoma. A medida que comega o processo de divi-
sdo celular, a célula entra na fase S, a fase da sintese
programada de DNA, conduzindo a replicagdo precisa
do DNA de cada cromossomo. Durante essa fase, cada
cromossomo, que em G; era uma molécula tinica de
DNA, é duplicado e consiste em duas cromatides- irmis
(Fig. 2-8), sendo que cada uma contém uma cdpia idéntica
da dupla hélice de DNA linear original. As duas cro-
matides-irmis sdo mantidas juntas fisicamente no cen-
tromero, uma regido de DNA que se associa a um nimero
especifico de proteinas para formar o cinetocoro. Essa
estrutura complexa serve para ligar cada cromossomo aos
microtibulos do fuso mitético e orientar o movimento
dos cromossomos durante a mitose. A sintese de DNA
durante a fase S ndo € sincronica em todos os cromos-
SOMOS Nem €m um cromossomo unico; em vez disso,
inicia-se em centenas até milhares de locais ao longo de
cada cromossomo, chamados de origens de replicacio
do DNA. Os segmentos de um cromossomo individual
possuem um tempo caracteristico de replicagio de 6 a 8
horas durante a fase S. As extremidades de cada cromos-
somo (ou cromatides) sdo marcadas por telémeros, que
consistem em sequéncias especializadas de DNA repetitivo
que garantem a integridade do cromossomo durante a
divisdo celular. A manutengdo correta das extremidades
dos cromossomos requer uma enzima especial chamada
telomerase, que assegura que as extremidades de cada
cromossomo sejam replicadas.

A natureza essencial desses elementos estruturais dos
Cromossomos e o seu papel em assegurar a integridade do
genoma sao ilustrados por uma série de condigoes clinicas
que resultam de defeitos em elementos do telémero ou
cinetocoro ou da maquinaria do ciclo celular, ou da replica-

¢do imprecisa de por¢des até mesmo pequenas do genoma
(Quadro). Algumas dessas condigdes serdo apresentadas em
mais detalhes nos capitulos seguintes.

CONSEQUENCIAS CLINICAS DE ANOMALIAS E VARIAGAO
NA ESTRUTURA E MECANICA DO CROMOSSOMO

Condigdes clinicamente relevantes, decorrentes de estru-
tura ou fungdo anormais de elementos cromossdmicos
durante a divisio celular, incluem:

e Um amplo espectro de anomalias congénitas em crian-
¢as com defeitos hereditirios em genes que codificam
componentes essenciais dos pontos de controle no fuso
mitdtico no cinetocoro

° Uma série de defeitos de nascimento e transtornos
do desenvolvimento devido a segregacio anomala de
cromossomos com centrémeros miltiplos ou ausentes
(Cap. 6)

* Uma variedade de cinceres associados a um excesso
de replicacdo (amplificagdo) ou alteracio do tempo de
replicacio em regides especificas do genoma na fase §
(Cap. 15)

e Sindrome de Roberts de retardo do crescimento, encur-
tamento dos membros e microcefalia em criangas com
altera¢bes em um gene necessario para o alinhamento
adequado das cromdtides-irmis e coesdo na fase S

* Faléncia ovariana prematura como uma das principais
causas de infertilidade do sexo feminino, devido 4 muta-
¢do em um gene meiose-especifico necessario para a
coesido correta das cromatides-irmas

* As chamadas sindromes dos telomeros, uma série de
distdrbios degenerativos que se apresenta desde a infan-
cia até a idade adulta em pacientes com encurtamento
anormal dos telémeros, devido a defeitos nos compo-
nentes da telomerase

¢ E, na outra extremidade do espectro, variantes génicas
comuns que se correlacionam com o nimero de copias
das repeti¢des nos telémeros e com a expectativa de
vida e a longevidade

No final da fase S, o contetido de DNA da célula estd
duplicado, e cada célula nova contém duas copias de genoma
diploide. Apds a fase S, a célula entra em um estagio breve
chamado de G,. Ao longo de todo o ciclo celular, a célula
aumenta gradualmente e, em seguida, duplica a sua mas-
sa total antes da préoxima mitose. A fase G, é finalizada
por mitose, que comega quando cromossomos individuais
tornam-se condensados e visiveis ao microscopio como
filamentos estendidos finos, um processo que ¢ discutido
detalhadamente na secio seguinte.

