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Prefacio

As paginas deste livro foram cuidadosamente pensadas para abrir
portas para um universo fascinante — o da Genética. Um campo que
nao apenas explica o que somos, mas também nos projeta para o
futuro da ciéncia, da medicina e da propria humanidade.

Nas ultimas décadas, presenciamos descobertas que pareciam
ficgdo cientifica: manipulagao genética, terapias génicas, testes mole-
culares, vacinas baseadas em RNA mensageiro... tudo isso moldando
o presente e redesenhando o futuro. Mas para entender a grandiosi-
dade desses avancgos, € preciso dar o primeiro passo: compreender
o DNA.

Este livro foi escrito com a intengao de tornar essa jornada aces-
sivel. Os conceitos aqui ndo sao tratados com distancia académica,
mas com proximidade, clareza e, principalmente, paixao. Ele foi feito
para quem esta comecgando, para quem tem curiosidade, para quem
deseja entender — e se encantar.

Leia com atencdo, com olhos curiosos e mente aberta. Permita-se
surpreender com a beleza dos processos biolégicos, com a logica
dos genes, com o intricado funcionamento da vida em seu nivel mais
intimo.

O conhecimento verdadeiro se revela mais profundamente a cada
novo olhar.

Porque a Genética nao é apenas uma ciéncia.

E uma forma de entender a vida.

Boa leitura!

Eliane Patricia Cervelatti-Mendonca
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DNA
ESTRUTURA, ORGANIZACAO
E REPLICACAO

" Vocé certamente ja ouviu falar sobre
Genética e DNA. Mas como é essa molé-
cula, afinal de contas? Como ela pode ser
observada no interior de uma célula euca-
rionte? As células sdo capazes de duplica-lo?
Como isso acontece? A resposta a cada uma
dessas perguntas vocé encontrara ao longo
desse capitulo!



1.1 - ESTRUTURA DO DNA

Ha muitos aspectos a serem abordados na Genética, mas a com-
preensao de cada um deles certamente sera mais facil se inicialmente
discutirmos a estrutura da molécula de DNA em si.

A estrutura em dupla hélice do DNA foi descrita em 1953 (um fato
relativamente recente na ciéncia) na Universidade de Cambridge (In-
glaterra), por Francis Crick e James Watson, ou simplesmente Wa-
tson e Crick. No entanto, embora ndo tenha tido o merecido reco-
nhecimento na época, os resultados dos estudos realizados por uma
cientista chamada Rosalind Franklin foram determinantes para essa
descoberta. Infelizmente isso aconteceu pelo simples fato de se tratar
de uma mulher. Que fique registrado aqui contribuicdo dessa notavel
pesquisadora para essa descoberta tdo importante para a ciéncia!

Mas como é, afinal de contas, o DNA? Vamos comecar falando
sobre a sua composi¢ao: nucleotideos. Esses sao os ‘monémeros,’
ou pequenas unidades que se unem para formar uma molécula muito
maior, o DNA. Os nucleotideos, por sua vez, sdo formados por fos-
fato, agucar (uma pentose) e uma base nitrogenada: adenina, timina,
citosina e guanina que, de acordo com sua estrutura quimica, sao
classificadas como purinas (adenina e guanina) ou pirimidinas (cito-
sina e timina). De fato, o que diferencia um nucleotideo do outro é
justamente a sua base nitrogenada. Para facilitar a sua compreensao,
a estrutura de cada um desses mondmeros € apresentada na figura

1.1 de modo simplificado, mas tenha em mente que ndo encontramos



simbolos geométricos e sim estruturas quimicas nessa molécula ok?

BASE
NITROGENADA

FOSFATO BASE NITROGENADA - BASE NITROGENADA -

PIRIMIDINA PURINA

__________________________________________________________________________

TIMINA CITOSINA

FOSFATO FOSFATO
5 5

e ADENINA P GUANINA
5 5

Figura 1.1: A) llustracao simplificada da estrutura de um nucleotideo (os nimeros de
1 a 5 representam os locais onde se encontram os carbonos dessa pentose); B) Re-
presentagao ilustrativa da estrutura das bases nitrogenadas purinas e pirimidinas e C)
llustragao simplificada da timina, citosina, adenina e guanina (encontrados no DNA).

Para formar o DNA, os nucleotideos se unem originando uma ‘ca-
deia de nucleotideos’. Mas como isso acontece afinal de contas? Nes-
se caso, a ligacédo sé ocorre no carbono 3° (Ié-se 3 ‘linha’) de forma
que, apo6s a formacgao da cadeia de nucleotideos, sera possivel iden-
tificar o seu inicio e o seu fim. Isso mesmo, na extremidade onde se
encontra o carbono 5 (Ié-se 5 ‘linha’) é o inicio e na 3" o final. Parece
complicado? Calma, esse processo esta ilustrado nas figuras 1.2 e

1.3 abaixo para facilitar a sua compreenséo.
9



TIMINA
FOSFATO
5

!
!
!
!
TIMINA !
!
|
!
|
|
|
!
|
!
|
!
|
|
i 5
|
|
!
|
|
|
|
|
|
|
1
|
!
|
|
|

FOSFATO

GUANINA
’ FOSEATD GUANINA FOSFATO
. 5
i Local de unido com o
| proximo nucleotideo
1
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Figura 1.2: llustragdo demonstrando os estagios sucessivos na formagédo de uma
cadeia de nucleotideos (as setas indicam o local de unido entre eles). Note em ‘A,
‘B’ e ‘C’ 0 aumento da cadeia e a unido dos nucleotideos sempre no carbono 3.

I____________________________________________—___Il ___________________________ ]
| 5’ = Inicio i 1
. TIMINA i i
! FOSFATO l i ]
| 5 e |
| 1 1
1 [ ] ’ |
1 (I ) 5 1
| () 1
1 L ]
1 L 1
1 (N T :
1 [
! FOSFATO SUANINA i G !
| 5 [} |
1 [ 1
1 [Nl A !
1 3l !
1 [ ) 1
] 11 1
1 (e ] G |
1 3.1 1
] () " 1
! FOSFATO ADENINA i 3 !
1 [ 1
I s [} |
1 [ ) ]
| [ 1
1 () |
1 [} 1
| () 1
!
i i T G A G |
i FOSFATO S 5 Y !
| 5 1 1
] 5] 1
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] 1 | ]
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1 [ ) 1
| () 1
1 () !
1 . ’ N |
! “ 3" =Fim i )
b e e A e Tl ol i e i S el A A B o L O A S O R |

Figura 1.3: A) llustragdo demonstrando uma cadeia de nucleotideos. E possivel
observar as extremidades 5°(inicio) e 3'(fim). B) Maneiras simplificadas de se repre-
sentar uma cadeia de nucleotideos do DNA.

10



Bem, ja entendemos como uma cadeia de nucleotideos é formada.
No entanto, o DNA é composto por duas cadeias de nucleotideos que
apresentam algumas caracteristicas muito importantes. 1) elas sao
complementares, sempre se formam ‘pares’ especificos: adenina com
guanina (ou vice-versa) e timina com citosina (ou vice-versa); 2: elas
sao antiparalelas, ou seja, estao lado a lado mas em dire¢des opostas
e 3) sao unidas por pontes de hidrogénio (pares citosina/guanina com
3 pontes de hidrogénio e pares adenina/timina com duas). A diferenca
na quantidade de pontes de hidrogénio entre os pares de nucleoti-
deos se deve a estrutura quimica de cada um, a qual permite a forma-

¢ao de duas ou trés pontes de H (figura 1.4).

3" =Fim
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1
1
1
1
1
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OLv4504 g
I
|
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1
|
|
1

— ADENINA  uniaiL
5" = Inicio
3" =Fim

Figura 1.4: A) llustragdo mostrando as duas cadeias de nucleotideos do DNA. Note
que elas estdo em sentidos opostos (sdo antiparalelas), sempre se formam pares
especificos (sdo complementares) e estdo unidas por pontes de Hidrogénio (linhas
tracejadas que unem cada par de nucleotideos). B) Apresentacao simplificada das
duas cadeias de nucleotideos (note que suas principais caracteristicas estao repre-
sentadas).




Conhecendo um pouco mais sobre a estrutura do DNA e como
interpreta-la, é possivel determinar o tamanho da sequéncia de nu-

cleotideos analisada, conforme apresentado na figura 1.5 abaixo.

Figura 1.5: llustragdo mos-
trando de maneira simplifica-
da como as duas cadeias de
nucleotideos do DNA podem
ser representadas. Note que é

|
I
I
|
|
Sequéncia de DNA |
|
| possivel determinar o tamanho
i
1
|
|
|
i
I

bisgslow da sequéncia de DNA contan-

do o numero de pares de ba-
ses.

T
A
C
C
G
-G contendo 11 pares de
T
A simplesmente 11 pb).
G
T
A

Por fim, essas duas cadeias de nucleotideos ‘se enrolam’ for-

mando a dupla-hélice de DNA (figura 1.6).

JEme o TS NN PR ARIEANRS WA WSy N WSS, MRASSNIN WASININAS, mes 1

i 5" = Inicio 3’ =Fim E .

I A==T | Figura 1.6: A) llustragcdo mos-
i 'l trando de maneira simplificada
: TE=A ' como as duas cadeias de nu-
' G == ' cleotideos do DNA podem ser
: '| representadas e B) Dupla-héli-
! GEEC '| ce de DNAformada a partir das
! C::6 ! cadeias de nucleotideos apre-
. o 1| sentadas em ‘A’ (representa-
:3 = Fim 5 = nicig i| das em cores diferentes para
! E sua melhor compreenséo).

! 1

! 1

L I © I :

Entendemos agora a composicédo e estrutura do DNA! E im-
portante ressaltar aqui que esses aspectos basicos da molécula se

12



aplicam a todas as espécies. Isso mesmo, desde uma bactéria até
0 ser humano, todos os seres vivos possuem DNA com 0s mesmos
nucleotideos que se unem e formam uma dupla-hélice. No entanto,
para cada espécie o tamanho da molécula, bem como a sequéncia de
nucleotideos ali armazenada sao diferentes. A partir de agora nosso
interesse se volta especificamente para o DNA humano. Se ja sabe-

mos como ele €, como vamos encontra-lo em nossas células?

1.2 - ORGANIZAGAO DO DNA DURANTE O CICLO CELULAR:
CROMATINA E CROMOSSOMO

A organizagdo do DNA humano no interior de uma célula varia de
acordo com a etapa do ciclo celular em que ela se encontra. Dessa
forma, precisamos abordar (ainda que resumidamente), alguns as-

pectos fundamentais sobre esse assunto.

O ciclo de vida de uma célula é dividido em: |) interfase (mo-
mento em que a célula ndo esta se dividindo) e Il) mitose (divisao ce-
lular que ocorre na maioria das células, pois a meiose ocorre somente
para formagao dos gametas). A mitose e meiose serdo descritas pos-
teriormente, portanto vamos destacar aqui alguns aspectos da interfa-
se. Essa etapa do ciclo celular € subdividida em: G1 (‘G’ de ‘Gap’, que
significa ‘intervalo’ em inglés), S ‘(de ‘sintese) e G2.

Ao final da mitose, as células formadas estdo em interfase,

mais precisamente em G1. Nesse momento, a célula desempenhara
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suas fung¢des no corpo humano e, na auséncia de algum sinal pro-
liferativo, que estimule a progressao no ciclo, ela pode permanecer
por um tempo indeterminado nessa fase (GO = ‘G zero”). No entanto,
quando fatores proliferativos estimulam o avango no ciclo, a célula
entra na fase S, quando ela duplicara o seu DNA (processo também
conhecido como ‘replicagao’, que sera discutido adiante nesse capi-
tulo). Ao final da fase S, a célula entra em G2 e por fim inicia a mito-
se, formando duas células filhas. E importante ressaltar que a célula
apresenta ‘pontos de checagem’ (‘checkpoints’) entre cada uma das
fases, quando ‘confere se ha algum problema’, ou seja, s6 avanca de
G1 para S se estiver tudo correto (o que vale para as demais fases do

ciclo celular) (figura 1.7).

Figura 1.7: llustracdo apre-
sentado as diferentes fases
do ciclo celular.

B () 3
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CROMATINA: ORGANIZAGAO DO DNA DURANTE A INTERFASE

Bem, agora que ja temos uma visao geral sobre o ciclo de vida
de uma célula, podemos abordar como encontramos o DNA durante a
interfase e a mitose (ou meiose). O DNA humano, por exemplo, € uma
molécula longa, com cerca de 2 metros de comprimento. A questao
€: como uma molécula tdo longa cabe em uma célula tdo pequena? A
solugcao vem através da interagdo do DNA com proteinas chamadas
‘histonas’.

Existem diferentes tipos de histonas: H1, H2A, H2B, H3 e H4.
Com excecgao da H1, as demais se associam (duas de cada), para
formar uma estrutura, um ‘suporte protéico’ em torno do qual o DNA
comeca a se ‘enrolar’, dando duas voltas (que contém uma sequéncia
com cerca de 147 pares de bases), formando um ‘nucleossomo’. A
histona H1 é importante pois ela fixa o DNA ao nucleo do nucleosso-
mo. Considerando que o DNA humano é muito longo e contém bilhdes
de pares de bases, varios nucleossomos sdo formados. Por fim, o
DNA associado a proteinas € chamado ‘cromatina’, onde se encon-
tram varios nucleossomos, e € assim que o encontramos durante a
interfase (figura 1.8). Dessa maneira, o tamanho da molécula é redu-

zido de tal forma que caiba no nucleo celular.

15



CROMATINA

DNA

Histonas

]
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i | Figura 1.8: llustragédo
| | mostrando a estrutura da
I | cromatina. Note o DNA
| | ‘enrolado’ ao redor da
I | estrutura formada pelas
| | histonas (formando varios
: nucleossomos).

I

I

1

:

|

I

I

1

——— Nucleossomos

Eucromatina e Heterocromatina

Mesmo durante a interfase, quando o DNA se encontra na for-
ma de cromatina, € possivel encontrar regides com diferentes niveis
de compactagao em sua estrutura (mais ‘enroladas’ ou menos ‘enro-
ladas’).

As menos compactadas sdo chamadas eucromatina (menos
compactada durante a interfase) e as mais compactadas heterocro-
matina (mais compactada durante a interfase). A heterocromatina, por

sua vez, € subdividida em heterocromatina constitutiva, quando essa

regiao com alto nivel de compactagao é encontrada de forma cons-

tante em todos os tipos celulares (como em um neurénio e um fibro-
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blasto, por exemplo). Por outro lado, a heterocromatina facultativa se
refere a uma regido que pode estar muito compactada em um tipo
celular e em outro ndo. Essa diferenca no nivel de compactagao tam-
bém pode ser observada de acordo com o estagio de diferenciagao
celular, por exemplo. Isso mostra o papel dos niveis de compactagao
da cromatina em um evento muito importante chamado ‘expressao

génica’, o qual sera discutido no capitulo 2.

CROMOSSOMO: ORGANIZAGAO DO DNA DURANTE A DIVISAO
CELULAR

Sabemos que durante a interfase o DNA se encontra na forma de
cromatina. Mas o que acontece com ele durante a divisao celular (mi-
tose ou meiose)? Vamos relembrar quando uma célula recebe um si-
nal que devera ‘avancgar’ no ciclo celular, ainda durante a interfase,
mais precisamente na fase ‘S’, ela duplica o seu DNA. Esse DNA du-
plicado sera dividido em partes iguais durante a mitose, por exemplo.
Ja pensou na dificuldade da célula para separar em partes iguais cer-
ca de 2 metros de DNA que foram duplicados e se encontram disper-
SOs no seu nucleo na forma de cromatina? Para resolver essa ques-
tdo, assim que a célula entra em divisao, ela comega a compactar a
sua cromatina, processo que vai avangando até que essa cromatina
fique altamente compactada, formando um cromossomo (figura 1.9).
Assim é muito mais facil separar o DNA presente na célula em duas

partes iguais. Os cromossomos s6 podem ser observados durante a

17



divisao celular. Na verdade, é durante a metafase que eles sdo mais
bem visualizados, portanto vamos conhecer melhor a estrutura de um
cromossomo ‘metafasico’, ok? Eles sdo formados por duas cromati-
des-irmas, que sdo duas moléculas de DNA idénticas (a célula dupli-
cou o seu DNA, lembre-se disso), que estao unidas entre si através de

uma regiao chamada centrémero.

CROMATINA

CROMOSSOMO

Figura 1.9: llustragdo mostrando a estrutura do DNA, cromatina e cromossomo. As
regides ampliadas pelos retangulos sdo meramente ilustrativas, o objetivo € demos-
trar os diferentes niveis de compactagao entre eles.
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Os centrbmeros serao muito importantes para a separagao do
DNA durante a divisdo celular e dividem o cromossomo em duas
partes, ou simplesmente dois ‘bragos cromossémicos’. A posi¢ao do
centrdbmero pode variar, e de acordo com a sua localizagao os cro-
mossomos sao classificados como: metacéntrico (centrébmero em po-

sicdo mais ou menos central), submetacéntrico (centrébmero longe da

posicao central) e acrocéntrico (centrdbmero proxima a extremidade do
cromossomo). Quando o centrdbmero n&o ocupa posigao central, os
bracos cromossémicos terdo tamanhos diferentes, sendo um maior
(brago longo, representado pela letra ‘q’) e um menor (brago curto,

representado pela letra ‘p’), como pode ser observado na figura 1.10.

R S ST et s e S S B S !
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1 |
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| X - - !
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I 1 q q.
1 1! 1
1 1 : :
| |
" X ,
| | | ——Telomero | 11 11 11 i
! L 11 Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico !
| Cromatides > )
un irmés | :n :
: [ |
________________________________________________________________________ d

Figura 1.10: A) llustracao apresentando a estrutura de um cromossomo e seus com-
ponentes e B) Classificagdo dos cromossomos de acordo com a posigao do centrb-
mero (note que o brago curto é representado pela letra ‘p’ e o longo pela letra ‘q’).
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Para finalizarmos nossa discussao sobre a estrutura dos cro-
mossomos, € importante falarmos sobre suas extremidades, chama-
das telébmeros. Nessa regido existem sequéncias curtas de nucleo-
tideos que se repetem varias vezes uma ao lado da outra, que sao
fundamentais para proteger toda informacéao contida ao longo do cro-
mossomo. Isso porque a cada vez que a célula vai copiar o seu DNA,
os teldmeros vao encurtando gradualmente, até chegar um momento
em que eles estdo muito curtos e, para evitar que a célula perca re-
gides do DNA importantes para o seu funcionamento, ela entra em
senescéncia celular, o que faz parte do processo de envelhecimento.