As fases Gy, S e G; constituem, juntas, a interfase. Em
células humanas tipicas em divisdo, as trés fases levam um
total de 16 a 24 horas, enquanto a mitose dura apenas 1 a
2 horas (Fig. 2-8). Hd uma grande variagio, no entanto, na
duracao do ciclo celular, que se estende de poucas horas em
células que se dividem rapidamente, tais como aquelas da
derme da pele ou da mucosa intestinal, até meses em outros
tipos celulares.
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Mitose

Durante a fase mitética do ciclo celular, um aparelho
elaborado assegura que cada uma das duas células-filhas
receba um conjunto completo de informagio genética. Esse
resultado é alcancado por um mecanismo que distribui
uma cromitide de cada cromossomo para cada célula-filha
(Fig. 2-9). O processo de distribuicdo de uma cépia de cada
cromossomo para cada célula-filha é chamado de segregacio
cromossomica. A importincia desse processo para o cres-
cimento celular normal é ilustrada pela observagio de que
muitos tumores sdo, invariavelmente, caracterizados por um
estado de desequilibrio genético resultante de erros mitoticos
na distribuicio dos cromossomos para as células-filhas.

O processo de mitose é continuo, mas cinco estagios, ilus-
trados na Figura 2-9, sdo distinguidos: profase, prometafase,
metafase, andfase e telofase.

e Profase. Este estigio é marcado por condensagio gra-
dual dos cromossomos, a formagio do fuso mitético e a
formacio de um par de centrossomos, a partir dos quais
microttibulos irradiam-se e, subsequentemente, assumem
posicoes nos polos da célula.

e Prometdfase. Aqui, a membrana nuclear se rompe, pos-
sibilitando que os cromossomos se dispersem dentro da
célula e se fixem, pelos seus cinetocoros, aos microtibulos
do fuso mitético.

e Metdfase. Nesta fase, os cromossomos sio maximamente
condensados e alinham-se no plano equatorial da célula.

e Andfase. Os cromossomos separam-se no Centromero € as
cromatides-irmas de cada cromossomo agora se tornam
cromossomos-filhos independentes, que se dirigem para
os polos opostos da célula.

Célula em Gy

Fase S

Interfase

Células em Gy

Cromatina
descondensada

Teléfase

Profase

Prometéfase |

Microtubulos

e Tel6fase. Agora, os cromossomos comegam a se des-
condensar do seu estado altamente contraido e uma mem-
brana nuclear comeca a se formar novamente em torno
de cada um dos dois nicleos-filhos, que retomam o seu
aspecto da interfase. Para concluir o processo de divisao
celular, o citoplasma é clivado por um processo conhecido
como citocinese.

Existe uma diferenga importante entre uma célula
que entra na mitose e aquela que acabou de completar o
processo. Uma célula em G, tem um genoma totalmente
replicado (i.e., um complemento 4n de DNA), e cada
cromossomo consiste em um par de cromatides-irmas.
Em contraste, apds a mitose, os cromossomos de cada
célula-filha tem apenas uma cépia do genoma. Essa copia
nio sera duplicada até que uma célula-filha, por sua vez,
atinja a fase S do préximo ciclo celular (Fig. 2-8). Todo o
processo de mitose garante, assim, a duplicagdo e distri-
buicdo ordenadas do genoma através de divisdes celulares
sucessivas.

0 Cariotipo Humano

Os cromossomos condensados de uma célula humana em
divisdo sdo mais facilmente analisados na metdfase ou
prometdfase. Nessas etapas, 0s Cromossomos sao visiveis
a0 microscopio como uma dispersiio cromossdmica; cada
Cromossomo consiste em suas cromatides-irmds, embora na
maioria das prepara¢des de cromossomos, as duas cromati-
des sejam mantidas unidas de modo tdo firme que raramente
sdo visiveis como entidades separadas.

Conforme afirmado anteriormente, existem 24 tipos dife-
rentes de cromossomos humanos, sendo que cada um deles

Inicio da mitose

Centrossomos

Figura 2-9 Mitose. Somente dois pares
de cromossomos sio mostrados. Veja mais
detalhes no texto.
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Figura 2-10 Dispersao cromossémica preparada a partir de uma
cultura de linfécitos que foi corada pela técnica de bandeamento
de Giemsa (bandas G). O niicleo corado mais escuro adjacente aos
cromossomos ¢ de uma célula diferente em interfase, quando o
material cromossomico esta difuso por todo o nicleo. Veja Fontes
& Agradecimentos.

pode ser distinguido citologicamente por uma combinacio de
tamanho total, de localizagio do centrémero e do contetido
da sequéncia, este dltimo com um reflexo de varios métodos
de coloragao. O centrémero é evidente como uma constrigio
primaria, um estreitamento das cromatides-irmas devido a
formacdo do cinetocoro. Este ¢ um marco citogenético reco-
nhecivel, que divide o cromossomo em dois bragos, um braco
curto designado p (para petit) e um brago longo designado q.

A Figura 2-10 mostra uma célula em prometafase,
na qual os cromossomos foram corados com o método
de coloragao Giemsa (bandeamento G) (Cap. 5). Cada
par de cromossomos cora-se em um padrdo caracteris-
tico de bandas claras e escuras alternadas (bandas G) que
se correlaciona grosseiramente com as caracteristicas da
sequéncia de DNA subjacente, tais como a composi¢iao
de bases (i.c., a percentagem de pares de base que sio GC
ou AT) e a distribuicao dos elementos de DNA repetitivo.
Com tais técnicas de bandeamento, todos os cromossomos
podem ser distinguidos individualmente, e a natureza de
muitas alteragGes estruturais ou numéricas pode ser deter-
minada, como vamos examinar com mais detalhes nos
Capitulos 5 ¢ 6.

Embora os especialistas possam frequentemente analisar
cromossomos metafdsicos diretamente ao microscopio, um
procedimento comum é cortar os cromossomos de uma
imagem digital ou fotomicrografia e organiza-los em pares
em uma classificagdo padronizada (Fig. 2-11). O quadro
completo é chamado de caridtipo. A palavra cariétipo é utili-
zada também para se referir a um conjunto de cromossomos
padronizados de um individuo (“um cariétipo masculino
normal™) ou de uma espécie (“o cariétipo humano”) e,

como um verbo, para o processo de preparacio dessa figura
padronizada (“cariotipar™).

Ao contririo dos cromossomos observados em prepara-
¢oes coradas ao microscopio ou em fotografias, os cromos-
somos de células vivas sdo estruturas fluidas e dinimicas.
Durante a mitose, a cromatina de cada cromossomo da
interfase condensa-se substancialmente (Fig. 2-12). Quan-
do estd em maxima condensa¢io na metafase, o DNA
cromossomico é de cerca de 1/10.000 em relacdo ao seu
estado totalmente estendido. Quando os cromossomaos sdao
preparados para revelar as bandas (como nas Figs. 2-10
e 2-11), até 1.000 ou mais bandas podem ser reconhecidas
em preparagoes coradas de todos os cromossomos. Cada
banda citogenética contém, portanto, até 50 ou mais genes,
embora a densidade de genes no genoma, como mencionado
anteriormente, seja variavel.

Meiose

A meiose, o processo pelo qual as células diploides dao ori-
gem a gametas haploides, envolve um tipo de divisio celular
que ¢ exclusivo de células germinativas. Em contraste com
a mitose, a meiose consiste em uma etapa de replicacio do
DNA seguida de duas etapas de segregagio cromossomica e
divisdo celular (veja meiose I e meiose I na Fig. 2-13). Como
delineado aqui e ilustrado na Figura 2-14, a sequéncia geral
de eventos nas meioses masculina e feminina é a mesma; no
entanto, o momento da gametogénese é muito diferente nos
dois sexos, como iremos descrever de modo mais completo
adiante neste capitulo.

A meiose I é também conhecida como a divisdo reducio-
nal porque é a divisio em que o nimero de cromossomos é
reduzido a metade por meio do pareamento dos homélogos
na préfase e pela sua segregacio em células diferentes na
anifase da meiose I. A meiose I também é notavel porque
¢ a fase em que ocorre a recombinagio genética (rambém
chamada de crossing over meiético). Nesse processo, como
mostrado por um par de cromossomos na Figura 2-14,
segmentos homélogos de DNA sio trocados entre as cro-
matides ndo irmds de um par de cromossomos homaélogos,
garantindo assim que nenhum dos gametas produzidos pela
meiose seja idéntico ao outro. As consequéncias conceituais
e praticas da recombinacdo para muitos aspectos da genética
e genomica humana sao substanciais e estdo descritas no
Quadro ao final desta se¢io.