Agora que ja conhecemos 0s cromossomos, a pergunta €: quan-
tos cromossomos encontramos em uma célula humana? Considerando
gue tudo comega com a unido dos gametas masculino e feminino, cada
um contendo 23 cromossomos em seu interior, nossas células somaticas
(qualquer célula do corpo humano, exceto os gametas), possuem 46 cro-
mossomos. Herdamos um conjunto cromossémico completo (represen-
tado pela letra ‘n’ = hapldide) de cada genitor, dessa maneira, cada célula
possui dois conjuntos cromossémicos (2n) e € chamada diplodide. Portanto,
o caridtipo humano é dipldide (2n = 46), sendo que apenas 0s gametas
sao haploides (n = 23). Dos 23 pares de cromossomos humanos, 22 séo
comuns sdo comuns entre homens e mulheres, sendo chamados de au-
tossomos. Observa-se uma diferenga apenas no ultimo par, os ‘cromosso-

mos sexuais’: XX em mulheres e XY em homens (figura 1.11).
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Figura 1.11: llustragdo mostrando o cariétipo humano. A) Feminino e B) Masculino.
Note que o ultimo par corresponde aos cromossomos sexuais XX / XY.

1.3 - REPLICACAO

Discutimos anteriormente nesse capitulo que a célula faz uma co6-
pia do seu DNA durante a fase S da interfase. Esse processo, também
chamado de ‘replicagao’ € um evento celular muito importante, por
isso vamos abordar suas principais caracteristicas a partir de agora.

O objetivo desse processo € um soé: produzir uma cépia idéntica
da molécula de DNA ja existente na célula. Vamos comegar com uma
visao resumida do processo e entdo vamos detalhando cada etapa,
ok? Inicialmente a célula separa as cadeias de nucleotideos do DNA,
em seguida uma enzima chamada DNA polimerase usa cada uma
das cadeias como um ‘molde’ e produz a cadeia de nucleotideos com-

plementar. Com isso, ja podemos entender uma caracteristica funda-
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mental da replicagao: ela € semiconservativa, ou seja, ‘conserva’ uma
das cadeias existentes e a usa como molde para produg¢ao da nova
cadeia. Assim, na nova molécula de DNA produzida, uma cadeia de
nucleotideos é original e a outra € nova (figura 1.12). Parece tao sim-
ples, ndo? Na verdade, esse é apenas 0 nosso ‘ponto de partida’, va-

mos conhecer outros aspectos fundamentais desse processo, a partir

de agora.
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i 6 ¢ cadeias de G C produgdoda cadeia || o . 6 i
E C oG nucleotideos C G complementar C 6 C-6 i
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Figura 1.12: llustracdo mostrando que a replicacdo do DNA & semiconservativa.
A) Molécula de DNA que sera duplicada; B) Separagdo das cadeias de nucleoti-
deos e C) Cada cadeia serviu como molde para produgédo da cadeia complementar.

A separacgao das cadeias de nucleotideos do DNA n&o aconte-
ce espontaneamente, mas é realizada pela enzima Helicase, que vai
‘abrindo’ aos poucos o DNA. Inicialmente, a separacdo das cadeias
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ocorre em uma pequena regiao do DNA, onde observam-se duas
‘forquilhas de replicagao’: locais de unido entre as duas fitas-molde
recém separadas e o dupla fita de DNA ainda n&o replicado. Assim
que a copia dessa regiao inicial € concluida, a separacéo das cadeias
‘avanca’ para os dois lados e novamente uma nova regiao do DNA
€ separada e copiada em seguida. Agora podemos entender outra
caracteristica fundamental da replicagéo: ela é bidirecional, ou seja,
avancga para as duas diregdes a partir do local onde a dupla fita de

DNA comecou a ser separada (figura 1.13).
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Figura 1.13: llustracdo mostrando que a replicagdo do DNA é bidirecional (nas duas
direcGes). Note em ‘A’ e ‘B’ 0 avancgo das forquilhas de replicagdo para direcoes
opostas.

Uma vez que as cadeias estdo separadas, elas serdo mantidas

na forma de fita simples por ‘proteinas de ligacdo ao DNA de fita sim-
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ples’, as quais se ligam a cada cadeia de nucleotideo e evitam que a
dupla fita se forme novamente. A questdo agora é a seguinte: con-
forme vamos avangando com a separagao das cadeias, uma ‘torgao
adicional’ é gerada na regido que esta na frente de cada forquilha de

replicagcédo. Nessa etapa, enzimas conhecidas como Topoisomerases

Sao responsaveis por remover essas tor¢cées e superespirais e agem
da seguinte maneira: 1) elas quebram uma das fitas de DNA (ou as
duas), o que permite que o DNA rotacione (gire) se tornando nova-
mente uma molécula relaxada e 2) unem novamente as cadeias de
nucleotideos.

A terceira caracteristica da replicacao do DNA €& que ela é se-

midescontinua. O ponto agora é: o que isso significa? Vamos |a, é

apenas mais um aspecto incrivel desse processo! A enzima DNA po-
limerase so realiza da sintese do DNA no sentido 5" para 3, e ela
simplesmente ndo consegue iniciar o processo (ou seja, colocar os
primeiros nucleotideos). A solugdo do problema é usar outra enzima
para essa etapa inicial. Quem entra em agdo nesse momento € uma

RNA polimerase, que se baseia na cadeia molde e inicia a produgéo

da cadeia nova colocando os primeiros nucleotideos, na verdade uma
sequéncia curta com aproximadamente 11 nucleotideos, que é cha-
mada primer. Uma vez que a copia foi iniciada, a DNA polimerase da
continuidade a cépia do DNA a partir do primer. Portanto, conforme a
‘forquilha de replicagao’ vai avangando e separando as cadeias de nu-

cleotideos, uma das fitas que servira como molde para copia do DNA
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estd na mesma direcdo que a forquilha de replicacédo se move. Essa
sera chamada fita continua (principal / lider) e nesse caso o primer
sera colocado apenas uma vez no inicio da replicagao, permitindo que
a sua sintese ocorra de forma continua. A outra fita, no entanto, esta
na direcao oposta a que forquilha avancga e, mesmo nesse caso, a co-
pia do DNA acontecera de 5" para 3'. Para isso, conforme as cadeias
de nucleotideos vao sendo separadas, um novo primer € colocado
na regiao 5 da fita e a partir dele a sintese do DNA sera realizada.
Portanto, nesse caso a um novo primer é colocado cada vez que uma
nova regidao do DNA é exposta, e a sintese ocorre de forma desconti-
nua, ou seja, de ‘pedaco em pedacgo’, sendo cada fragmento chamado
‘fragmento de Okasaki’ em homenagem ao cientista que o descreveu
(essa é chamada fita ‘descontinua’ / ‘tardia’). Por isso a replicagao é

semidescontinua, visto que das duas novas cadeias que foram pro-

duzidas, a sintese de uma foi continua, ao passo que a da outra foi
descontinua. E importante destacarmos mais um ponto: vocés perce-
beram que quem comeca a cépia do DNA é uma RNA polimerase?
Isso significa que os nucleotideos que ela coloca sdo nucleotideos de

RNA (ribonucleotideos), e nao de DNA (desoxinucleotideos). E ago-

tarefa realizada pela enzima DNA polimerase |, que além de retira-los

também é capaz de inserir no lugar nucleotideos de DNA no lugar. Por
fim, a enzima DNA ligase une cada um dos fragmentos de Okasaki.

Ufal (figura 1.14).
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Fita continua

Fita descontinua

Apds a remogdo dos primers, os

5\
.‘ z ~ .
\-y fragmentos de Okasaki s30 unidos.;

Figura 1.14: llustracdo mostrando que a sintese de DNA é semidescontinua. Note
em ‘A, ‘B’ e ‘C’ o avanco da forquilha de replicagao, com isso uma cadeia é produ-
zida de forma continua e a outra de forma descontinua, gerando varios ‘fragmentos
de Okasaki’. Em ‘D’ observe que na fita descontinua, apés a sintese de DNA os
primers sao removidos e os fragmentos de Okasaki unidos entre si. Observagao: o
avanco da sintese de DNA em apenas uma forquilha de replicagao é apresentado.

Por fim, vamos falar brevemente sobre a copia do DNA nos
teldmeros (as extremidades dos cromossomos). Essa regiao é forma-
da por sequéncia curta (em humanos 5 TTAGGG 3’) que se repete
varias vezes uma ao lado da outra, chamadas repeticbes em tandem
(exemplo: 5 TTAGGGTTAGGGTTAGGG 3’). Na sintese da ‘fita con-

tinua’ ndo havera nenhum problema para copia dessa regiao. No en-
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tanto, para a ‘fita descontinua’, lembre-se que primeiro sera colocado
um primer que em seguida deve ser removido. Uma vez que ele foi
retirado, como copiar essa extremidade do DNA? Uma enzima cha-
mada Telomerase possui em sua estrutura uma pequena sequéncia
de RNA, o qual é utilizado como molde a partir do qual ela produz as

sequéncias repetidas presentes nas regides teloméricas (figura 1.15).
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Figura 1.15: llustragdo mostrando em ‘A, ‘B’, ‘C’ e ‘D’ a agao da telomerase durante
a replicagao dos telbmeros.
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Do DNA
as proteinas

" O DNA ¢é o ‘banco de informagao gené-
tica’. Nele a célula encontra, por exemplo,
a informacao necessaria para a producao de
suas proteinas (moléculas fundamentais na
execucao da maioria das fungdes celulares).
) Mas como essa informacéo esta armazena-
- da? E como ela é usada? Ao longo desse
capitulo, vamos analisar aspectos funda-
mentais do DNA para que vocé compreenda
como isso é realizado por essa molécula.
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O papel do DNA na produgao de proteinas é algo que esta
bem estabelecido ha muito tempo. As proteinas sdo moléculas fun-
damentais pois executam a maioria das fungdes celulares (observa-
¢ao: alguns RNAs também desempenham esse papel), sendo entao
produzidas pelas células de acordo com a sua necessidade: guando
ela precisa e na quantidade necessaria. Uma vez que as proteinas
sdo produzidas, elas realizam suas fungdes celulares por um perio-
do e entdo comegam a ‘perder sua atividade / ficar desgastada pelo
uso / ou simplesmente ndo s&o mais necessarias’, sendo entao elimi-
nadas. Quando preciso, uma nova proteina idéntica a anterior sera
produzida. A questao agora é: como a célula sabe exatamente como
sera essa proteina? Essa informacao esta armazenada no DNA, mais
precisamente em um gene para RNAm (RNA mensageiro), portanto,
sempre que a ceélula precisa produzir uma proteina, ela tera a sua

disposicéo o ‘molde’ para sua produgao nele.

Uma vez que a informagao necessaria para a producdo das
proteinas esta armazenada nos genes para RNAm, como exatamente
ela é usada? Ja pararam para pensar como € a estrutura desse tipo de
gene e como € a producdo do RNAm e da respectiva proteina? Como
a célula é capaz de reconhecer o inicio e fim do gene de interesse?
Como é, afinal de contas, o controle para que determinada proteina
seja produzida somente em um momento especifico e na quantidade

necessaria? Bem, vamos obter a resposta para cada uma dessas
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perguntas ao longo desse capitulo. Falaremos especificamente de
eucariontes, mas é importante ter em mente que procariontes também
sao capazes de produzir RNAm e proteinas, no entanto apresentam

algumas caracteristicas unicas para esses processos, ok?

2.1 - ESTRUTURA DE UM GENE PARA RNAm

A funcgéo desse tipo de gene esta bem definida para as célu-
las: é nele que se encontra a informag&o necessaria para produzir
uma proteina. Ao analisar esse tipo de gene, nota-se a presenca de
regides especificas fundamentais para o seu funcionamento, as quais
serdo descritas a seguir e estdo apresentadas na figura 2.1.
Regiao codificante: corresponde a sequéncia de nucleotideos que
sera usada para produgdo do RNAm, ou seja, onde de fato esta a
informagé&o para producdo da proteina. Em eucariontes, essa regiao
é dividida em éxons (sequéncias que serao transcritas e traduzidas) e
introns (sequéncias que serao transcritas, mas nao serao traduzidas),
conforme abordaremos adiante ainda nesse capitulo.
Regidao promotora: nessa regido encontram-se sequéncias impor-
tantes para o inicio adequado da transcricdo (o local onde a enzima
RNA polimerase se liga), e que também desempenham um papel im-
portante no controle da express&o génica. Normalmente, € caracteri-

zada pela presenca das sequéncias CAAT e TATA, por exemplo, que

se localizam antes, ou ‘rio acima’ (up stream em inglés) da regiao que
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de fato sera transcrita, a regido codificante. Além disso, alguns pro-
motores apresentam uma alta propor¢ao dos nucleotideos citosina e
guanina (as ilhas CpG — o ‘p’ é o grupo fosfato que fica entre os nu-
cleotideos adjacentes). Acredita-se que tais regides podem ser impor-
tantes tanto para a ligagdo de algumas proteinas chamadas fatores
de transcrigdo, quanto para a metilagdo do DNA, o que estaria asso-
ciado a repressao da expressao génica (isso porque a estrutura da

cromatina sera alterada, o que sera abordado adiante nesse capitulo).

Regiao reguladora (acentuadores e inibidores): localizada antes
ou ‘rio acima’ a regido promotora (pode estar bem distante, na verda-
de). A sequéncia de nucleotideos presente nessa regiao € unica para
cada gene (ao contrario do observado na regido promotora). Isso &
importante pois essa € a regido responsavel por um aumento ou re-
ducao acentuados da transcricdo. Portanto, nesse caso é preciso um
controle especifico, que permita que cada gene seja individualmente

seja ‘ativado’ ou ‘inibido’ de acordo com as necessidades da célula.

Sinais de término (ou sequéncia de finalizagao): ainda n&o foi
totalmente identificada. No entanto, frequentemente se encontra a se-

quéncia AATAAA em uma regido anterior a ela.
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ESTRUTURA DE UM GENE PARA RNAm EUCARIOTO

REGIAO CODIFICANTE HINALBE
REGULADORA PROMOTORA TERMINO
— — CAAT TATA H EXON INTRON EXON |INTRON| EXON — AATAAA

1
1
1
1
1
1
:
i REGIAO REGIAO
1
1
1
1
1
1
1

Figura 2.1: llustragdo mostrando as principais regides de um gene para RNAm de
eucariotos.

Agora que ja conhecemos a estrutura desse gene, vamos ana-
lisar como a célula ‘usa’ a informagao que ele contém na producio de

proteinas, ok?

2.2 - TRANSCRIGCAO

Como a célula usa a informacao contida no DNA para produzir
uma proteina? Inicialmente, ela produz uma molécula de RNAm, onde
toda informacao necessaria para sintese proteica estara armazenada.
Mas como a célula produz uma molécula de RNAmM? Bem, a resposta
em si é simples: através de um processo chamado ‘transcricao’, que
vamos conhecer a partir de agora.

Esse evento celular pode ser resumido da seguinte forma: a cé-
lula analisa o nucleotideo presente no DNA, e coloca o complemen-
tar para formar o RNAm (observagao: lembre-se que o0 RNA néo tem
0 nucleotideo timina, portanto em seu lugar coloque a uracila). Um
exemplo de como esse processo deve ser feito € apresentado na figu-
ra 2.2. Quando um gene esta sendo transcrito, podemos afirmar dizer

que a célula esta ‘expressando esse gene’.
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Figura 2.2: llustracao simplificada da transcricdo. A) Como usar a informagéo pre-
sente no DNA para producdo do RNA e B) Exemplo da produ¢cdo do RNAm a partir
do DNA.

Uma vez que ja temos uma ‘visao geral desse processo’, vamos
nos aprofundar para compreender exatamente como a RNA polime-
rase (RNA polimerase Ill em eucariontes), enzima responsavel pela
producao do RNAm, realiza a sua tarefa, que ¢é dividida em 3 etapas:

) iniciagao; Il) alongamento e Ill) término.

1) Inicio: etapa em que ocorre a ligacdo da RNA polimerase (em
eucariontes, juntamente com outras proteinas chamadas ‘fatores ge-
rais de transcricdo’ — GTFs da sigla em inglés) na regido promotora
do gene. A participagao dos GTFs é importante, por exemplo, pois a
RNA polimerase ndo consegue reconhecer as sequéncias promotoras
do gene (sendo guiada, portanto, pelos GTFs). Apds a ligagdo da RNA
polimerase ao promotor do gene, o DNA se ‘desenrola’ e a ligagao
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entre os pares de bases € rompida, separando as cadeias de nucleo-
tideos, resultando no comego da transcri¢ao (que também ocorre de

5" para 37) (figura 2.3).

1
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1
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transcrigdo gerais
(GTFs) a regido

1
1
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1
1
1
1
|
1
promotora. I
'
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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CAAT | TATA AATAAA

Outros GTFs se
ligam a regido
promotora e
‘posicionam’
RNA polimerase.

A RNA polimerase
se separa dos
GTFs e inicia a
transcrigédo.

Figura 2.3: llustragdo mostrando o inicio da transcrigdo em eucariontes. Note em ‘A
as regides fundamentais de um gene para RNAm para esse processo, em ‘B’ e ‘C’
os fatores de transcricdo (em amarelo) se ligando ao promotor do gene e ‘posicio-
nando’ a RNA polimerase. Finalmente, em ‘D’ a enzima avanga e inicia a producao
do RNAm.

Il) Alongamento: uma vez que a sequéncia inicial de nucleotideos
foi produzida, a RNA polimerase da continuidade ao processo. E in-

crivel notar que a mesma enzima produz o RNAm, ‘desenrola’ o DNA
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a sua frente e ‘enrola’ novamente o DNA na regido onde a transcrigao

ja aconteceu (figura 2.4).

REGIAO CODIFICANTE SINAIS DE

TERMINO

CAAT/ TATA

CAAT / TATA

Figura 2.4: llustragdo mostrando em ‘A, ‘B’ e ‘C’ 0 avango da etapa de ‘alongamento’
da transcricdo. Note que a enzima RNA polimerase percorre a regiao codificante,
produzindo o RNAm correspondente.

lll) Término: apos transcrever de todo gene (mais precisamente, a re-
gido codificante) a RNA polimerase se separa do DNA molde e libera
o RNAm produzido. Essa etapa final para a RNA polimerase Il € de-
sencadeada por sequéncia especifica (presenga de uma regiéo rica

em pares GC seguida de uma sequéncia de adeninas) (figura 2.5).
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do DNA, liberando o polimerase
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Figura 2.5: llustragdo mostrando o término da transcricao em eucariotos. ‘A’ a RNA
polimerase encontra os ‘sinais de término’ e em ‘B’ ela ja foi liberada, assim como
o0 RNAm produzido.

PROCESSAMENTO DO RNAM EM EUCARIOTOS

Essa é uma caracteristica exclusiva de eucariotos, e tem como
consequéncias mudancgas tanto na estrutura quanto na funcédo do
RNAm. Esse processamento envolve diferentes eventos, sendo que
alguns ocorrem simultaneamente a transcrigao.

Mas por que isso acontece, afinal de contas? Um aspecto determi-
nante € a presencga do nucleo celular em eucariotos, pois € nele que
a transcricdo acontece. No entanto, como a produgéo da proteina (ou
simplesmente tradugao), acontece no citoplasma, portanto o RNAm
deve sair nucleo em direcao ao citoplasma. Por isso, € preciso desen-
volver estratégias para proteger as extremidades 5’e 3’ da molécula

da degradagao, conforme descrito abaixo.

37



Para proteger o inicio da molécula de RNAm, é adicionado um
‘capuz’ (ou cap), que nada mais € que um nucleotideo guanina qui-
micamente modificado (foi metilado, sendo conhecido como 7-me-
tilguanosina), que € adicionado na extremidade 5. Além disso, uma
curta sequéncia de varios nucleotideos adeninas, uma ‘cauda poliA’ é
adicionada na extremidade 3’, protegendo assim o final da molécula.
Essas alteragdes ocorrem ainda no nucleo celular, antes do RNAm

ser enviado ao citoplasma (figura 2.6).

PROTECAO DAS EXTREMIDADES 5 E 3' DO RNAm DE EUCARIOTOS

Cauda poliA
Cap (ou
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|

| 5" G GCGGACAUGCCAGCAGGGACGGCAGUAAAGAGCGCAUUAAAUAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3'
! | ]
I

|

| capuz)

I

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

Figura 2.6: llustragdo mostrando como as extremidades 5’ e 3’ do RNAm de euca-
riotos séo protegidas ainda no nucleo celular. No inicio (5’) € adicionado o ‘cap’, um
nucleotideo guanina que foi metilado (7 metilguanosina) e no fim (3’) uma sequéncia
contendo varias adeninas.

SPLICING DO RNAm EM EUCARIOTOS

Como ja descrito anteriormente, ao analisarmos a estrutura da
regido codificante de um gene para RNAm em eucariotos, encontra-
mos regides chamadas introns (que néo serdo traduzidas, ou seja,
nao serao usadas para a produgéo da proteina) e éxons (que de fato
serao usadas na sintese proteica). A quantidade de introns e éxons,
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assim como o tamanho dessas regides, varia de acordo com o gene
analisado e entre diferentes organismos.

Portanto, ao final da transcrigao teremos um transcrito primario, ou
pré-RNAm, que ainda passara por algumas alteragdes importantes,
entre elas a remogao dos introns através de um processo chamado
‘splicing’ou ‘recomposi¢ao’. Alguns detalhes desse processo chamam
a atengao pela sua precisao. Por exemplo, como saber exatamen-
te onde é um intron ou um éxon? A resposta esta na existéncia de
sequéncias de nucleotideos especificas nos limites intron/éxon que
mostram onde é o final de um éxon e o inicio de um intron e vice-
-versa, e € a partir delas que a célula sabe o local exato da remogao
de um intron. Mais precisamente, a sequéncia GU marca o inicio do
intron, enquanto AG mostra o seu final. Além disso, outra regido im-
portante é encontrada no interior do intron e conhecida como ‘ponto
de ramificacdo’, onde se encontra uma ‘adenina’ muito conservada

que é fundamental no processo de splicing (figura 2.7).
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SEQUENCIAS REGULATORIAS DO SPLICING PRESENTES NO PRE-RNAm

EXON 1 iNTRON EXON 2

5AACGUAG GUAGAGU//CUAGACU//GCAG GCGAUG3’

I 1 I

Sitio de Ponto de Sitio de
splicing 5 ramificagdo  splicing 3’

| I I ]

Figura 2.7: llustragcdo mostrando sequéncias de nucleotideos que indicam o inicio
e fim do intron e um ponto de ramificagdo, todas importantes para remocao precisa
dessa sequéncia do pré-RNAm.

Vamos comegar a discutir outros aspectos importantes desse pro-
cesso. Nesse caso, ndo ha nenhuma enzima especifica atuando, e
sim um grande complexo, ou simplesmente uma ‘maquina’ chama-
da spliceossomo, responsavel pela remogao dos introns. Em sua es-
trutura encontram-se cinco tipos especiais de RNAs, os ‘pequenos
RNAs nucleares’ (ou ‘snRNAs’, do inglés ‘small nuclear RNAs’): U1,
U2, U4, U5 e U6, os quais estdo complexados (associados) a varias
proteinas, formando complexos RNA-proteinas chamados ‘pequenas
proteinas ribonucleares’ (ou snRNPs, do inglés ‘small nuclear ribonu-
clear proteins’).

De uma forma simples e direta, para remoc¢ao do intron os snR-
NPs reconhecem e se ligam ao sitio de splicing 5 (sequéncia GU),

ao ponto de ramificacdo e sitio de splicing 3" (sequéncia AG). Em
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seguida, é feito o corte no sitio de splicing 5°, resultando na formagao
de um lacgo (/ariat) e finalmente um corte na extremidade 3°do intron.
Consequentemente, ocorre a liberagao do intron e unido dos éxons.
Portanto, sdo as snRNPs que reconhecem os sitios de processamen-
to e de ramificacao, realizam o corte no RNA (ou ajudam nesse pro-
cesso) e por fim fazem as reagdes de religacdo fundamentais para a

unido dos éxons (figura 2.8).
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ATUACAO DAS snRNPs NA REMOCAO DOS iNTRONS (SPLICING)

snRNPs

Pré-RNAm
EXON 1 iNTRON EXON 2 @ @

________________________________________________________

------------------- ]
! 1
| Ligagd d tras !
: igacao e outras | @
| SNnRNPs ao complexo ja! @ @
l :
1

\ formado

Liberagio de algumas snRNPs e

i i
i i
i i
i i
I I
| corte no sitio de splicing 5, !
I I
I I
] ]
i i

EXON 1 EXON 2

Figura 2.8: llustragdo mostrando as diferentes etapas da remogéo dos introns, pro-
cesso mediado pelas snRNPs.
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A maioria dos introns sdo removidos dessa maneira, no entan-
to, embora sejam eventos raros, existem também os introns de au-
toprocessamento, os quais sdo capazes de realizar sua autoexcisao
e sao divididos em dois grupos (I e Il) de acordo com sua estrutura e
mecanismo de processamento.

Vocé pode se perguntar: mas qual a vantagem na existéncia
dos introns, uma regido que é transcrita e em seguida removida? Nao
seria ‘trabalho dobrado’? A principio é possivel ter essa ideia em men-
te, mas na verdade nao € tdo simples assim, até porque as células
nao manteriam em processo se ele ndo fosse vantajoso para elas. O
aspecto positivo nesse caso € que a regiao codificante foi ‘dividida’ em
blocos, os éxons, que podem ser combinados de diferentes maneiras.
Essa ‘combinacgao alternativa’ € chamada ‘splicing’ (ou processamen-
to) alternativo e permite que a partir de um gene diferentes proteinas
(chamadas isoformas) sejam formadas (figura 2.9). Dessa maneira
as células sao capazes de ampliar o seu proteoma (conjunto de pro-
teinas produzidas) a partir dos genes existentes em seu DNA. Para
se ter uma ideia da importancia desse evento, atualmente acredita-se
que cerca de 90% dos genes humanos passem pelo ‘splicing’ alter-
nativo, permitindo que a partir de um gene sejam produzidas duas ou

mais isoformas da proteina.
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EXON1  intron1 EXON2  jntron2 EXON3  jntron3 EXON4

EXON1 EXON2 EXON3  EXON4

RNAm| [ | | | wmmmmp Proteinal
Possiveis
combinagBesdlos EXON1  EXON3  EXON4
RNAm | | | | wmmmmp Proteina2
éxons através do
splicing alternativo EXON1 EXON2 EXON3
RNAm | | \ | memmmp Proteina3

(cada uma resulta em

um tipo de proteina)

EXON1 EXON2  EXON4
RNAm | | | | s Proteina 4

Figura 2.9: A) Prée-RNAm contendo introns e éxons e B) Através do splicing alter-
nativo, as diferentes combinagdes dos éxons permitem a producao de diferentes
proteinas.

Um aspecto muito interessante com relagdo ao ‘splicing’ alter-
nativo € que esse evento € especifico para cada tipo de tecido do
corpo humano (é ‘tecido especifico’). Por exemplo, a partir do ‘gene 1’
sera produzida uma isoforma da proteina em um fibroblasto, que sera
diferente em um neurdnio, e assim por diante. Ainda existem muitos
aspectos a serem compreendidos sobre como é feito o controle desse
evento celular, mas sabe-se que existem uma variedade de ‘fatores
de splicing’, considerados fatores intrinsecos (por se encontrarem no
interior da célula), além de fatores extracelulares, como estresse me-
canico, por exemplo, que sao fundamentais nesse contexto. Altera-
¢des ou erros nesse processo estdo associados a algumas doengas

em humanos como cancer, doengas neurodegenerativas e diabetes,
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por exemplo. Isso porque se a combinagao de éxons nao ocorrer da
maneira correta, a proteina final produzida sera diferente e, nesse

caso, acaba colaborando para a instalagdo de uma patologia.

EDIGAO DO RNA

Além das modificagdes ja descritas acima, a molécula de RNAm
passa ainda por um processo de edicdo apds a sua transcricido, o que
permite alterar a sua sequéncia final. Mas o que ocorre nesse momen-
to, afinal de contas? A remogéo de um grupo amina de um nucleotideo
por uma enzima desaminase (desaminacéo). Vamos entender melhor
esse processo analisando alguns exemplos a partir de agora.

A desaminacdo € um processo tecido-especifico que ainda é alvo
de muitos estudos para ser completamente compreendido. Nesse
caso, a molécula passa por uma modificacdo enzimatica que, por
exemplo, converte a adenosina (um nucleosideo formado pela base
nitrogenada adenina e a ribose) em inosina (troca de A para ). Ou
seja, uma enzima remove um grupo amina da adenosina, que é en-
tdo convertida em inosina. E importante ressaltar que a inosina agora
pode parear com a citosina. Dessa maneira, inicialmente, ocorreria o
pareamento ‘A’ com ‘U’, mas ‘I’ agora pareia com ‘C’, o que modifica a
sequéncia da proteina que sera produzida a partir desse RNAm. Esse
evento ocorre em um canal idnico no cérebro de mamiferos, levando
a troca de apenas um aminoacido na proteina e alterando a sua per-
meabilidade ao calcio. Pode parecer simples, mas a auséncia desse
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processo compromete gravemente o desenvolvimento cerebral.

Outro exemplo desse processo envolve a citosina, que sera con-
vertida em uridina (troca de C para U). Por se tratar de um evento
tecido especifico, essa desaminacao pode ser observada em células
intestinais, mas ndo em células hepaticas, por exemplo. Como resul-
tado, a proteina produzida em cada érgao é diferente, executando

funcodes diferentes. Incrivel ndo?

2.3 - CONTROLE DA EXPRESSAO GENICA

As propriedades bioldgicas das células sdo determinadas pelas
proteinas presentes em seu interior. No entanto, embora cada tipo
de célula, como um neurdnio ou um hepatdcito (célula do figado), por
exemplo, apresente em seu interior conjuntos especificos de protei-
nas, o DNA de ambas ¢ igual. Isso mesmo! Nao parece contraditério?
O segredo é: embora a informagéo para produgao de qualquer pro-
teina que a célula precise esta presente no DNA de todas as célu-
las, elas controlam o uso dessa informacéao de tal forma que somente
aquelas necessarias a execugao de suas fungdes sédo produzidas (fi-

gura 2.10).
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Figura 2.10: llustracdo mostrando que, embora o DNA das células seja 0 mesmo,
elas ‘usam’ somente a informacgao necessaria a execugao de suas funcgoes.

Outro aspecto importante é que as células sdo capazes de monito-
rar o seu ambiente em que se encontram, alterando o seu padrao de
expressao génica de acordo com os sinais externos recebidos.

Vamos analisar a partir de agora como ela controla a expressao
dos seus genes. Em eucariotos, a maioria dos genes esta ‘desligada’,
portanto o que acontece com maior frequéncia € uma regulagéo po-
sitiva, que resulta na ativagao da transcrigéo (expressao) do gene de
interesse. Além disso, embora a expressao génica possa ser regulada
em diferentes etapas, a maioria dos genes é controlada a nivel trans-
cricional, ou seja, permitindo ou ndo que o RNAm seja produzido.

Em eucariotos, a enzima RNA polimerase s6 consegue se ligar ao
promotor do gene com a ajuda de proteinas chamadas fatores gerais de
transcri¢cdo, que por sua vez reconhecem e se ligam a regides especificas

do DNA (acredita-se que as regides ricas em nucleotideos citosina e guani-
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na nos promotores sejam importantes para a ligagao dessas proteinas).

A ligacao da enzima RNA polimerase a regiao promotora do gene re-
sulta na transcricdo em niveis basais. No entanto, nesse momento a par-
ticipacao da regido reguladora é fundamental, portanto, &€ importante ter
em mente que ela é composta por sequéncias que estao mais proximas
ao promotor do gene (‘proximais’) enquanto outras podem estar bem dis-
tantes (‘distais’). Nao ¢ intrigante imaginar como todos esses elementos,
de perto ou de longe, atuam no controle da expressao génica? Bem, o fato
€ que todos eles conseguem interagir entre si gragcas a formagéo de uma
alca que os aproxima (uau!!!). Mas como essas regioes todas controlam a
expressao de um gene? Bem, isso € possivel gracas a participagao de dife-
rentes proteinas, que podem ser divididas em duas categorias: |) proteinas
reguladoras, que se ligam diretamente ao DNA, como os acentuadores (ou
enhancers — do inglés) e os fatores gerais de transcricao (GFTs) e Il) pro-
teinas correguladoras, que nao se ligam diretamente ao DNA e podem ser
coativadoras ou correpressoras, as quais aumentam ou reduzem o nivel de
transcri¢ao (figura 2.11). Finalmente, € importante ressaltar que diferentes
proteinas podem estar associadas as regides reguladora e promotora num
determinado momento, o que é chamado de ‘regulagao/interagao combina-
toria’. Dessa forma, de acordo com a ‘combinacao de proteinas reguladoras
e correguladoras’, € possivel criar diferentes padrdes de expressao génica.
Assim, a célula é capaz de iniciar (‘ligar’) a transcricado de um gene, ajustar
exatamente o padrao necessario para a condigdo em que se encontra e,

por fim, interromper (‘desligar’) esse processo. Isso é realmente incrivel!
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ESTRUTURA DE UM GENE PARA RNAm EUCARIOTO

REGIAO REGIAO % SINAIS DE
REGULADORA PROMOTORA REGIAO CODIFICANTE TERMINO
— — CAAT TATA H EXON INTRON | EXON |INTRON| EXON AATAAA -

ACENTUADORES ACENTUADORES REGIAO = SINAIS DE
DISTAIS PROXIMAIS PROMOTORA REGIAO CODIFICANTE TERMINO
- —/ = — CAAT TATA H EXON INTRON | EXON |INTRON| EXON = AATAAA

0

entenas / milhares de
nucleotideos distantes
do promotor

EXEMPLO DA ASSOCIAGAO DE PROTEINAS AS REGIOES REGULADORA E PROMOTORA DE UM GENE

ACENTUADORES
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énica em eucariotos , ;
:n g © mm) Proteina correguladora (coativadora ou correpressora)

Figura 2.11: llustragdo mostrando aspectos fundamentais da participagao de protei-
nas no controle da expressao génica em eucariotos. A) Detalhes da estrutura de um
gene para RNAm (note a regido reguladora) e B) Formacédo de uma alga que apro-
xima os diferentes elementos da regiao reguladora do gene entre si e ao promotor,
bem como a associac¢ao de diferentes proteinas a cada uma delas.
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A associagao dos diferentes tipos proteinas reguladoras e corregu-
ladoras ao DNA sem duvida é fundamental no controle da expressao
génica em eucariotos. No entanto, outro aspecto determinante nesse
contexto é o fato de DNA estar associado a proteinas chamadas his-
tonas, formando a cromatina. Isso porque remodelagem da cromati-
na também exerce um papel fundamental no controle da expressao
génica: de forma bem simplista, condensando ‘desliga’ genes e des-
condensando ‘liga’ genes. Mas como isso acontece, afinal de contas?
Bem, a epigenética estuda justamente essas mudangas na expressao
génica que podem ser herdadas e que néao sao causadas por altera-
¢ao na sequéncia de nucleotideos, mas sim pela alteragdo no nivel
de compactagao da cromatina. Os diferentes estados epigenéticos
podem ser obtidos através de mudangas quimicas, como a metilagao
do DNA e a modificagao de histonas. Vamos entender melhor como
isso funciona.