A profase da meiose [ difere da profase mitdtica de virias
formas, com consequéncias genéticas importantes, porque
os cromossomos homaélogos precisam parear-se e trocar
informagGes genéticas. A fase inicial mais critica é chamada
zigoteno, quando cromossomos homélogos comecam a
se alinhar ao longo de toda a sua extensdo. O processo
de pareamento meidtico — chamado de sinapse — é nor-
malmente preciso, colocando sequéncias de DNA corres-
pondentes em alinhamento ao longo da extensio do par
cromossdmico inteiro. Os homélogos pareados — agora
chamados de bivalentes — sao mantidos unidos por uma
estrutura proteica semelhante a uma fita chamada de com-
plexo sinaptonémico, que é essencial para o processo de
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Figura2-11 Cariétipo humano masculino com bandeamento de Giemsa (bandas G). Os cromossomos estao
no estigio de prometafase da mitose ¢ estio dispostos em uma classificagio padronizada, numerados de 1222
em ordem de tamanho, com os cromossomos X e Y mostrados separadamente. Veja Fontes & Agradecimentos.

Metafase
Descondensagao a
medida que a célula
retorna a interfase

Cromatina Profase
descondensada

Condensagéo a
medida que a /
mitose € iniciada

Figura 2-12 Ciclo de condensagiio e desconden-
sagio conforme um cromossomo prossegue pelo
ciclo celular,
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Quatro gametas haploides

Figura 2-13 Representacio simplificada das etapas essenciais na
meiose, consistindo em uma rodada de replicagio do DNA seguida
por duas rodadas de segregagiao cromossémica, meiose | e meiose I1.

recombinagdo. Apds a sinapse estar concluida, o crossing
over meidtico ocorre durante o paquiteno, apos o qual o
complexo sinaptonémico ¢ degradado.

A metafase I comega, como na mitose, quando a membra-
na nuclear desaparece. Um fuso se forma e os cromossomos
pareados alinham-se no plano equatorial com seus cen-
tromeros orientados para diferentes polos (Fig. 2-14).

A anifase da meiose I novamente difere da fase corres-
pondente da mitose. Aqui, sio os dois membros de cada
bivalente que se separam, nio as cromatides-irmas (compare
a Fig. 2-14 com a Fig. 2-9). Os centrémeros homélogos (com
suas cromdtides-irmas fixadas) sao puxadas para os polos
opostos da célula, um processo denominado disjuncio. Assim,
o nimero de cromossomos ¢é dividido pela metade, e cada
produto celular da meiose I possui um namero haploide de
cromossomos. Os 23 pares de cromossomos homélogos orde-
nam-se independentemente um do outro e, como resultado, os
conjuntos de cromossomos paternos e maternos originais sio

Figura 2-14 A meiose e suas consequéncias. Um par cromossdmico
linico e um crossover unico sio mostrados, levando a formagio de qua-
tro gametas distintos. Os cromossomos replicam-se durante a interfase
e comegam a se condensar 3 medida que a célula entra na préfase da
meiose I. Na meiose I, os cromossomos fazem sinapse e recombinam-se.
Um crossing over é visivel 3 medida que os homélogos se alinham na
metifase I, com os centrémeros orientados para polos opostos. Na
anafase I, a troca de DNA entre os homélogos ¢ evidente, pois os cro-
mossomos sdo puxados para polos opostos. Apés completar a meiose
I e a citocinese, a meiose II prossegue com uma divisio semelhante a
da mitose. Os cinetocoros-irmdos separam-se e movem-se para polos
opostos na andfase II, obtendo-se quatro produtos haploides.

Interfase

Meiose |

Metafase |

Anéfase |

Interfase

Meiose Il

Gametas " .