A metilagao do DNA consiste na adicdo de um radical metil no nucleo-
tideo citosina (geralmente aqueles presentes nas ilhas CpG das regides
promotoras), fazendo com que os fatores de transcricao e a RNA polime-
rase nao consigam se ligar ao DNA que se encontra metilado, reprimindo
a transcricdo do gene. Essa ‘marca epigenética’ € mais estavel e pode
ser transmitida as células filhas na divisao celular. Alteragées no padrao
epigenético sao observados em alguns tipos de céancer, onde se nota
tanto a hipometilagéo de grandes segmentos do DNA quanto a hiperme-

tilacdo de algumas regides (em especial as ilhas CpG).
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Ja a modificacdo de histonas envolve alteracbes nas histonas
H2A, H2B, H3 e H4 tais como acetilagdo, metilagdo e fosforilacao.
Nosso objetivo aqui ndo € descrever o processo quimico em si, mas é
importante ter em mente que tais mudangas ocorrem em aminoacidos
especificos de cada histona. Mas o que acontece de fato? Bem, um
exemplo é a acetilagao, processo que consiste na adi¢ao de um grupo
acetil e que estabelece um ambiente permissivo a transcri¢ao (que s6
ocorrera de fato com a associacao dos fatores de transcricao e RNA
polimerase a regido promotora). Ja a desacetilagdo (a remogao de
grupo acetil) leva a condensagao da cromatina.

Essa variagao epigenética é algo ‘flexivel’, que é alterado de acor-
do com as necessidades da célula, ou pode ser de longa duragao
(nesse caso, chegando a ser transmitida ao longo das geracoes). Es-
tudos recentes mostram que o estilo de vida de um individuo pode
contribuir para alteragdes no seu perfil epigenético. Os beneficios da
pratica de atividade fisica a saude, por exemplo, sdo amplamente co-
nhecidos a muito tempo. Foi demonstrado que a pratica de atividade
fisica induz modificagdes no padrao de metilagdo do DNA que estao
associadas as adaptagdes fenotipicas observadas no individuo. Isso
nao é incrivel? Habitos saudaveis podem influenciar positivamente no
‘funcionamento’ do seu DNA. Portanto, coloque a pratica de ativida-
des fisicas como algo importante na sua rotina diaria e ‘potencialize
o funcionamento do seu DNA' (ativando/reprimindo a expressao de

genes que resultardo em efeitos benéficos a sua saude).

51



2.4 - USANDO A INFORMAGAO CONTIDA NO RNAm PARA A PRO-
DUCAO DE PROTEINAS

Agora que ja entendemos a todos os processos envolvidos na pro-
ducao e maturacéo final de uma molécula de RNAm, vamos analisar
como a sua informacéao é usada para a producao de proteinas.

Um aspecto que devemos ter em mente € que a composi¢gdo do
RNAmM e das proteinas ¢é diferente (nucleotideos e aminoacidos res-
pectivamente). Dessa maneira, a célula ndo pode agora simplesmen-
te copiar ou transcrever a sequéncia de nucleotideos de RNAm, ela
precisa ‘interpretar’, ou ‘traduzir’ essa mensagem. Mas como isso é
feito, afinal de contas? Simples: cada 3 nucleotideos no RNAm for-
mam um codon, que determina qual aminoacido sera colocado na
proteina! Considerando que no RNA temos 4 nucleotideos (A, U, G e
C), existem 64 combinacdes possiveis de trincas que, juntas, consti-
tuem o codigo genético.

O cddigo genético tem 3 caracteristicas muito importantes:

) Nao é sobreposto, ou seja, os codons nao compartilham

nucleotideos entre si (figura 2.12);

0 CODIGO GENETICO NAO E SOBREPOSTO

| RNAM

 YAUGGGAGGUACGUGGAACGCAAAACCAAGCUAAD |

cédon 1 cédon 2 cédon 3 cédon 4 cédon 5 cddon6 cédon7  cédon8  cédon9 cédon10  codon 11

Figura 2.12: llustracdo demonstrando um RNAm e seus respectivos cdédons (note
que nao ha sobreposicao entre eles).
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) E universal, o que significa que ele é praticamente o mesmo
para todos os organismos (existem raras excecgdes). Por
exemplo, o codon AUG especifica 0 aminoacido metionina
em humanos, em bactérias, em animais e em qualquer ou-
tra espécie.

1) E degenerado, ou seja, mais de um cédigo pode especificar
0 mesmo aminoacido, sendo que geralmente a variagao
se encontra no terceiro nucleotideo. Exemplo: os cédons
GGU, GGC, GGA e GGG especificam o aminoacido glicina
(note que a diferenga esta na ultima posig¢ao do cédon) (ta-

bela 2.1).

A questao agora é: como saber qual o aminoacido especifica-
do por cada um dos codigos genéticos? Nesse momento, consulte a
tabela do cddigo genético, que apresenta de forma organizada os di-
ferentes codigos genéticos e os respectivos aminoacidos especifica-
dos por cada um deles (tabela 2.1). Note que vocé encontra o cédigo
genético e o aminoacido por ele especificado logo ao lado (exemplo:
GGA especifica 0 aminoacido glicina). E dessa maneira que a infor-

macao contida no RNAm é utilizada para a formagao da proteina.
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SEGUNDA BASE DO CODON
U C A G
uuu o ucu vau | uGU o Y
Fenilalanina Tirosina Cisteina c
u | uuc ucc Serina UAC uGc
UUA UCA UAA Cédigo de | UGA Cédigo de A
Leucina UCe parada parada
2 uuG UAG UGG Triptofano G ;
2 2
a cuu ccu cAU cGu Ulm
‘O Histidina c|®
g (o cuc Leucina ccc Prolina CAC cGC Arginina ;
o Al|D
a CUA CCA CAA ' CGA >
0 Glutamina G| ™M
< UG CG CAG GG o
o0 o
g AUU _ ACU AAU | asu _ & 2
o Isoleucina Asparagina Serina o
E A AUC ACC Treonina AAC AGC g
& AUA ACA AAA AGA o
P Lisina Arginina
AUG Metionina ACG AAG AGG g G
(inicio)
GUU Geu Gau | Addo | ggy v
aspartico c
G GuC Valina GCC Alanina GAC GGC Glicina
GUA GCA Gaa | Addo | GGA A
glutamico G
GUG GCG GAG GGG

Tabela 2.1: Codigo genético com sessenta e quatro codons, dos quais trés deter-
minam o fim da traducédo (UAA, UAG e UGA).

A figura 2.13 abaixo mostra como a sequéncia de nucleotideos do

RNAmM determina a sequéncia de aminoacidos de uma proteina.

5AUCCAGGCAUG GGA GGU AAC GCA AAA CCA AGCUAAGCACUY

w3 % o % 0% % % % L [ume]

> > s B
» % % % 0% 3 0% 3 %%
[ ® ® S 2 3 © 3%
2. ® 4
% . o o
® 2 ° e

Figura 2.13: llustragdo de um RNAmM e a sequéncia de aminoacidos por ele determi-
nada (UTR = regido nao traduzida).
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Observe que na figura 2.13 acima o ultimo cddigo genético néo
especifica nenhum aminoacido, e sim um cdodigo de parada. Ele mos-
tra para a célula que todos os aminoacidos que formam a proteina
ja foram inseridos, e a sua sintese deve ser finalizada. A partir do
momento em que esse codigo de parada € encontrado, nenhum ou-
tro aminoacido sera adicionado. E como se fosse um ‘ponto final’,
indicando onde termina a proteina. Para finalizarmos nosso bate papo
sobre RNAm e sintese proteica, é importante ter em mente que, assim
como o codigo de parada sinaliza o final da proteina, o seu inicio tam-
bém é indicado pela presenca de um coédon especifico, nesse caso
para o aminoacido metionina (AUG). Dessa maneira, esse processo
comeca a partir do AUG iniciador e avanca até o codigo de parada. No
entanto, ha uma sequéncia de nucleotideos no inicio, que antecede
o codigo AUG, que nao é traduzida, sendo chamada de regido nao
traduzida 5" ou simplesmente UTRS’ (do inglés unstranslated region).
Da mesma forma, ha uma sequéncia de nucleotideos no RNAm que
se encontra apos o codigo de parada que nao sera traduzida, essa €

a regiao nao traduzida 3" ou simplesmente UTR3’ (figura 2.13).
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GENOMAS:

Decifrando a organizacao

da informacao contida
no DNA humano

G’ O DNA humano contém bilhdes de nu-
cleotideos. Sera que ao longo de toda sua
sequéncia encontramos genes para produ-
¢ao de proteinas? Sera que ha algum outro
tipo de informagdo armazenada nessa molé-
cula? A funcdo de cada uma de suas regides
7 ja é conhecida? Nao perca um so6 detalhe
desse capitulo e surpreenda-se ainda com
o DNA!
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No capitulo anterior, analisamos a papel do DNA na produgao
de proteinas, destacando a importancia dos genes para RNAm nesse
processo. A questdo agora é a seguinte: sera que todo do DNA (ou
sua grande maioria) € ocupado por genes para RNAmM? A resposta a
essa pergunta é realmente surpreendente! Ao longo desse capitulo,
vamos analisar a complexidade do DNA e descrever o tipo de informa-
c¢ao armazenada nessa molécula. Felizmente, os avancos cientificos
das ultimas décadas estao ajudando a esclarecer varios aspectos im-
portantes nesse sentido. Entdo, vamos nos aprofundar no conheci-
mento sobre a ‘anatomia do genoma’ dos eucariotos (como sempre,

enfatizando o humano, ok?).

3.1 - GENES

Vamos comegcar falando sobre as regides do DNA conhecidas
como 'genes’. Mas como o que € um gene, afinal de contas? Bem, po-
demos defini-lo como uma sequéncia de nucleotideos do DNA onde
se encontra a informagao necessaria para produzir uma molécula de
RNA. Existem diferentes tipos de genes, os quais serao descritos a

partir de agora.

Genes para RNAm
Vamos iniciar nossa discussao abordando os genes para RNA
mensageiro (RNAm), cuja estrutura e fungao foi descrita no capitulo

2. Devido ao seu papel determinante na sintese proteica, esses genes
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de imediato despertaram grande interesse. Diante disso, por muito
tempo a comunidade cientifica teve como objetivo conhecer os ge-
nes para RNAm presentes em nosso DNA, o que foi possivel gracas
ao Projeto Genoma Humano, cujos resultados foram publicados em
2001. E claro que os dados obtidos trouxeram muitas respostas, mas
também geraram muitas perguntas. Por exemplo: observou-se que
o DNA humano possui de 20.000 a 25.000 genes para RNAm, o que
corresponde a menos de 2% do nosso genoma. Isso significa que
98% do nosso DNA simplesmente ndo tinha fungao conhecida, e por
um tempo foi equivocadamente chamado de ‘DNAlixo’. Por isso, des-
de a publicacao da primeira versao do Projeto Genoma, varios grupos
de pesquisa se dedicaram a compreender como a informacgao contida
no DNA é usada pela célula. Convenhamos: ndo é possivel que 98%

simplesmente nao sirva para nada!

Atualmente, sabe-se que esses genes para RNAm estéo es-
palhados ao longo do DNA e, de uma forma geral, eles representam
uma pequena proporgao do DNA de eucariotos como um todo (e ndo
apenas de humanos). Além disso, a quantidade desse tipo de genes

para esse tipo de RNA na molécula varia entre as espécies.

De uma forma geral, nos organismos multicelulares entre 20 e

25% desses genes existem como ‘cépia unica’ ao longo do genoma,

enquanto os demais formam ‘familias’ génicas, formadas por dois ou

mais genes, 0s quais apresentam similaridade na sua sequéncia de
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nucleotideos, além do que as fungdes sao relacionadas. Além disso,
existem alguns genes codificam proteinas que sao continuamente uti-
lizadas pela célula em grande quantidade. Para suprir essa deman-
da, eles existem em multiplas cdpias, que geralmente se organizam
uma ao lado da outra (em tandem). Como exemplo, podemos citar
0s genes para histonas, proteinas fundamentais para a formagao da
cromatina (lembre-se que a cromatina é formada por DNA associado

as histonas, ok?).

Pseudogenes

Vamos continuar nossa discussédo sobre o DNA nuclear ana-
lisando os pseudogenes. Tais regides sao copias de genes que co-
dificam proteinas, no entanto perderam sua fung¢ao original devido
a presencga de algumas alteragbes (mutacgdes). Alguns sao inativos,
enquanto outros ndo. Em humanos, por exemplo, existem aproxima-
damente 15.000 pseudogenes, dos quais cerca de 20% podem ser

transcricionalmente ativos.

Com o conhecimento obtido a partir da analise do DNA humano
e de outras espécies, os pseudogenes foram divididos em diferentes
categorias de acordo com a sua ‘origem’. Vamos conhecer um pouco

mais sobre cada uma delas:

I. Pseudogenes unitarios: se originaram a partir de um gene

cbpia unica, mas perderam suas fung¢des originais devido a
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presenca de varias mutacgoes.

Il. Pseudogenes duplicados: surgiram a partir da duplicagao
génica (novamente, perderam suas fung¢des originais devido as
alteragdes que apresenta).

lll. Pseudogenes processados: nesse caso, tudo comega com
a transcricao reversa de um RNAm (na transcri¢ao reversa,
ocorre a producado de DNA a partir do RNAm), que em seguida
€ novamente inserido no DNA. Portanto, esse tipo de pseudo-

gene geralmente nao apresenta introns e promotor.

Embora o papel funcional dos pseudogenes n&o seja comple-
tamente compreendido, alguns sdo capazes de se ‘relacionar’ com o
gene a partir do qual se originaram, ativando ou reprimindo a sua ex-
pressao génica, por exemplo. Estudos recentes tém demonstrado que
eles podem colaborar no desenvolvimento de algumas doengas e na
progresséo de diferentes tipos de cancer, como o de mama, prostata

e pulmao, entre outros.

Genes para RNAs nao codificantes

O conhecimento com relacéo a estrutura e composi¢cao do DNA
aumentou muito, de forma que genes para outros tipos de RNA foram
descritos, os quais foram divididos em dois grandes grupos: 1) RNAs
codificantes: onde se encontra a informacgao para a sintese protéica —

RNA mensageiro (RNAm) e 2) RNAs nao codificantes: os ncRNAs (do
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inglés ‘non-coding RNAS’). Esses tipos de RNAs estao presentes em
procariotos e eucariotos, mas como sempre nosso foco sera no DNA

humano, ok?

Bem, como a estrutura e fungdo do RNAm ja foi discutida no
capitulo 2, vamos abordar alguns aspectos sobre os ncRNAs. Um
ponto importante € que eles executam a sua fung¢do celular na for-
ma de RNA, portanto, como ja mencionado anteriormente, embora as
proteinas sejam fundamentais na execugéo das fungdes celulares, ha
tipos de RNAs que também atuam em diferentes momentos para que

a célula consiga desempenhar seu papel no corpo humano.

Em eucariotos, os ncRNAs sao classificados tendo como
referéncia a sua localizacdo: aqueles que se encontram no nucleo
sdo os pequenos RNAs nucleares ou snRNA (do inglés small nuclear
RNA), os presentes no nucléolo, a regido do nucleo onde ocorre a sin-
tese dos ribossomos sao os pequenos RNAs nucleolares, ou snoRNA
(do inglés small nucleolar RNA) e estdo envolvidos na modificagao de
RNA ribossémico (RNAr). Por fim, aqueles localizados no citoplasma
sdo os pequenos RNAs citoplasmaticos, ou scRNA (do inglés small

cytoplasmatic RNA).

Mas o que exatamente esses ncRNAs fazem nas células? Va-
mos considerar alguns exemplos para compreender a importancia des-
sas moléculas. Os RNAs ribossémicos (RNAr) que junto com protei-

nas formam os ribosssomos e transportador (RNAt) sdo fundamentais
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na sintese protéica, por exemplo. Um aspecto importante com relagao
a esses tipos de RNA é que existem multiplas copias dos seus respec-
tivos genes. Uma célula humana embrionaria, por exemplo, precisa
de pelo menos 100 cépias de genes ribossomais. Nesse caso, apesar
do produto final ndo ser uma proteina, esses RNAs sdo fundamentais
no processo de sintese proteica, que ocorre continuamente no interior

de uma célula, o que justifica a necessidade de multiplas copias.

Ha também os longos ncRNAs (ou IncRNA), geralmente maio-
res que 200 nucleotideos e milhares deles foram identificados em
humanos. A fungdo desses IncRNAs ainda ndo é completamente
compreendida, mas alguns deles estao envolvidos no controle da ex-
pressao génica. Estudos recentes demonstram que ha IcnRNAs fun-
damentais, por exemplo, no controle da expressao de genes relacio-
nados com o cancer, como aqueles envolvidos com a progressao do
tumor e metastase. Dessa maneira, ha relatos na literatura cientifica
de que a expressédo de alguns IncRNAs esta desregulada no cancer

de mama, bexiga e pulm&o, por exemplo.

Em contrapartida, existem também os microRNAs (ou miR-
NAs), com tamanho variando entre 17 a 25 nucleotideos que agem
no controle da expressao génica a nivel pds-transcricional (ou seja,
agem no RNAm produzido na transcricdo). Essas moléculas sao
capazes de se ligar a um determinado RNAm alvo através da com-

plementaridade de sequéncias, o que leva a degradacédo do RNAm
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(quando a complementaridade é total) ou impede a traducéo (quan-
do a complementaridade é parcial). Considerando que tamanho do
mMiRNA é pequeno e a possibilidade de agcdo mesmo diante de uma
complementaridade parcial, um unico miRNA pode regular centenas
de genes e cada gene-alvo pode ser regulado por multiplos miRNA.
Dessa forma, a rede de interacao entre os miRNA e RNAm é realmen-
te complexa. Além disso, um achado muito importante € que essas
moléculas também sdo encontradas no meio extracelular, em fluidos
corporais, sendo denominados miRNA circulantes ou simplesmente
c-miRNA. Nesse ambiente, elas seriam importantes na comunicagao

celular, por exemplo.

Em humanos, cerca de 2588 miRNAs ja foram descritos. Elas
participam do controle de processos importantes como tais como pro-
liferacéo e diferenciacao celular. Estudos recentes mostram que alte-
ragcdes no padrédo de expressao de alguns miRNAs estdo envolvidos
em diversas condi¢des patoldgicas, tais como algumas doengas neu-

rologicas e alguns tipos de cancer, por exemplo.