CAPITULO 2 — INTRODUGAO AO GENOMA HUMANO 17

organizados em combinacdes aleatérias. O nimero possivel de
combinagdes dos 23 pares de cromossomos que podem estar
presentes nos gametas ¢ de 2** (mais do que oito milhdes).
Devido ao processo de crossing over, no entanto, a variagio
do material genético que é transmitido de mie para filho é
realmente muito maior do que esta. Como resultado, cada
cromatide caracteristicamente contém segmentos derivados de
cada um dos membros do par de cromossomos parental ori-
ginal, tal como ilustrado esquematicamente na Figura 2-14.
Por exemplo, nessa fase, um cromossomo humano tipico
grande seria composto de trés a cinco segmentos, de origens
paterna e materna alternadamente, como inferido a partir das
variantes da sequéncia de DNA que distinguem os respectivos
genomas parentais (Fig. 2-15).

CONSEQUENCIAS GENETICAS E RELEVANCIA MEDICA
DE RECOMBINACAO HOMOLOGA

A ligdo de casa dessa parte do capitulo é simples: o conten-
do genético de cada gameta é tinico, por causa da variedade
aleatéria dos cromossomos parentais que embaralham a
combinagdo de variantes de sequéncia entre cromossomos
e por causa de recombinacio homdloga que embaralha
a combinacio de variantes de sequéncia dentro de cada
cromossomo. Isto tem consequéncias significativas para os
padrdes de variagdo gendmica entre diferentes populagoes
ao redor do mundo e para o diagnéstico e aconselhamento
de muitas condi¢des comuns com padrdes complexos de
heranca (Caps. 8 e 10).

Os valores e padroes de recombinagido meidtica sido
determinados pelas variantes de sequéncia em genes espe-
cificos e em hots spots (“pontos quentes”) especificos, dife-
rindo entre os individuos, entre os sexos, entre as familias
e entre as populagoes (Cap. 10).

Pelo fato de a recombinagio envolver o entrelagamento
fisico de dois homdlogos até o ponto adequado durante
a meiose I, também é importante garantir a segregacao
cromossomica adequada durante a meiose. A falha em
recombinar adequadamente pode levar 2 ma segregacao
cromossémica (ndo disjuncao) na meiose [ e é uma causa
frequente de perda gestacional e de anomalias cromos-
somicas como a sindrome de Down (Caps. 5 e 6).

Grandes esforcos continuos para identificar genes e
suas variantes responsaveis por varias condigoes clinicas
dependem do rastreamento da heranga de milhées de diferen-
cas de sequéncia dentro das familias ou do compartilhamento
de variantes dentro de grupos de individuos até mesmo nio
aparentados, acometidos por uma determinada condi¢ao. A
utilidade dessa abordagem, que descobriu milhares de asso-
ciagoes gene-doenga até o momento, depende dos padroes
de recombinacdo homéloga na meiose (Cap. 10).

Embora a recombinagao homdéloga em geral seja preci-
sa, dreas de DNA repetitivo no genoma e genes com nime-
ro de copias variavel na populagio sdo propensos a um
ocasional crossing over desigual durante a meiose, levando
a variagdes em caracteristicas clinicamente relevantes, tais
como resposta a firmacos, doengas comuns como as talas-
semias ou o autismo, ou anomalias da diferenciagdo sexual
(Caps. 6, 8 e 11).

Embora a recombina¢io homéloga seja uma parte
normal e essencial da meiose, ela também ocorre, embora
mais raramente, em células somadticas. As anomalias na
recombinagio somatica sao uma das causas de instabili-
dade gendémica no cancer (Cap. 15).

Sequéncias
de DNA do avd

Sequéncias
de DNA da avé

Cromossomos
paternos

Cromossomo paterno
herdado pela Crianga 1

Cromossomo paterno
herdado pela Crianga 2

Figura 2-15 Efeito da recombinagio homéloga na meiose. Neste
exemplo, representando a heranca de sequéncias em um cromossomo
grande tipico, um individuo rem homélogos distintos: um contendo
sequéncias herdadas de seu pai (em azul) e um contendo sequéncias
homélogas de sua mae (em roxo). Apos a meiose na espermatogénese,
ele transmite uma cdpia completa dnica desse cromossomo para seus
dois filhos. Contudo, como resultado do crossing over (setas), a copia
que ele transmite para cada filho é composta por segmentos alternados
das sequéncias dos dois avés. A crianga 1 herda uma cépia depois de
dois crossovers, ao passo que a crianga 2 herda uma copia com trés
€rossovers.