3.2 - REGIOES REPETIDAS

A presencga de sequéncias repetidas é algo observado no ge-
noma de procariotos e eucariotos. Considerando o modo como as
‘unidades de repeticdo’ (a sequéncia de nucleotideos que se repete)

estdo organizadas no genoma, ha duas classes gerais de DNA repeti-
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tivo: 1) repeticoes em tandem (lado a lado) e Il) repeticdes distribuidas

pelo genoma (ou interespagadas) (figura 3.1).

|
|

|

| \ ' [

|

| / Repeticdes
|

|

Repeticdes interespacadas em tandem

Figura 3.1: llustragdo mostrando os diferentes tipos de repeticdes observadas ao
longo do DNA: interespacadas ou em tandem (lado a lado).

Aproximadamente 50% do DNA humano contém essas se-
quéncias repetitivas, cuja fungdo permaneceu desconhecida por um
tempo. No entanto, o avango no conhecimento do DNA (incluindo o
humano) permitiu a associagéo de tais regides a alguns aspectos mui-

to importantes. Vamos conhecer alguns exemplos a partir de agora.

REPETICOES EM TANDEM (LADO A LADO)

Repeticbes em tandem sao aquelas que estdo agrupadas, uma
ao lado da outra, e correspondem a aproximadamente 3% do geno-
ma humano. Sequéncias de DNA curtas e altamente repetitivas sédo
conhecidas como ‘DNA satélite’. Tais regides geralmente formam ‘blo-
cos constitutivos’ de heterocromatina (ou seja, a cromatina nesses lo-

cais apresenta-se altamente compactada continuamente), e sdo com-
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ponentes essenciais de estruturas importantes como centrdbmeros e

teldmeros presentes nos cromossomos.

Além disso, minissatélites e microssatélites também sao exem-
plos de repeticdes em tandem, no entanto estdo em outras regides do
genoma. Vamos explorar alguns aspectos muito interessantes sobre

essas regides a partir de agora!

Minissatélites: sdo sequéncias de DNA contendo entre 15 a 50 nu-

cleotideos que se repetem varias vezes lado a lado (figura 3.2).

Microssatélites: sao repeticbes mais curtas, contendo até 6 nucleo-
tideos também conhecidas como STRs (short tandem repeats — pe-
quenas repeticbes em tandem) ou SSRs (simple sequence repeats

— sequéncias repetidas simples) (figura 3.2).

Figura 3.2: llustragdo mostrando exemplos de repeticdes em tandem presentes no
DNA. A) Minissatélites e B) microssatélites.

Embora ndo sejam regides codificantes, o conhecimento sobre

essas sequéncias tem aumentado nos ultimos anos e, o0 que a princi-
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pio era considerado como ‘DNA lixo’ tem se revelado cada vez mais
interessante. Essas repeticbes em tandem sao altamente mutaveis
(podem ser alteradas com grande frequéncia), o que acaba levan-
do a um aumento ou redugdo no numero de copias da unidade de
repeticao e consequentemente ao aumento ou redugcéo no tamanho
do microssatélite. Tal condigdo é conhecida como ‘instabilidade de
microssatélite’ (MSI| — microsatellite instability).

Para entendermos as consequéncias da MSI, antes é preci-
so considerar que existem microssatélites nas regides intergénicas
(entre os genes), nas regides reguladoras e até mesmo distribuidos
ao longo de genes que codificam proteinas. Nesse ultimo exemplo, a
mutacao no microssatélite pode levar a um ganho ou perda da fungao
de um gene, uma vez que a proteina mutante produzida sera diferente
da proteina original. Ja as alteragbes daqueles presentes nas regides
reguladoras podem alterar a expressao génica (e assim a quantidade
de produto génico). Além disso, a MSI pode contribuir na alteragao
do padrao de compactagédo da cromatina, tornando-a mais ‘fechada’
levando a uma consequente mudanga no padréo de expressédo gé-
nica, uma vez que a informagao contida na cromatina mais ‘fechada’
nao esta ‘acessivel’ para a transcricdo. Em humanos, tais alteragées
estdo associadas ao surgimento da sindrome do X fragil, transtorno
do espectro autista e outras doencgas neurologicas, além de outras
patologias e alguns tipos de cancer. Isso claramente mostra a impor-

tancia dessas regides no DNA humano.
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Além disso, os microssatélites sdo muito uteis na determinacéao
da ‘impresséao digital de DNA de um individuo. Quando se analisa
um microssatélite, nota-se que ele pode apresentar diferentes alelos
(‘formas alternativas / variagdes do mesmo microssatélite’), nos quais
0 numero de vezes que a unidade de repeticdo aparece é variavel.
Dessa maneira, cada alelo tera um tamanho diferente. E importante
ressaltar que, embora um microssatélite possa apresentar varios ale-
los, cada ser humano tera no maximo duas copias diferentes: uma de

origem materna e outra de origem paterna (figuras 3.3 € 3.4).

i MICROSSATELITE ‘RRT’ (REPETIGAO GCAA) i
i ALELO NUMERO DE REPETIGOES TAMANHO (ph) i
i RRT1 8 = GCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAA 32 i
E RRT2 10 = GCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAA 40 i
i RRT3 6 = GCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAA 2 i
i RRT4 12 = GCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAA 48 i
i RRTS 7 = GCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAA 28 i
i RRT6 4 = GCAAGCAAGCAAGCAA 16 i
i MICROSSATELITE ‘WWG’ (REPETICAO ATT) i
'| ALELO NUMERO DE REPETICOES TAMANHO (pb) ||
i WWGL 12 = ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATT 36 i
i WWG2 10 = ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATT 30 i
|| WWG3 5 = ATTATTATTATTATT 15 |
i WWG4 18 = ATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATT 54 i

Figura 3.3: Exemplos meramente ilustrativos de dois microssatélites (RRT e WWG)
e seus respectivos alelos (eles de fato ndo existem, ok). Note que o tamanho de
cada alelo é diferente.
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Atualmente, existem diferentes técnicas de Biologia Molecular
que nos permitem analisar o DNA. Dessa forma é possivel, por exem-
plo, determinar o tamanho de cada microssatélite de um individuo,
gerando assim a sua ‘impressao de DNA digital’ que € entdo analisa-
da em testes de paternidade e pela Genética Forense na analise de
amostras biolégicas encontradas na cena de um crime, por exemplo

(conforme descrito no capitulo 7).

REPETIGCOES DISTRIBUIDAS PELO GENOMA: TRANSPOSONS
Ao contrario das repeticdes em tandem, que se encontram uma
ao lado da outra, essas regides se encontram dispersas pelo DNA e
sd0 maiores que os microssatélites (tamanho acima de 100pb). Uma
caracteristica Unica é a sua capacidade de se ‘mover’ (isso mesmo!!!),

integrando-se a novas regidées do genoma, um mecanismo conheci-
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do como transposi¢ao. Portanto, essas regides sao conhecidas como
‘transposons’ ou ‘elementos transponiveis’. Esse tipo de sequéncia
corresponde a aproximadamente 48% do DNA humano e, de acordo
com o modo como a ‘mudanca de local’ acontece, elas sao divididas

em duas classes principais:

I) Transposons de DNA: se movem usando um mecanismo de ‘corta
e cola’, ou seja, se movem para o novo local sem copiar o seu DNA

antes (figura 3.5).

Il) Retrotransposons: usam um mecanismo de ‘copia e cola’ para se
moverem, de forma que primeiro fazem uma copia do seu RNA e s6

entdo se movem para o novo local (figura 3.5).
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Figura 3.5: llustragdo simplificada dos diferentes mecanismos de transposicao. A)
Transposons de DNA: corta e cola e B) Retrotransposon: copia e cola.

Além da diferenga no modo de transposicao, essas classes

apresentam caracteristicas unicas que serao descritas abaixo.
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Retrotransposons (classe |)

Existem algumas classes de retrotransposons, sendo que 3
delas serao discutidas nesse capitulo: 1) semelhantes aos retrovirus,
2) LINES (do inglés ‘long interspersed elements’ = elementos longos
interespacados e 3) SINES (do inglés ‘short interspersed elements’ =

elementos curtos interespagados).
l. Retrotransposons semelhantes aos retrovirus

Como o préprio nome sugere, a estrutura desses elementos
moveis apresenta varios aspectos em comum com os retrovirus. Por
exemplo: a presenga de longas repeticées terminais diretas, conhe-
cidas como LTRs (do inglés long terminal repeats). Além disso, mo-
vem-se por retrotransposicao e sdo capazes de codificar uma enzima
chamada transcriptase reversa, que produz DNA a partir de um molde

de RNAm (figura 3.6).
Il. LINEs

Nao apresentam as LTRs em sua estrutura. No entanto, com
um tamanho de aproximadamente 6.000 pb, em sua estrutura interna
apresentam um promotor que controla a expressao de toda a ‘ma-
quinaria’ necessaria para a sua transposi¢ao, o que inclui enzimas
como a transcriptase reversa. Além disso, apresentam uma cauda
poli A. O elemento LINE mais abundante em humanos é o L1 (cer-

ca de 500.000 copias) e ainda esta ativo. Dessa maneira, estudos
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demonstraram que a sua movimentagdo acabou criando mutagdes
associadas a algumas doencgas hereditarias, tais como alguns casos

de hemofilia e distrofia muscular (figura 3.6).
lll. SINEs

Essa é a classe de retrotransposons com menor tamanho, que
pode variar entre 100pb a aproximadamente 400pb. Os SINEs nao
codificam uma transcriptase reversa, portanto dependem de outro
elemento retrotransponivel (um LINE) que produza essa enzima para
se mover (figura 3.6). No genoma humano, o SINE mais frequente
€ o elemento Alu (que ainda esta ativo). Existem mais de um milhdo
dessas sequéncias ao longo do DNA humano, sendo que o tamanho
médio de cada uma é de aproximadamente 300pb. Considerando que
ele ainda esta ativo e o local da nova insercao € aleatério, sua inser-
¢ao pode levar a inativagdo de um gene ou alteragdo do padrao de
expressao génica. De acordo com o gene envolvido nesse processo,
a consequéncia pode ser prejudicial, colaborando para o surgimento
de doencas humanas como cancer de mama e de ovario, leucemia,

hemofilia A, entre outras.
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Figura 3.6: llustragédo simplificada da estrutura de alguns tipos de retrotranspo-
sons. As setas em vermelho indicam duplicagdes do sitio-alvo. LTR: long terminal
repeats (repeticdes longas terminais).

Transposon de DNA (classe Il)

Em sua estrutura, possuem repeti¢cdes terminais invertidas e, en-
tre elas, se encontra o gene para enzima transposase, responsavel
pelo ‘movimento’ dessa regido, que envolve a excisdo seguida da
reinsergao no novo local (figura 3.7). Essas regides correspondem a

aproximadamente 5% do nosso DNA e estdo inativas em humanos.
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Transposase

Figura 3.7: llustragdo simplificada da estrutura basica de um transposon de DNA. As
setas pretas indicam as repeticdes terminais invertidas. As setas vermelhas indicam
as duplicagdes do sitio-alvo.

3.3 - DNA MITOCONDRIAL

Considerando que as células eucariontes animais possuem
DNA tanto no nucleo quanto nas mitocéndrias, vamos analisar o mito-
condrial, ok? Trata-se de um DNA circular com 16.659pb e 37 genes
onde nao sao observados introns, a partir dos quais algumas das pro-
teinas necessarias para a realizagcao de suas fung¢des sao produzidas.
As demais sao produzidas pela célula e encaminhadas ao seu interior,
como € o caso das enzimas responsaveis pela replicagéo. Portanto, o
fato de possuir DNA préprio ndo torna a mitocdndria independente do

restante da célula.

Ha alteragdes (mutagdes) no DNA mitocondrial humano responsa-
veis por doencas que apresentam um padrdo de heranga unico: sao
transmitidas exclusivamente pela mae (herangca materna do DNA mi-

tocondrial, que é discutida no capitulo 5). Um aspecto importante nes-
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se contexto é que, embora 0 numero de mitocondrias presentes em
uma célula varie de acordo com sua funcéo (sendo mais frequentes
quando o consumo energético € maior), normalmente ha centenas de
mitocondrias em uma célula. Dessa maneira, pode haver uma mistura
de mitocdndrias com o DNA normal (selvagem) e o mutado na mesma

célula, uma condi¢gao conhecida como heteroplasmia.

3.4 - DNA ESPACADOR

Ao analisar o DNA de uma espécie, como o humano, por exem-
plo, sera que toda sequéncia de nucleotideos encontrada podera ser
classificada em alguma das categorias que discutimos até agora? A
resposta € ndo. Pode parecer contraditorio que com todo avanco cien-
tifico (que inclui um enorme avango na capacidade de sequenciamen-
to) essa seja a resposta. Portanto, as regides que ainda tém fungao

desconhecida sao classificadas como ‘DNA espacador’.

O fato € que desde a conclusdo da primeira versdo do sequencia-
mento do genoma humano em 2001, a comunidade cientifica tem se
dedicado para compreender ndo apenas a sequéncia de nucleotideos
presente no DNA, mas o seu significado biolégico. Portanto, a ten-
déncia € que a proporgcao da molécula que corresponde a DNA espa-
cador diminua. Ao longo desses anos, felizmente nota-se um grande
avango nesse sentido, o que tem trazido inumeros beneficios para a

area da saude, como a compreensao dos mecanismos envolvidos em
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algumas doencgas genéticas. Ainda ha muito a ser elucidado, e pro-
vavelmente ainda nos surpreenderemos com muitos aspectos dessa

incrivel e apaixonante molécula: o DNA!
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MUTACOES
GENICAS

G’ Embora o DNA humano tenha bilhdes
de nucleotideos, é fundamental que cada
que nenhum seja alterado. No entanto, ha ra-
ras ocasides em que ocorrem alteragdes em
g um ou alguns deles. Como essas alteracoes,
& chamadas ‘mutacbes génicas’, acontecem?
E qual a consequéncia dessas mudancgas
para as células? Esses sdo os temas cen-
trais desse capitulo. Nao perca um so de-
talhe e amplie ainda mais seu conhecimento
sobre o DNA!
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Agora que ja conhecemos a estrutura do DNA e o seu papel funda-
mental no armazenamento da informagao genética, que por sua vez é
determinante na produgao de proteinas, entendemos também que a

molécula de DNA nao pode ser alterada.

De fato, a célula apresenta varios mecanismos para garantir n&o
apenas a integridade do DNA, mas também para assegurar que a sua
sequéncia de nucleotideos n&o seja alterada. No entanto, ha raras
situagbes em que uma mutacdo (alteracdo) surge nessa molécula. A
partir desse momento, duas perguntas surgem: 1) O que causou essa
mutacdo e 2) isso tera alguma consequéncia? Vamos responder a

cada uma dessas questdes ao longo desse capitulo, ok?

Essas pequenas alteragdes, que resultam na mudanca de um ou
alguns nucleotideos no DNA, sdo conhecidas como mutacdes géni-
cas. Elas podem alterar a sequéncia de genes individuais ou ocorrer
em uma regido intergénica (aquela que se encontra entre os genes).
Séao importantes pois sdo a ‘fonte primaria’ de variabilidade genética
para uma espécie. Como assim, variabilidade genética? Vamos lem-
brar que na espécie humana os individuos ndo sao iguais entre si
(isso ocorre apenas entre os gémeos monozigéticos, aqueles que séo
idénticos e que ainda assim podem acumular mutacdes individuais
ao longo de suas vidas). Na verdade, é a variabilidade genética entre
os individuos que da a cada ser humano a sua individualidade! Ou

seja, se compararmos o DNA de diferentes individuos, embora eles
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apresentem 46 cromossomos, a sequéncia de nucleotideos nao sera
idéntica. E essa diferenca, ou variacdo, que surge através de uma

mutacao génica que chamamos de variabilidade genética!l

4.1- COMO SURGEM AS MUTAGOES GENICAS

A partir de agora vamos comegcar a analisar o surgimento das
mutagdes génicas, as quais podem resultar na alteragcdo de um ou
alguns nucleotideos. De uma forma geral, essas alteragcbes no DNA
podem surgir espontaneamente ou podem ser induzidas apos a expo-
sigao das células a um agente mutagénico, que nada mais € que qual-
quer tipo de agente quimico ou fisico capaz de induzir o surgimento

de uma mutacgao.

Erros introduzidos durante a copia do DNA.

Uma caracteristica fundamental do DNA é que as suas cadeias
de nucleotideos sdao complementares, o que envolve a formagao de
pares especificos: adenina com timina (ou vice-versa) e citosina com
guanina (ou vice-versa). Durante a cépia do DNA, a célula separa as
cadeias de nucleotideos e usa cada uma como um molde a partir do
qual a cadeia complementar sera produzida (detalhes desse processo

est&o descritos no capitulo 1).

Embora haja uma grande precisdo durante a cdpia do DNA, a cé-

lula pode cometer um erro nesse processo e formar pares ilegitimos,
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como citosina e timina, por exemplo. Na maioria das vezes, essa falha
€ reconhecida e corrigida pelas ‘enzimas de reparo’ responsaveis pela
revisdo do DNA, portanto a taxa de surgimento de mutagdes durante
a replicagao € muito baixa. No entanto, ha casos em que esse erro

nao é corrigido, resultando em uma mutagao permanente (figura 4.1).
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SURGIMENTO DE UMA MUTAGAO DEVIDO A UM

ERRO DURANTE A COPIA DO DNA

Molécula de Duas novas
, DNA original moléculas de DNA
£ r— — !
E SA=TY = SA T¥ Cada uma sera usada AT FA=TY 3
E T=a Separagao das A o T=a T=A :
E cadeias de comptioie pard = = :
| 56 | e | © G produgiodacadeia  C =G C=G Farmacho de wn par
E G=C G c complementar G=C _G..% S " incorreto devidoa |
§ A=T ‘ A T - A=T LQ_I_'- um erro durante a §
E cC=6G C G C=G C=G cépia do DNA que ;
E 3PG=C5 3G (o 3¥G=C5 3¥G=C5 nao sera corrigido i
O que acontecerd quando a molécula de DNA que contém o par
u incorreto de nucleotideos for duplicada? ‘
DUPLICACAO DA MOLECULA DE DNA QUE CONTEM O
PAR DE NUCLEOTIDEOS INCORRETO
Molécula de DNA
Duas novas

contendo o par de
5 5 moléculas de DNA
nucleotideos incorreto

| —_— 1
E SA=TY¥ Separagdo das B T3 Cadaumaserdusasa °A=TY SFA=TE ‘
E T=A cadalasde A como molde para T=A T=A §
E C=6G nucleotideos C G produgéo da cadeia C=6G 3’
: G=cC G C complementar G=C
G T ‘ G T - Eé:: i ]
; C=G C G C=6 |
¥G=C¥H ¥6 cs ¥G=C¥
|
‘ Sequéncia contendo uma Sequéncia ,
: mutagdo génica (troca do idéntica a ‘
a par A/T pelo G/C) ofginal |

Figura 4.1: A) llustracdo demostrando um erro cometido durante a copia do DNA
que néo foi corrigido e B) Resultado da duplicacdo da molécula de DNA contendo
um par incorreto, que é o surgimento de uma mutagéo génica.
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Erros durante o reparo de uma lesao no DNA.

Danos na molécula de DNA podem surgir espontaneamente
ou de forma induzida pela exposi¢cao a agentes mutagénicos, sendo
que muitas vezes esses danos podem ser corrigidos. No entanto, a
maquinaria celular responsavel por esse reparo € capaz de remover
o nucleotideo danificado e inserir outro normal, porém diferente do
original, criando assim uma mutagao génica.

Como exemplo, vamos analisar o que pode ocorrer durante o
reparo de uma depurinagdo, um dano no DNA que envolve com uma
adenina ou guanina. Nesse caso, ocorre a quebra da ligagao entre a
base nitrogenada e a pentose do nucleotideo, de forma que o que o
nucleotideo danificado ndo apresenta mais em sua estrutura nenhu-
ma base nitrogenada. Isso representa um problema para a célula,
pois como saber qual nucleotideo colocar na nova cadeia de nucleo-
tideos durante a replicagdo? Quando a enzima DNA polimerase se
deparar com tal situacdo, ela pode colocar qualquer nucleotideo na
fita que esta sendo produzida, o que representa um alto risco de criar
uma nova mutagao toda vez que o DNA for duplicado, ou pode levar a
interrupgao do processo de replicacéo. Para resolver essa situacao, o
nucleotideo danificado sera removido e outro normal sera inserido em
seu lugar. O problema é que a célula pode acabar inserindo um nu-
cleotideo diferente do que havia no local inicialmente, criando assim
uma mutagao. Ao contrario dos erros cometidos durante a copia do
DNA que na maioria das vezes sao corrigidos, as mutagdes que sur-

gem nesse caso serao permanentes, pois o0 novo par de nucleotideos

formado estara correto, no entanto é diferente do original (figura 4.2).
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SURGIMENTO DE UMA MUTAGAO DURANTE O

REPARO DE UMA LESAO DO DNA

NUCLEOTIDEO NORMAL PAR DE NUCLEOTIDEOS
ORIGINAL
ADENINA Durante a copia do DNA, sempre

& que a célula encontra uma adenina,
( ADENINA ]:::[ TMINA |
ela coloca uma timina na cadeia
1
n
L
I

complementar em formagao

NUCLEOTIDEO DANIFICADO NUCLEOTIDEO NORMAL (MAS
DIFERENTE DO ORIGINAL)

1

I

1

I

1

I

1

I

' /

: A . GUANINA
i : Para corrigir esse problema, o FOSFIT0
| 5
I '

1

I

1

I

1

I
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I

nucleotideo danificado sera -
removido e outro normal sera

B inserido em seu lugar

0 que acontecera durante a copia do DNA no local onde houve o reparo da leséo?

NUCLEOTIDEO NORMAL
(porém diferente do original)
PAR DE NUCLEOTIDEOS
GUANINA L i ATUAL
~ ) Durante a copia do DNA, a célula
- colocara uma citosina como

SURGIMENTO DA MUTAGAO )

PAR DE NUCLEOTIDEOS ORIGINAL PAR DE NUCLEOTIDEOS ATUAL

EEm =R - (“ouavina ];[ CITosINA |
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Figura 4.2: llustracao simplificada do surgimento de uma mutagéo durante o repa-
ro de uma les&o de um dano na molécula de DNA.
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4.2 - CONSEQUENCIAS DA MUTAGAO GENICA

A partir do momento que a sequéncia de nucleotideos do DNA
foi alterada, a pergunta que surge é: isso sera prejudicial para o in-
dividuo ou nao? Na verdade, essa resposta nao é tdo simples, mas
vamos analisar o que pode acontecer com a proteina que sera produ-

zida a partir da versao mutante do gene a partir de agora, ok?

A mutacao pode ter efeitos fenotipicos.

Isso depende do gene que foi alterado. Nesse caso, a altera-
¢ao aconteceu em um gene com uma fungao importante na célula,
como um gene envolvido no controle do ciclo celular ou em um re-
ceptor de membrana, por exemplo. E importante ressaltar que nem
toda mutagao génica € prejudicial! Infelizmente, existem sim varias
doengas genéticas cuja causa foi uma mutagao génica, mas também
existem individuos que s&o naturalmente resistentes ao virus HIV (o
que também se deve a uma alteragdo no DNA), o que é extremamente

benéficol

Além disso, € preciso considerar o local especifico em que
essa mutagao aconteceu. As vezes, ela acontece na regido regulado-
ra do gene, alterando a expressao do gene. Portanto a proteina ainda
sera normal, mas ela sera produzida no momento e/ou na quantidade

anormais.
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A mutacgao pode nao ter efeitos fenotipicos.

Pode parecer estranho, mas é exatamente isso! O DNA foi al-
terado e n&o havera nenhuma consequéncia para o individuo. Temos

algumas explicagdes para esse fato:

a) A mutacdo nao alterou a sequéncia de aminoacidos da protei-
na. Vamos lembrar que o codigo genético € degenerado, ou seja,
mais de um codon pode especificar o mesmo aminoacido e que
geralmente a variagao envolve o terceiro nucleotideo. Por exem-
plo: os cédons CCC, CCA, CCU e CCG especificam o aminoacido
prolina. Portanto, se a mutacéao resulta na troca de um cédon CCC
para um CCA, isso ndo resultara em uma mudanga na proteina.

b) Houve sim uma mudanga na sequéncia de aminoacidos, mas isso
nao alterou as propriedades funcionais da proteina.

c) A mutagdo aconteceu em uma regido intergénica.

Tendo em mente que analise da consequéncia de uma mutagao
génica no fenétipo de um individuo depende dos fatores acima abordados,
vamos discutir a partir de agora as consequéncias de uma mutagao para
0 gene mutante.

Algumas mutagdes levam a substituicdo de apenas um nucleoti-
deo, sendo também conhecidas como SNPs (do inglés ‘single nucleotide
polymorphism’ — polimorfismo de nucleotideo Unico), enquanto outras le-
vam a insercao ou delecao de alguns nucleotideos e sdo conhecidas com

INDEL (IN = insercéo / DEL = delegao).
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MUTAGOES QUE ENVOLVEM SUBSTITUIGOES DE NUCLEOTI-
DEOS E SUAS CONSEQUENCIAS

Mutagoes sinbnimas
Sao alteragbes no DNA que ndo causam alteragdo alguma na
proteina, uma vez que o novo codon formado continua especificando

o0 mesmo aminoacido (figura 4.3).

| Dna ATG cicie {GTA |  AGG @TT TAA

E TAC GGG CAT ! TCC GAA ATT

i RNAmM AUG ccc EGUA § AGG cuu UAA

E Proteina metionina prolina i valina E treonina leucina Cadigo de
i i g parada

E 3

| oA ATG ccc 1 6TG |  ACG € TF TAA

' TAC GGG | CAC i Tec GAA ATT
RNAm AUG ccc i GuG | ACG cuu UAA
E Proteina metionina prolina :\ valina ,; treonina leucina Cddigo de
E _______ parada

Figura 4.3: Mutagao sindnima (a troca de nucleotideos no DNA nao altera o aminoa-
cido na proteina).

Mutacoes de troca de sentido
Quando a troca de um nucleotideo no DNA resulta na troca de

um aminoacido na proteina (figura 4.4).
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i DNA ATG ¢ ccc | GTA AGG CTT TAA

i TAC EGGG CAT TCC GAA ATT

i RNAm AUG E ccc i GUA AGG cuu UAA

i Proteina metionina E prolina i valina treonina leucina Cédigo de
i E i parada

i B

i DNA ATG E CAC i GTA ACG CTT TAA
TAC GTE | CAT TGC GAA ATT

| RNAm AUG | CAC . GuA ACG cuu UAA

i Proteina metionina ihistidinaj valina treonina leucina Caodigo de
i ------- parada

i

i

Figura 4.4: Mutacao de troca de sentido (a troca de nucleotideos no DNA altera o
aminoacido na proteina).

Mutagoes sem sentido

Nesse caso, a mutacdo acabou criando cddigo de parada
precoce onde anteriormente um aminoacido normal era especificado.
Como resultado, a proteina mutante € menor que a proteina normal

(figura 4.5).
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i TAC GGG
i RNAmM AUG cccC
i Proteina metionina prolina
E DNA ATG ccc
i TAC GEE
! RNAm AUG BEE
i Proteina metionina prolina

GTA P TTG | CTT
CAT E AAC i GAA
GUA ! uuG cuu
valina i leucina i leucina

B
GTA E TAG i CTT
CAT | ATC | GAA
GUA E UAG i cCuu
valina 1Codigo de;

; sparacay !

4
MUTAGAO SEM SENTIDO

UAA
Codigo de

parada

TAA
ATT
UAA

Figura 4.5: Mutacao sem sentido (a troca de nucleotideos acaba criando um cédigo

de parada precoce, portanto a proteina mutante € menor que a normal).

Mutacoes que alteram o splicing do RNAm

Conforme descrito no capitulo 2, a retirada dos introns do

RNAm através do splicing envolve o reconhecimento de sequéncias

especificas de nucleotideos nos limites ‘intron / éxon’. Algumas mu-

tacbes ocorrem justamente nessas regides, eliminando um sitio de

corte ou criando um novo sitio de corte no intron (figura 4.6).
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I 1
I 1
I 1
I 1
I 1
| Exon 1 intron 1 Exon 2 intron 2 Exon 3 intron 3 Exond |
| | 1
: I :

I
: WGT AG... .GT AG... «.GT AG... !
1 1
I
: i
: ‘ |
I 1
I 1
I 1
|
i RNAm !
; i
. - ; 5 1
| Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 !
: 1
I 1
I 1
I 1
!

MUTAGAO NO SITIO DE CORTE DO INTRON 2

Exon 1 intron 1 Exon2 intron 2 Exon 3 intron 3 Exon 4

6T AG... «GA AG... ..GT AG...

‘

4

com retengiio do Exon 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 Exon 4

monz |

Splicing anormal ENEm

Figura 4.6: Mutacdes que alteram o ‘splicing’ do RNAm. A) Sequéncia original e
remocao correta dos introns. e B) A presenga de uma mutagéo no sitio de corte do
intron 2 resulta na sua retengao, portanto o RNAm final esta alterado.

MUTAGOES ‘INDEL’ E SUAS CONSEQUENCIAS

Pequenas delegdes e insergoes

Sao mutagdes que levam a perda ou ao ganho de um ou al-
guns nucleotideos. Como consequéncia, a partir do ponto onde houve
a mutagédo a sequéncia dos cédons sera diferente da original, por-
tanto, os aminoacidos adicionados a partir desse momento também
serao diferentes. Nesse caso, ha uma mudanca na matriz de leitura

(figura 4.7).
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i DNA ATG cccC :’GTA 5 TTG CTT TAA
i TAC GGG § CAT é AAC GAA ATT
E RNAmM AUG cccC EGUA E UuuG cuu UAA
i Proteina metionina prolina i valina E leucina leucina Codigo de
E i E parada
i ! i

g LN

i DNA ATG ccc E -TAT; TGC i AA
| TAC GGG | _ATA ! ACG AAA TT
i RNAmM AUG ccc i-UAUé UGC uuu AA
i Proteina metionina prolina ;\t_ir_qs_ip_a/,: cisteina fenilalanina

“ _____________________________ MITTRGAd !“_‘P._ETL_ IBELEGAG) e i)
i DNA ATG CCGC :"é'ffof‘: AGG CTT TAA

TAC 666 | CAT| Tcc GAA ATT

i RNAmM AUG ccc iGUA% AGG cuu UAA

i Proteina  metionina prolina E valina i treonina leucina Cadigo de

i i i parada

' ' I

; s

i DNA ATG ccc EGG?VT i AAC GCT TTA A
i TAC GGG iCGAi TTE CGA AAT

i RNAmM AUG ccc EGGUE AAC GCU UUA A
i Proteina metionina prolina :\gl_ic_:i_rla_ 5 asparagina alanina leucina

i

- o

. MUTAGAO INDEL (INSERGAO)

Figura 4.7: Mutacdes do tipo INDEL. A) Delegéo e B) Insercdo. Notem que todos os
codons a partir do local da mutagao foram alterados.

4.3 - ALELOS DE UM GENE

Quando essa mutagao ocorre em um gene, a partir desse momen-
to ele passa a ter duas versodes: a versao original e a mutante, que sao

chamadas simplesmente de ‘alelos’. Os alelos podem ser definidos
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como ‘variagdes do mesmo gene’ ou ‘formas alternativas do mesmo

gene’ de uma forma bem simplista e objetiva (figura 4.8).

5 10 15 20 25 30

} | | | } }

Sequéncia de nucleotideos original ATGAAGTTGACCGTACGTATCCATGTAGTA
Alelo1 ATGAAGTTGACCGTACGTATCCATGTAGTA

SNP Alelo 2 ATGAAGTTGATCGTACGTATCCATGTAGTA

Figura 4.8: Exemplo de alelos de um gene onde se observa um SNP (polimorfismo
de nucleotideo unico). Os numeros acima da sequéncia de nucleotideos original
indicam a posigao de cada um deles. Nesse caso, a variagdo ocorreu na posigcao 11
com a troca de uma citosina (C) por uma timina (T).

E importante ressaltar que um gene pode ter varios alelos. No en-
tanto, considerando que nés humanos somos diploides, teremos ape-
nas duas coépias de cada um, pois receberemos um alelo da mae e
outro do pai. Dessa maneira, cada individuo podera ter duas copias
iguais de um alelo e sera um homozigoto (exemplo: AA, aa, BB, bb,
DD, etc), ou apresentara duas coépias diferentes desse alelo e sera um

heterozigoto (exemplo: Aa, Bb, Dd, etc) (figura 4.9).
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| 5 10 15 20 25 30 :
| I | } } } | :
i Sequéncia de nucleotideos original ATGAAGTTGACCGTACGTATCCATGTAGTA !
: |
i AleloB ATGAAGTTGACCGTACGTATCCATGTAGTA ;
| 1
| I
SHE Alelo b ATGAAGTTGACCGTACGTATCCAT TTAGTA !
| 1
| 1
| INDEL (delegdo) Alelo b2 ATGAAGTTGACCGTACGTAECCATGTAGTA :
i :
1 I
|n :
.
! g o g o ° o |
: g d g < :
I I
; B[l []8 Bl ] b1 bt [ [ bt !
I I
i |
; -1 n |
I I
| I
I I
I I
I I
| |
| |
I == U

i Homozigoto Heterozigoto Homozigoto :
I BB Bb1 b1b1 !
B |
D i e i i s e o i )

Figura 4.9: A) Exemplo de um gene que possui varios alelos. O alelo B correspon-
de a sequéncia original, o alelo b1 apresenta um SNP e o alelo b2 apresenta uma
delegado. B) Representacéo de individuos homozigotos e heterozigotos.

4.4 -INTERAGAO ENTRE OS DIFERENTES ALELOS DE UM GENE

Agora que ja entendemos o que s&o alelos de um gene e que
em nossas células teremos duas cépias deles (uma herdada da mae
e outra do pai), vocé ja parou para pensar 0 que acontece em uma
célula quando dois alelos diferentes estao presentes em um heterozi-
goto (figura 4.10)? Pois é exatamente sobre isso que vamos discutir

a partir de agora!
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| |
| Alelo1 ATGAAGTTGACCGTACGTATCCATGTAGTA |
I I
I I
I I
| i Alelo 2 ATGAAGTCGACCGTACGTATCCATGTAGTA |
I I

Figura 4.10: A) llustracéo representando as possiveis combinacdes de alelos nos
individuos, com destaque para o heterozigoto. B) Representagdo molecular da se-
quéncia de nucleotideos em cada alelo, mostrando a variagdo que existe na posigao
8 (troca de T por C).

A interacao entre diferentes alelos pode ocorrer de trés maneiras:
1) Dominancia completa; 2) Dominancia incompleta e 3) Codominan-

cia.

Dominancia completa.
Um dos alelos se expressa (domina) e o outro ndo (‘se es-
conde’). Nesse caso, o alelo dominante € representado pela letra

maiuscula (exemplo: ‘A, ‘B’, ‘D’, etc) e o recessivo pela letra minus-
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cula (exemplo: ‘@’, ‘b’, ‘d’, etc). Quando a relagéo entre os alelos é de
dominancia completa, um heterozigoto sera representado por Aa, Bb

etc.

A questéo agora é: como explicar a dominancia e a recessivi-
dade em termos de produtos génicos? Ou seja, como as proteinas
produzidas a partir do alelo dominante e recessivo interagem? Na ver-
dade, a proteina produzida a partir do alelo dominante € funcional e
desempenha seu papel normal na célula, ao passo que a produzida
a partir do recessivo nao é funcional (ndo consegue desempenhar
sua fung¢ao). Vamos considerar as situagdes abaixo e analisar a figura

4.11 ok?

Individuo AA: tem as duas copias do alelo que produz a versao
funcional da proteina, portanto a fungao sera desempenhada na cé-

lula.

Individuo Aa: tem apenas uma copia do alelo que produz a versao
funcional da proteina, o que ja é suficiente para que a fungao seja
normalmente executada pela célula. Assim, a presenga de apenas um
alelo dominante ja é suficiente para que a caracteristica determinada

por ele se manifeste.