Depois da tel6fase da meiose I, as duas células-filhas
haploides entram na interfase meidtica. Em contraste com
a mitose, esta interfase é breve, e a meiose II comega. O
ponto notavel que distingue a interfase mitotica da meio-
tica é que ndo existe fase S (i.e., ndo ha sintese de DNA
e duplicagdo do genoma) entre a primeira e a segunda
divisio meidtica.

A meiose II é semelhante a uma mitose normal, exceto
que o numero de cromossomos € 23 em vez de 46; as
cromatides de cada um dos 23 cromossomos separam-se
e uma cromdtide de cada cromossomo passa para cada
célula-filha (Fig. 2-14). No entanto, como mencionado
anteriormente, por causa do crossing over na meiose I, os
cromossomos dos gametas resultantes ndo sdo idénticos
(Fig. 2-13).



18 THOMPSON & THOMPSON GENETICA MEDICA

GAMETOGENESE HUMANA E FERTILIZACAO

As células da linhagem germinativa que passam por meiose,
0s espermatocitos primarios ou ovocitos primdrios, sao
derivadas do zigoto por uma longa série de mitoses antes
do inicio da meiose. Os gametas masculinos e femininos
tém historias diferentes, marcadas por diferentes padrdes
de expressio de genes que refletem sua origem de desen-
volvimento como um embriio XY ou XX. As células ger-
minativas primordiais humanas sdo reconheciveis na 4*
semana do desenvolvimento fora do embrido propriamente,
no endoderma do saco vitelino. A partir dai, elas migram
durante a 6" semana para as cristas genitais e associam-se
a células somaticas formando as gdnadas primitivas, que
logo se diferenciam em testiculos ou ovarios, dependendo
da constitui¢do do cromossomo sexual das células (XY ou
XX), conforme examinamos com mais detalhes no Capitu-
lo 6. Tanto a espermatogénese como a ovogénese exigem
meiose, mas possuem diferencas importantes nos detalhes e
no tempo despendido, o que pode ter consequéncias clinicas
¢ genéticas para a prole. A meiose feminina é iniciada mais
cedo durante a vida fetal, em um ndmero limitado de células.
Ao contrario, a meiose masculina é iniciada continuamente
em muitas células a partir de uma populagio de células em
divisdo por toda a vida adulta do homem.

No sexo feminino, estagios sucessivos da meiose ocorrem
durante virias décadas — no ovario fetal antes de a mulher
em questao até mesmo nascer, no ovocito proximo ao perio-
do da ovulag¢do na mulher sexualmente madura, e apos a
fertilizacdo do évulo que pode tornar-se a prole daquela
mulher. Embora os estdgios pos-fertilizagio possam ser
estudados in vitro, o acesso aos estagios iniciais é limitado.
O material testicular para o estudo da meiose masculina
¢ menos dificil de ser obtido, pois uma biopsia testicular
¢ incluida na avalia¢do de muitos homens que procuram
atendimento em clinicas de infertilidade. Ainda ha muito a
ser aprendido sobre a citogenética, bioquimica e mecanismos
moleculares envolvidos na meiose normal e sobre as causas
¢ consequéncias das irregularidades meidticas.

Espermatogénese

Os estagios da espermatogénese sao mostrados na Figu-
ra 2-16. Os tibulos seminiferos dos testiculos sdo revestidos
com espermatogonias, que se desenvolvem a partir de células
germinativas primordiais por uma longa série de mitoses e
que estao em diferentes estagios de diferenciagio. O esperma
(espermatozoides) é formado somente apds a maturidade
sexual ser atingida. O dltimo tipo de célula na sequéncia de
desenvolvimento é o espermatdcito primario, uma célula
germinativa diploide que sofre meiose I, formando dois
espermatocitos secundarios haploides. Os espermatdcitos
secunddrios rapidamente entram na meiose II, cada um
formando duas espermatides, que se diferenciam, sem mais
divisdes, nos espermatozoides. Nos seres humanos, o proces-
so completo leva cerca de 64 dias. O enorme niimero de
espermatozoides produzidos, aproximadamente 200 milhdes
por ejaculagao e com uma estimativa de 10'* durante toda a
vida, exige virias centenas de mitoses sucessivas.