Individuo aa: tem os dois alelos que produzem a versao nao fun-

cional da proteina, portanto, a fungdo néo sera executada na célula.
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Figura 4.11: Interagéo entre os produtos génicos em uma célula quando a interagao
entre os alelos € de dominancia completa. A) Homozigoto dominante; B) Heterozi-
goto e C) Homozigoto recessivo.
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Dominancia incompleta.

Nesse caso, 0 heterozigoto sera um intermediario entre os dois
homozigotos. Vamos analisar o que acontece com a cor das pétalas
da flor de Antirrhinum majus, conhecida popularmente como ‘boca de
ledo’. O cruzamento de uma planta que produz flores vermelhas (c*/
c*) com uma que produz flores brancas (c/c), resultara em descen-
dentes heterozigotos (c*/c) que produzem flores rosa (figura 4.12).
Notem que nesse caso os alelos néo serao representados por letras

maiuscula e minuscula, ok?

Figura 4.12: llustracdo demons-
trando a interagao entre os alelos
na dominéncia incompleta. Note

+ [t

(eticr) l (ele) que nesse caso o heterozigoto
tem caracteristicas intermediarias
entre os dois homozigotos. Ob-
servagao: a flor representada na
figura € apenas uma ilustragéo,
ndo se trata da ‘boca de ledo’.

Descendentes
(c*/c)

Mas o que acontece nesse caso? Por que os heterozigotos apre-
sentam um fendtipo intermediario entre os dois homozigotos? Na ver-
dade, cada alelo selvagem (c*) produz uma quantidade ja estabelecida
do seu produto proteico. Vamos analisar as situagdes abaixo apresen-

tadas e a figura 4.13 para entender melhor a dominancia incompleta.

Plantas c*/c*: cada alelo produz uma dose correta ja estabelecida
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de proteina. Dessa maneira, com as duas copias ha muito pigmento

nas células de forma que a cor fica mais intensa (vermelha).

Plantas c*/c: possuem apenas uma coépia do alelo que produzira
a quantidade padrao da proteina, fazendo com que a quantidade de
pigmento presente nas células seja menor. Portanto, a cor da flor sera

rosa.

Plantas c/c: nao havera produgao de pigmentos na célula e a flor

sera branca.

(c*/c?)

$

1

1

1

[}

1

1

1

]

1

: (c*/c)

1

[}

1
Quantidade maior de |

1

[}

1

1

1

1

1

1

1

1

1

[}

1

$

Quantidade menor

(c/c)

$

Nao ha produgao de

pigmento produzido de pigmento, pois ha

pigmentos pelas

a partir das duas apenas uma coépia

duas copias do alelo
do alelo ‘c¥

\ 4

Flores cor-de-rosa

copias do alelo ‘c”

$

Flores vermelhas

‘cl

$

Flores brancas

Figura 4.13: Explicagdo molecular da dominancia incompleta: a diferenca na quan-
tidade de pigmentos é responsavel pela diferenga nas cores das pétalas. Observa-
¢ao: a flor representada na figura € apenas uma ilustragédo, ndo se trata da ‘boca
de ledo’.

Codominancia.
A codominéncia é caracterizada por casos em que o heterozigo-

to expressa as caracteristicas determinadas pelos dois alelos! Um
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exemplo classico pode ser observado na determinagdo dos grupos
sanguineos ABO em humanos. O gene ‘I’ € o responsavel por essa
caracteristica e possui 3 alelos: ‘IA’ (determina o tipo sanguineo A),
‘IB’ (determina o tipo sanguineo B), e i’ (determina o tipo sanguineo
0O). As possiveis combinagcbes desses alelos e os respectivos tipos

sanguineos estao apresentados na figura 4.14 abaixo.

AR
Tipo sanguineo A
Ali
M) A relagio entre os alelos */ie IB/iéde
B/IE dominancia completa
B/i

IA/IE ] Tipo sanguineo AB |::> A relagao entre os alelos I*/ IB é de codominancia

|
]
]
]
]
|
I
I
|
]
]
]
]
:
I
Tipo sanguineo B :
]
]
]
|
I
I
|
]
]
]
]
|
I
I
|
]
|

ili ] Tipo sanguineo O

Figura 4.14: Determinagéo do grupo sanguineo ABO em humanos onde é possivel
observar a codominancia entre os alelos I* / I® e a dominancia completa entre os
alelos I*/iel®/i.

Mas como compreender a base molecular da codominancia dos
grupos sanguineos ABO? Nesse caso, cada alelo determina a presen-
c¢a de um tipo carboidrato na superficie das hemacias. Ha pequenas
variagbes entre cada um deles, o que ja € suficiente para determinar

os diferentes tipos sanguineos (figura 4.15).

101




Fiigura 4.15: llustragao simplificada da determinagéo dos grupos sanguineos ABO
em humanos. A) Estrutura dos carboidratos presentes na superficie das hemacias
dos diferentes tipos sanguineos (as setas indicam a regido onde existe uma peque-
na variagao entre eles); B) Carboidratos presentes na superficie das hemacias dos
tipos sanguineos A, B, AB e O.

4.5 - TRANSMISSAO DE UMA MUTAGAO GENICA AO LONGO
DAS GERAGOES

O DNA é transmitido ao longo das geragdes, sendo que um in-
dividuo possui 50% do seu DNA de origem materna e 50% de origem
paterna. Vamos considerar que uma mutacao aconteceu em um indi-
viduo: ela sera transmitida aos seus descendentes ou nao? Depende
do tipo de célula em que essa alteragao genética aconteceu, se € uma
célula somatica ou uma célula germinativa. Vamos analisar melhor o

que de fato acontece.
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Mutagoes somaticas e mutagdes germinativas

Mutagdes somaticas sdo aquelas que acontecem em qualquer
célula que formam o corpo humano (células adiposas, fibroblastos
etc.) exceto as que formardo os gametas. Nesse caso, a mutagédo nao
sera transmitida as proximas geragoes.

Ja as mutagdes germinativas ocorrem em células que formaréo os
gametas (espermatozoides e oocitos). Portanto, nesse caso elas po-
derao ser transmitidas aos descendentes caso o gameta mutante par-
ticipe da fecundac&o. E importante destacar que um individuo normal,
com ancestrais também normais, portanto, sem nenhum histérico de
doengas genéticas na familia, pode apresentar gametas portadores

de mutagdes genéticas n&do detectados.
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TRANSMISSAO
DO MATERIAL
GENETICO

O DNA é a molécula hereditaria. Mas
G) como ele é transmitido dos pais aos seus
descendentes? A compreensao desse tema
em humanos é importante em especial quan-
do ha relatos de uma doencga que se manifes-
ta em diferentes individuos da mesma familia.
Nao é possivel impedir a sua transmisséo,
v mas a probabilidade de que os descenden-
tes herdem a condicdo em analise pode ser
determinada quando a causa é o disturbio
causado por um unico gene (monogénico).
Quais aspectos devem ser considerados para
compreender o padrao de transmissdo de um
disturbio genético? Ha excegbes a serem consi-
deradas? Ao longo desse capitulo, vocé encontrara
a resposta a cada uma dessas perguntas. Vamos 3!
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Nesse capitulo vamos analisar como ocorre a transmissao do nos-
so material genético, o DNA! Vamos comecar discutindo os mecanis-
mos celulares que permitem esse processo, em seguida vamos apli-
car todo esse conhecimento para abordarmos os padroes de heranga

em humanos.

5.1 - MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NA TRANSMIS-
SAO NO DNA.

Quando pensamos na transmissdo do DNA, é preciso abordar
esse processo considerando que todas as células do corpo humano
herdam o DNA da sua célula mae e que os genitores transmitem seu
DNA aos seus descendentes. Portanto, a partir de agora vamos ana-
lisar como uma célula transmite seu DNA as células filhas através da
mitose, e como os pais transmitem seu DNA aos seus descendentes

através da meiose (que permite a formagao dos gametas).

MITOSE: TRANSMISSAO DO DNA ENTRE AS CELULAS EM
UM ORGANISMO

A mitose € um evento celular fundamental no corpo humano e
ocorre em todas as células somaticas (ou sejam, em todas as células
do corpo humano exceto os gametas — odcitos e espermatozoides).
Existem diferentes mecanismos genéticos envolvidos no controle des-
se processo para garantir que a célula se multiplique apenas quando

necessario, uma vez que divisao celular descontrolada pode levar a
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formacao de um tumor.

Vamos apenas lembrar que o ciclo celular é divido em 2 fases: in-
terfase e mitose, reforgando que é na interfase que a célula se prepa-
ra para passar pela mitose, duplicando todo o seu conteudo, inclusive
o seu DNA, conforme descrito no capitulo 1.

Considerando esse processo em humanos, a célula que entra em
mitose tem em seu interior 92 moléculas de DNA (46 moléculas dupli-
cadas), as quais se encontram na forma de cromatina e que precisam
ser divididas em duas partes iguais. Para garantir que isso ocorra
com precisao, a célula inicialmente compacta a cromatina na proéfase.
Quando a cromatina esta totalmente compactada, o DNA agora esta
na forma de cromossomo, 0s quais se organizam na regiao equatorial
(central) da célula (isso ocorre metafase). Notem que esses proces-
sos iniciais facilitam a separacao de todo DNA presente na célula em
duas partes iguais! Em seguida, cada metade do cromossomo (cada
cromatide-irma) é separada para lados opostos da célula na anafase.
Por fim, a célula comecga a ‘descompactar’ os cromossomos, que vol-
tam a assumir a forma de cromatina e divide o seu citoplasma em dois
na teléfase (figura 5.1).

De forma resumida, ao longo da mitose o DNA: |) é compacto;
Il) € organizado no centro da célula e Ill) é separado em duas partes
iguais. Isso parece simples, mas nao é! E a exatiddo com que esses
processos ocorrem é fundamental para que todas as células do nosso

corpo sejam formadas. Dessa maneira, a mitose garante nao apenas
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a transmissao do DNA entre as células, mas também que todas as
células em um individuo tenham a mesma quantidade de material ge-

nético.

INTERFASE

E Duplicagdo
i do DNA

@ ) =

Essa célula entrara

v 46 moléculas em mitose
de DNA de DNA
| MITOSE 5
| METAFASE ANAFASE TELOFASE §
3 — ) &) |
| o % @)
3 \ ~=7 \~ P4 E
1 Cromatina comega a se v Cromossomos totalmente V' Cada metade (cada v Cromossomos comecamase |
} compactar compactados e organizados cromatide) foi separada ‘descompactar’ i
' ¥ Envoltdrio nuclear se na regido central da célula para lados opostos v Envoltério nuclear se reorganiza |
| desorganiza v Citoplasma se divide |

1 Possui 92 moléculas de
DNA

“

v' Formagdo de duas células idénticas
entre si e iguais a célula mde (cada
uma possui 46 moléculas de DNA)

Figura 5.1: llustragdo mostrando os principais eventos da mitose.
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MEIOSE: TRANSMISSAO DO DNA ENTRE AS GERAGOES

E incrivel pensarmos que o DNA é transmitido de uma geracéo
para outra! Isso ocorre através dos gametas, que por sua vez sao
formados através da meiose. Esse processo de divisao celular apre-
senta aspectos unicos e outros muito parecidos aos da mitose.

Novamente, consideraremos esse evento em humanos, mas es-
ses eventos se aplicam a praticamente todas as espécies com repro-
ducgao sexuada. A célula previamente duplica o seu DNA na interfase
e entra em meiose, no entanto, a célula se divide duas vezes: meiose
| e meiose Il. Como em cada divisao ela separa o seu material gené-
tico em duas partes iguais, ao final da meiose Il cada célula formada
apresentara metade de quantidade de DNA (23 cromossomos). Va-
mos analisar os principais aspectos desse processo, ok?

A meiose | € a etapa que apresenta os aspectos exclusivos da
meiose! A célula comega esse processo com seu DNA na forma de
cromatina, que entdo comecga a se compactar. Conforme a compac-
tacao avancga, os pares de cromossomos homologos se organizam e
ficam pareados (lado a lado). Nesse momento ocorre a troca de seg-
mentos genéticos, a recombinacdo genética entre os cromossomos
materno e paterno gracgas ao ‘crossing-over’, um evento importantis-
simo pois aumenta a variabilidade genética da espécie! Em seguida,
0s cromossomos homologos se organizam na regido equatorial da
célula, sendo separados para lados opostos em seguida e por fim o

citoplasma é dividido, originando duas células filhas haploides. Como
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assim, haploides? Bem, lembre-se que a célula-mée € dipldide, pois
tinha em seu interior um par de cromossomos (um materno e outro
paterno), e eles foram separados, de forma que cada célula filha apre-
senta em seu interior apenas um deles (materno ou paterno), portanto
€ haploide (figura 5.2).

Um aspecto importante que pode gerar alguma confusdo é nume-
ro de conjuntos cromossémicos (representado pela letra ‘n’) e conteu-
do de DNA (numero de moléculas de DNA, representado pela letra
‘C’). Ao final de meiose | humana, uma célula que tinha 23 pares de
Cromossomos, ou seja, dois conjuntos cromossdémicos (um materno
e outro paterno: 2n = 46) passa a apresentar apenas um, com 23
cromossomos (n = 23) em seu interior. Com relagdo a conteudo de
DNA, no inicio a célula apresentava 92 moléculas de DNA (tinha em
seu interior 46 cromossomos duplicados) e agora apresenta 46 (23
cromossomos duplicados). Reforgando: C = 46 significa que existem
46 moléculas de DNA presentes nos 23 cromossomos duplicados da
célula. Dessa maneira, considerando que 0s cromossomos ainda es-
tdo duplicados, a célula inicia novamente um processo de diviséo, a
meiose |l

A meiose Il € muito parecida com a mitose. Os cromossomos total-
mente compactados se organizam na regido equatorial da célula, em
seguida cada cromatide-irma é separada para lados opostos e por fim
o citoplasma é dividido, formando células filhas com 23 cromossomos

(como né&o estao mais duplicados, agora C = 23) (figura 5.3).
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Figura 5.2: llustragdo mostrando os principais eventos da meiose | em humanos.

111



MEIOSE II

| PROFASE I
: Cromatina comega a se compactar.

| Envoltério nuclear se desorganiza.
e e e e e e e e e =

:METI\FASE [ |
| Cromossomos ~ compactados e :
:organizados na regido central da ! .
:célula. :
Fo========------ |
I ANAFASE I I
: Cada metade (cada crométide) foi :
: separada para lados opostos. :

I TELOFASE Il
|

| Cromossomos comegam a se
|

| ‘descompactar’.

I . .

| Envoltdrio nuclear se reorganiza.

: Citoplasma se divide.

. |
| Formag@o de quatro células diferentes entre si e diferentes da célula 1

1
| mae (cada uma possui 23 moléculas de DNA). |

Figura 5.3: llustragdo mostrando os principais eventos da meiose || em humanos
(note que as duas células formadas na meiose | passam por esse evento).
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A meiose tem um significado biolégico enorme, pois através dela
ha um aumento da variabilidade genética da espécie, separagao alea-
téria dos alelos e reducéo pela metade do numero de cromossomos.
Assim, com a unido dos gametas materno e paterno durante a fecun-
dacgao, a primeira célula do corpo humana, o zigoto, € formada con-

tendo em seu interior 50% do DNA paterno e 50% do DNA materno

(figura 5.4).
A a
B b
c c
D d

Figura 5.4: llustragdo mostrando as consequéncias genéticas da meiose: separa-
¢ao dos alelos, aumento da variabilidade genética e reducdao do niumero de cromos-

somos pela metade.

Ao analisarmos a meiose humana masculina e feminina, um
aspecto importante deve ser considerado. Embora o processo em si
seja igual, o momento em que ele ocorre é diferente. Nos homens,
esse processo comega na puberdade e continua até a velhice. Em

mulheres, esse processo comega ainda na vida intrauterina e é inter-
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rompido. Na puberdade ele sera concluido, e normalmente apenas

um gameta feminino é liberado a cada ciclo menstrual.

5.2 - ANALISE DOS PADROES DE HERANGA

Uma vez que ja compreendemos 0s processos celulares envol-
vidos na transmissdo do DNA, vamos iniciar nossa abordagem sobre
esse tema em humanos analisando os padroées de heranga monogé-
nicos, mais precisamente os casos de disturbios genéticos, nos quais
a causa ¢ a alteracao de apenas um gene. Em seguida, abordaremos
exemplos de padrdes atipicos de heranga (casos que fogem comple-

tamente as regras) e por fim a heranga multifatorial. Vamos 3!

PADROES DE HERANGA MONOGENICA

A analise dos disturbios monogénicos deve considerar sempre
dois fatores: 1) qual é a localizagdo do gene de interesse (o0 respon-
savel pelo disturbio) e 2) qual é o alelo responsavel pela condigao em
analise (o dominante ou o recessivo). Mas por que afinal de contas?
Bem, vamos analisar como cada uma dessas variaveis interfere ou
nao na transmissao do disturbio.

O gene responsavel pelo disturbio em analise obrigatoriamente se
encontra em algum cromossomo do cariotipo humano. Esses cromos-
sSomos, por sua vez, sao classificados como autossomos e sexuais.
Os autossomos sdo aqueles em comum entre os cariotipos masculino

e feminino (do 1 ao 22) e os sexuais sdo os cromossomos ‘X' e ‘Y’,
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que variam entre os sexos (mulheres XX e homens XY) (figura 5.5).
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Figura 5.5: A) Caridtipo feminino e B) Cariétipo masculino. Imagens gentilmente
cedidas pela Dra. Cibele Cristina Castilho.

Dessa maneira, se 0 gene de interesse se encontrar em qual-
quer cromossomo do 1 ao 22, sera transmitido pelo pai e pela mae
ao filho ou a filha. Nesse caso, a transmissao independe do sexo e a
proporcdo de homens e mulheres afetados sera a mesma. Trata-se

de um disturbio autossémico. No entanto, se o gene responsavel pela

condicdo em analise se encontra no cromossomo ‘X’ e a mulher é
afetada, ela podera sim transmiti-lo a seus filhos e filhas, mas, se o
homem é afetado, o disturbio sera transmitido do pai somente para as

filhas. Trata-se de um disturbio ligado ao X. Se estiver no cromosso-

mo ‘Y’, o pai transmite somente para seus filhos (disturbio ligado ao
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Y). Perceberam como a localizagdo do gene interfere em sua trans-

missao? (figura 5.6).