Testiculos

Espermatogonia

Espermatdcito
primario 46 X,Y

©
7]
12)
[}
=
()
(7]
A2
)
=
Espermatides
23X 23,X 23,Y 23Y

Figura 2-16 Espermatogénese humana em relagio a duas divisdes
meidticas. A sequéncia de eventos comega na puberdade ¢ leva cerca
de 64 dias para ser concluida. O niimero do cromossomo (46 ou 23)
e a constituigdo dos cromossomos sexuais (X ou Y) de cada célula
sdo mostrados. Veja Fontes & Agradecimentos.
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Como discutido anteriormente, a meiose normal exige
o pareamento de cromossomos homélogos, seguido de
recombinagiao. Os autossomos e os cromossomos X no
sexo feminino ndo apresentam dificuldades incomuns nesse
aspecto; mas como ficam os cromossomos X e Y durante
a espermatogénese? Embora os cromossomos X e Y sejam
diferentes e ndo sejam homélogos em um sentido estrito, eles
possuem segmentos curtos relativamente idénticos nas extre-
midades de seus respectivos bragos curtos (Xp e Yp) e longos
(Xg e Yq) (Cap. 6). O pareamento e o crossing over ocorrem
em ambas as regides durante a meiose 1. Esses segmentos
homalogos sio chamados de pseudoautossdémicos, refletindo
o seu comportamento de pareamento e recombinagio seme-
lhante ao dos autossomos, apesar de estarem em diferentes
CrOMOSSOMOS sexuais.

Ovocitogénese

Ao contrario da espermatogénese, que ¢ iniciada apenas na
puberdade, a ovocitogénese inicia-se durante o desenvolvi-
mento fetal da mulher (Fig. 2-17). Os ovdcitos se desenvol-
vem a partir de ovogonias, células do cortex ovariano que
desceram das células germinativas primordiais por uma
série de cerca de 20 mitoses. Cada ovogonia ¢ uma célula
central em um foliculo em desenvolvimento. Por volta do
3° més de desenvolvimento fetal, as ovogonias do embriio
comegam a se desenvolver em ovdcitos primarios, sendo que
a maioria deles jd entrou na préfase da meiose 1. O processo
de ovogénese nio € sincronizado, e tanto o estagio inicial
como o tardio coexistem no ovirio fetal. Embora existam
varios milhdes de ovocitos no momento do nascimento, a
maioria destes degenera; os outros permanecem retidos na
profase I (Fig. 2-14) ao longo de décadas. Apenas cerca de
400, por fim, amadurecem e ovulam como parte de um ciclo
menstrual da mulher.

Depois que uma mulher atinge a maturidade sexual, os
foliculos individuais comegam a crescer e amadurecer, e
poucos (em média um por més) sdo ovulados. Pouco antes
da ovulagio, o ovécito rapidamente completa a meiose I,
dividindo-se de forma que uma célula torna-se o ovécito
secundario (um ovo ou dvulo), contendo a maior parte
do citoplasma com suas organelas; a outra célula torna-se
o primeiro glébulo polar (Fig. 2-17). A meiose 1l comeca
prontamente e prossegue para o estagio de metafase durante
a ovulagdo, onde ela para novamente, e ¢ somente concluida
se ocorrer a fertilizagio.

Fertilizacao

A fertilizagdo do ovdcito geralmente ocorre nas tubas de
Falépio dentro de mais ou menos 1 dia de ovulagio. Embora
muitos espermatozoides possam estar presentes, a pene-
tragao de um tnico espermatozoide no ovocito desencadeia
uma série de eventos bioquimicos que geralmente ajuda a
impedir a entrada de outro espermatozoide.

A fertilizagdo é seguida pela conclusio da meiose 11, com a
formacao do segundo globulo polar (Fig. 2-17). Os cromos-
somos do ovocito fertilizado e do espermatozoide formam

Ovdcito primario

no foliculo
Q
0 Interrupgéo na
o )
D préfase | até a
= l maturidade
sexual
Ovdcito secundario
Fuso meidtico
1? glébulo polar
Q
7]
A=
Q
=

Ovulo maduro

Figura 2-17 Ovocitogénese humana e fertilizacio em relagio as duas
divisdes meioticas. Os ovocitos primdrios sio formados no pré-natal e
permanecem suspensos na profase da meiose I por anos até o inicio da
puberdade. Um ovécito completa a meiose 1a medida que seu foliculo
amadurece, resultando em um ovécito secunddrio e no primeiro globulo
polar. Apds a ovulagio, cada ovécito continua até a metifase da meiose
II. A meiose I1 é concluida somente se a fertilizagdo ocorrer, resultando
em um ovulo maduro fertilizado e no segundo globulo polar.
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proniicleos, cada um circundado por sua propria membrana
nuclear. Apenas com a replicacio dos genomas parentais apos
a fertilizagdao é que os dois genomas haploides se tornam
um genoma diploide dentro do nicleo partilhado. O zigoto
diploide divide-se por mitose, formando duas células-filhas
diploides, a primeira etapa na série de divisoes celulares que
iniciam o processo de desenvolvimento embriondrio (Cap. 14).
Embora o desenvolvimento se inicie no momento da con-
cepgao, com a formacgio do zigoto, na medicina clinica o esta-
gio e a duragdo da gravidez sio geralmente medidos como a
“idade menstrual”, datada a partir do inicio do 1ltimo periodo
menstrual da mae, cerca de 14 dias antes da concepcio.

RELEVANCIA CLINICA DA MITOSE
E DA MEIOSE

A importincia biologica da mitose e da meiose encontra-se
na garantia da constincia do nimero de cromossomos — e
assim, da integridade do genoma — de uma célula para a
sua progénie e de uma geracao para a seguinte. A relevancia
médica desses processos encontra-se nos erros de um ou
outro mecanismo de divisao celular, levando a formacio de
um individuo ou de uma linhagem celular com um nimero
anormal de cromossomos e, portanto, com uma quantidade
anormal de material gendémico.

Como podemos ver em detalhes no Capitulo 5, a ndo
disjun¢io meidtica, particularmente na ovocitogénese, ¢ o
mecanismo mutacional mais comum em nossa espécie, sendo
responsavel por fetos cromossomicamente anormais em
pelo menos uma grande porcentagem de todas as gestagdes
reconhecidas. Entre as gestacdes que chegaram a termo,
as anormalidades cromossdmicas sdo a principal causa de
defeitos do desenvolvimento, falhas em superar o periodo
neonatal, e deficiéncia intelectual.

PROBLEMAS

A ndo disjun¢io mitdtica em células somaticas tam-
bém contribui para doencas genéticas. A ndo disjuncdo
logo apds a fertilizacdo, seja no embrido em desenvol-
vimento ou em tecidos extraembriondrios como a pla-
centa, leva ao mosaicismo cromossdmico que pode estar
subjacente a algumas condig¢des clinicas, tais como uma
propor¢ao de pacientes com sindrome de Down. Além
disso, a segregagio cromossomica anormal em tecidos
que se dividem rapidamente, tais como as células do
colo, é frequentemente uma etapa no desenvolvimento
de tumores cromossomicamente anormais, de modo que
a avaliagdo do equilibrio cromossomdmico e genémico
¢ um exame diagndstico e progndstico importante em
muitos canceres.
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1. Em um determinado locus, uma pessoa tem dois alelos, A
ea.
a. Que alelos estardo presentes nos gametas dessa pessoa?
b. Quando A e a se separam (1) se nio houver crossing
over entre o locus e o centromero do cromossomo? (2)
se houver um tnico crossover entre o locus e o cen-
tromero?

2. Qual € a principal causa de alteracdes cromossémicas
numéricas em seres humanos?

3. Desconsiderando o crossing over, que aumenta a quanti-
dade de variabilidade genética, estime a probabilidade de
que todos os seus cromossomos tenham vindo para vocé a
partir de sua avo paterna e da sua avo materna. Vocé seria
homem ou mulher?

4. Um cromossomo que entra em meiose é composto por
duas cromatides- irmas, sendo que cada uma delas é uma
molécula tnica de DNA.

a. Em nossa espécie, no final da meiose I, quantos cromos-
somos existem por célula? Quantas cromatides?

b. No final da meiose II, quantos cromossomos existem
por célula? Quantas cromatides?

¢. Quando o nimero diploide de cromossomos é res-
taurado? Quando a estrutura de duas cromatides de
um cromossomo metafasico tipico é restaurada?

5. A partir da Figura 2-7, estime o niimero de genes por
milhdo de pares de bases nos cromossomos 1, 13, 18, 19,
21 e 22. Seria esperado que uma anormalidade cromos-
somica de tamanho igual nos cromossomos 18 ou 19 tives-
se grande impacto clinico? E nos cromossomos 21 ou 22?