* AUTOSSOMICO (CROMOSSOMOS 1A022) * LIGADO AO SEXO (CROMOSSOMO X ou Y)
| Transmissdo independe do sexo | Ligado a0 X Ligado ao Y
PAI MAE PAI MAE PAI

Figura 5.6: llustragédo sobre a transmiss&do de um disturbio de acordo com a locali-
zacgao do gene responsavel pela condigdo em analise.

Vamos agora analisar o papel do alelo responsavel pela condi¢ao
em analise nesse contexto. Nos disturbios dominantes em que o alelo
‘A’ por exemplo € o responsavel pela condigdo em analise, individuos
‘AA e ‘Aa’ serao afetados, enquanto os ‘aa’ serao normais. Note que
a presenga de apenas um alelo dominante ja é suficiente para pessoa
ser afetada, isso porque o que ele determina prevalece sobre o alelo
recessivo (que ‘se esconde’), portanto nesses casos a frequéncia do
disturbio na familia sera maior. Ja em um disturbio recessivo causado
alelo ‘b’ por exemplo, individuos ‘BB’ e ‘Bb’ serdo normais, enquanto
os ‘bb’ serdo afetados (agora, a frequéncia do disturbio na familia é
menor pois € preciso que os dois alelos recessivos estejam presentes
no mesmo individuo para ele ser afetado). Fique atento pois ao anali-
sar um disturbio dominante e um recessivo teremos situacdes diferen-

tes, portanto ndo generalize pensando que individuos homozigotos
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recessivos (aa, bb, dd, etc) sempre serao afetados, ok?

Dessa maneira, ao considerarmos a localizagdo de gene de inte-
resse e qual o alelo responsavel pela condigdo teremos: 1) disturbio
autossOmico recessivo, Il) disturbio autossémico dominante, Ill) dis-
turbio ligado ao X dominante, 1V) disturbio ligado ao X recessivo e V)
disturbio ligado ao Y. Note que em cada caso esta descrito qual o alelo
responsavel pela condicao em analise e a sua localizagao.

Antes de analisar cada um deles, € preciso compreender como é
realizada a analise da transmiss&do de um determinado disturbio ao
longo das geragdes de uma familia. Para facilitar essa analise, sdo
usados simbolos para elaboragdo de um ‘heredograma’, que nada
mais € que a elaboragao grafica da histéria da familia (histérico fami-

liar), conforme apresentado na figura 5.7 abaixo.

|:| Homem
O Mulher
<> Sexo ndo especificado
. . Afetado (a)
|Z| @ Numero de filhos de cada sexo
D_O Casamento ou unido I D_O Heredograma
. com geragoes
D:O Consanguinidade
Il enumeradas
Z Individuo falecido

Figura 5.7: Exemplos dos principais simbolos usados em um heredograma.

Gémeos monozigdticos

Gémeos dizigoticos

> &
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Disturbios autossomicos recessivos

Nesse caso, a transmisséo independe do sexo (por ser autos-
sémico) e individuos que tiverem os dois alelos recessivos serdo afe-
tados. Se o alelo ‘a’ for o alelo mutante responsavel pelo disturbio,

individuos ‘AA e Aa’ serdo normais, enquanto os ‘aa’ serao afetados.

Normalmente, nos heredogramas desse tipo de disturbio os
genitores (pais) sdo normais e tem descendentes afetados (meninas
e meninos). Mas como explicar tal fato? Bem, o pai e a mae sao he-
terozigotos (Aa), ou seja, embora sejam normais, eles possuem o ale-
lo recessivo e o transmitem aos seus descendentes (sdo portadores
assintomaticos do alelo deletério). A méae transmitiu um ‘a’ e o pai o
outro ‘a’ (figura 5.8). Como exemplos podemos citar a fibrose cistica

e a anemia falciforme.

Ala—T— A/a

A/_ al/a a/a A/_

Figura 5.8: A) Heredograma tipico de um disturbio autossémico recessivo; B) O
mesmo heredograma apresentado em ‘A’, mas agora evidenciando qual o gendétipo
dos genitores e dos descendentes.
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Consanguinidade

Nos casos em que 0s genitores sdo consanguineos (apresentam
algum grau de parentesco), o risco da ocorréncia de um disturbio au-
tossdmicos recessivo nos descendentes sera maior. Isso ocorre por-
que normalmente o alelo recessivo é raro na populagédo em geral. No
entanto, os individuos de uma familia podem herdar um alelo mutante
de um ancestral comum, de tal maneira que nessa familia ele sera
mais frequente, com uma quantidade maior de individuos heterozi-
gotos (embora normais), que poderao transmitir o alelo recessivo ao
descendente, que sera afetado. Vale ressaltar que a consanguinidade

nao € a explicagdo mais comum a ocorréncia dos disturbios autosso-

MIicoS recessivos.

Disturbios autosséomicos dominantes.

Nesses disturbios, continuamos com a transmissao indepen-
dente do sexo, mas agora o alelo envolvido € o dominante, o que
tera algumas implicagbes muito importantes. Se considerarmos que o
alelo “A” é o responsavel pela condigao em analise, individuos “AA e
Aa” serdo afetados, enquanto os “aa” serdo normais. Note que basta
a presenca de um alelo dominante para o individuo ser afetado. Por-
tanto, a presenca do disturbio € mais comum e observa-se individuos
afetados (homens e mulheres) em todas as geragdes de uma fami-
lia. Genitores afetados tem descendentes também afetados, ao pas-
SO que genitores normais tem descendentes também normais (figura

5.9). Como exemplo, podemos citar a pseudoacondroplasia (tipo de
nanismo).
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Figura 5.9: Heredograma tipico de um disturbio autossémico dominante. Note que
ele se manifesta em todas as geracgdes e que afetados incluem tanto homens quan-
to mulheres. Além disso, pais normais terdo descendentes também normais.

Padroées de heranga ligada ao sexo

A heranca ligada ao sexo se refere aos casos em que o gene res-
ponsavel pela condicdo em analise se encontra nos cromossomos
sexuais: X ou Y. Portanto, é importante conhecermos um pouco mais

sobre a estrutura de cada um deles.

De inicio, vale ressaltar que o cromossomo X € maior que o Y e
possui mais genes. Além disso, existem genes encontrados somente
no X, os genes ligados ao X. Da mesma forma, existem genes presen-
tes exclusivamente no cromossomo Y — os genes ligados ao Y. Por
fim, ha uma pequena regiao em comum entre 0s dois cromossomos,

a regiao de homologia entre 0 X e 0 Y (figura 5.10)

120



I
! I
! I
! I
: Regido diferencial B :
|
! (exclusiva) do X (contém dum| o :
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Figura 5.10: llustracao apresentado a estrutura e composi¢cdo dos cromossomos X
e Y. Note a presencga de regides exclusivas (diferenciais) de cada um, bem como
uma regido de homologia entre esses cromossomos.

Além disso, mulheres possuem duas cdpias do cromossomo
X (séo XX), portanto sdo homogameéticas, ou seja, o gameta femi-
nino sempre herdara um cromossomo X. Ja os homens sao o0 sexo
XY, portanto sdo heterogaméticos, pois podem formar gametas com
o0 cromossomo X ou com o cromossomo Y. Vamos discutir os diferen-
tes tipos de disturbios ligados aos cromossomos sexuais a partir de

agora.

Disturbios recessivos ligados ao X
O alelo responsavel nesse caso € o recessivo (exemplo ‘@’) e
se encontra na regiao diferencial (exclusiva) do cromossomo X. Agora

sabemos exatamente em qual cromossomo o0 gene de interesse se
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encontra, portanto, isso sera representado conforme demonstrado na

figura 5.11 abaixo.

MULHERES
XA XA

} ‘ Normais
XA xe

X2X2 mmp Afetada

HOMENS

XAy # Normal

X2y ‘ Afetado

Figura 5.11: llustracéo
representando os indivi-
duos normais e afetados
para um disturbio recessi-
vo ligado ao X.

Um fato que merece destaque na figura 5.11 acima é que os

homens possuem apenas um cromossomo X, o que significa que sdo

hemizigotos para genes ligados ao X. Isso porque eles serdo X* ou X2,

apresentam apenas uma copia e ndo podem ser homozigotos (pre-

sencga dois alelos iguais) nem heterozigotos (presencga de dois alelos

diferentes). Como consequéncia, a proporgdo de homens afetados &

maior que a de mulheres.

Mas como sera a transmissao desse tipo de disturbio ao longo

das geragdes? O pai afetado transmite 0 X com o alelo recessivo para

todas suas filhas, mas para nenhum filho. A mae afetada transmite o

X com o alelo recessivo para filhos e filhas. A figura 5.12 abaixo apre-

senta um heredograma tipico de um disturbio recessivo ligado ao X.
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xa/Y XA/ XA
XALY XA/Xa | XAY

M1OO

Xa/Y XA/ XASXa XA/ XA

- 3 ..

Figura 5.12: Heredograma de um disturbio recessivo ligado ao X.

Resumidamente, a heranga recessiva ligada ao X apresenta
algumas caracteristicas importantes, dentre elas: 1) incidéncia da
doenga é mais alta nos homens que nas mulheres; 2) mulheres hete-
rozigotas geralmente ndo sédo afetadas; 3) o gene responsavel pela
condicdo é transmitido por um homem afetado para todas suas filhas.
Qualquer filho de suas filhas tera 50% de chance de herda-lo e 4) o
gene em geral nunca é transmitido de pai para filho. Como exemplos
de disturbios recessivos ligados ao X podemos citar o daltonismo e a

hemofilia.

Disturbios dominantes ligados ao X
O alelo responsavel nesse caso € o dominante (exemplo ‘A’)
e se encontra na regiao diferencial do cromossomo X. Os individuos

normais e afetados estao representados na figura 5.13 abaixo.
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MULHERES HOMENS Figura 5.13: llustragéo

I I

I I

I I

I I representando os indivi-

: : duos normais e afetados

I I para um disturbio domi-
# Afetadas I I

I I

I I

I I

I I

I I

X8 X8

XBY - Afetado nante ligado ao X.
XE xP

X°'Y i Normal
X0 X" mp Normal

As caracteristicas desse disturbio envolvem: 1) em caso de mu-
Iheres afetadas, se elas forem heterozigotas a prole masculina e femi-
nina tem 50% de chance de herdar o fendétipo (se elas forem homozi-
gotas dominantes todos seus descendentes serdo afetados) e 2) os
homens afetados que se casam com mulheres normais terao TODAS
as filhas e NENHUM filho afetado. E importante ressaltar que nesse
caso elas ndo serdo apenas portadoras do alelo deletério, elas serao

de fato afetadas (figura 5.14).

M3e afetada Pai afetado

/ N\

o o1

XA/X2 XerY Xe/Xe XM

OONML | 0O[]

X3/X2 XA/Xa XAJY Xa/Y XAIX2 XA/Xa XY XefY

Figura 5.14: Heredogramas de um disturbio dominante ligado ao X. A) Mae afetada
(heterozigota) e B) Pai afetado.
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Como exemplo de disturbio dominante ligado ao X, podemos ci-
tar o raquitismo hipofosfatémico (também conhecido como raquitismo
resistente a vitamina D), no qual ha comprometimento da capacidade

dos tubulos renais na reabsorg¢ao do fosfato filtrado.

Inativagao do cromossomo X

Como estamos analisando os disturbios ligados ao X, € importante
considerarmos a inativacdo do cromossomo X. Trata-se de um evento
normal que segue a seguinte regra: TODO cromossomo X além de
um deve ser inativado. Considerando que mulheres sao XX, isso se
aplica a todas as células somaticas femininas. Mas o que é inativar
um cromossomo X? Bem, trata-se de um processo ocorre logo no
inicio do desenvolvimento embrionario, onde um cromossomo X tera
a maioria do seu DNA compactado (uma pequena regidao consegue
‘escapar’ da compactacao). Mais precisamente, esse processo ocorre
logo nas primeiras mitoses ap6s a formacgéao do zigoto € € um evento
aleatorio, ou seja, o cromossomo X de origem materna ou paterna
pode ser inativado. No entanto, uma vez inativado, o padrédo de ina-
tivagdo sera mantido sempre que a célula se dividir, de forma que o
corpo de uma mulher pode ser um mosaico (mistura) de células apre-

sentando o cromossomo X materno ou paterno inativado (figura 5.15).
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INATIVAGAO DO CROMOSSOMO X

MITOSES MITOSES

/ 716010 \

G, J O
Gl 1y

Células com o cromossomo X Células com o cromossomo X
paterno inativado materno inativado

Mosaico com células apresentando o cromossomo X materno ou paterno inativado

s

Figura 5.15: A inativagdo do cromossomo X ocorre nas primeiras mitoses apés a
formacao do zigoto e € um evento aleatério, de forma que o corpo feminino pode ser
um mosaico com relagao a inativagdo do cromossomo X.

Com a maioria do seu DNA compactado continuamente (seja
interfase ou mitose), os genes presentes nessa regiao estao ‘silencia-
dos’ (ndo serao usados para produgdo de RNAm e proteinas). Apenas
a regido que ‘escapa’ da inativagao consegue expressar seus genes
(figura 5.16). Voltaremos a falar sobre esse assunto quando analisar-
mos alteragbes cromossdmicas em envolvem o cromossomo X no

capitulo 6, ok?
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=) Regido inativada
Figura 5.16: llustracdo repre-
sentando a inativagdo do cro-
mossomo X (note a regiao que
‘escapou’ desse processo). M =
materno e P = paterno.

(compactada)

=) Regiao que ‘escapou’

X dainativacédo
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Distarbios ligados ao Y

O cromossomo Y € pequeno e possui poucos genes, a maioria
deles envolvido com caracteristicas masculinas como formacgao de
testiculos, produgdo de horménios e de gametas masculinos. Pode-
mos citar a hipertricose auricular, que causa crescimento excessivo
de pelos nas orelhas. Nesse caso, o pai afetado transmite essa carac-

teristica a todos seus filhos.

PENETRANCIA E EXPRESSIVIDADE

Ja analisamos os diferentes padrdes dos disturbios monogénicos.
Nesse momento, € preciso considerar dois fatores fundamentais: pe-
netrancia e expressividade.

A penetrancia é a porcentagem de individuos que tem o alelo e

apresentam o fendtipo correspondente. Nos casos em que a pene-
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trancia é 100%, o individuo tem o gendtipo para um determinado dis-
turbio e fendtipo associado a ele. No entanto, ha casos em que a
pessoa € portadora do gendtipo que determina a manifestagdo do
disturbio, mas € normal. Essa variagdo pode ocorrer entre individuos
ou mesmo com a idade. Em casos em que a penetrancia € de 50%
por exemplo, significa que apenas metade das pessoas portadores
do gendtipo para um determinado disturbio sao de fato afetadas. Por
outro lado, a expressividade avalia o quanto determinado alelo & ex-
presso em um fenoétipo (a intensidade do fendtipo). Por exemplo, o
alelo em questao determina a cor azul. Alguns individuos sao azuis,
enquanto outros azul gradualmente mais claro. Todos manifestam a

caracteristica, mas com maior ou menor intensidade (figura 5.17).

1

i Penetrancia e
| expressividade
E_ completas

__________________________________________________________________________

én iy %%%* * *

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————

o 222222288

| Penetréncia e
E expressividade g g
E_u variaveis 7\ 7\

Figura 5.17: llustragcao mostrando como a penetrancia e a expressividade influen-
ciam na manifestagao de um determinado fenétipo (no exemplo acima, a cor azul).
A) Todos os que possuem os alelos para cor azul, expressam essa caracteristica
da forma esperada (penetrancia e expressividade completas). B) Trés individuos
nao expressam a caracteristica determinada pelos alelos azuis, ao contrario, séo
brancos (penetrancia variavel). C) Nota-se uma variagdo na intensidade da cor azul
(expressividade variavel). D) Alguns individuos ndo apresentam a cor esperada,
enquanto outros apresentam uma variagdo em sua intensidade (penetrancia e ex-
pressividade variaveis).
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PADROES ATIPICOS DE HERANGA

A partir de agora, vamos discutir dois exemplos de ‘padrdes ati-
picos de heranga’, os quais ndo seguem os padrbes descritos por
Mendel. Portanto, o alelo responsavel pela condigao em analise e sua
localizagao nao interferem no padréao de transmissao através das ge-

racoes.

Mosaicismo

Trata-se de uma situagdo em que um individuo a principio tinha
suas celulas geneticamente normais, no entanto, o DNA presente em
uma de suas células sofre uma mutacao e a partir de entéo ele apre-
sentara duas populagdes de células geneticamente distintas em seu
organismo (sera um mosaico). Caso a mutagao seja responsavel por
uma doenga genética, ela surgiu nesse individuo apesar da auséncia
de um histérico familiar anterior (figura 5.18). Essa mutagao podera
ser transmitida as proximas geragdes se a mutagao for germinativa,

mas se for uma mutagao for somatica nao.
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Células portadoras Células
da mutagdo normais

Figura 5.18: Surgimento da mutagao em um individuo, que se tornara um mosaico.

Heranca do DNA mitocondrial

Além do nucleo, onde encontramos 50% do DNA materno e
50% paterno, também encontramos DNA nas mitocdndrias (organelas
fundamentais em nossas células). No entanto, esse DNA mitocon-
drial é transmitido exclusivamente pelas maes. Mas por que, afinal de
contas? Bem, o gameta feminino (oécito) possui mitocondrias assim
como o gameta masculino (espermatozoide). Mas as mitocondrias
paternas se concentram na cauda do espermatozoide, que degenera
logo apds a fecundagdo. Dessa maneira, na primeira célula do corpo
humano, o zigoto, encontramos apenas as mitocondrias maternas.

Infelizmente, o DNA presente na mitocéndria também pode

sofrer mutagdes que resultam em doengas genéticas. Nesse caso,
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quando a mae ¢é afetada, todos os seus descendentes também serao.
Por outro lado, quando o pai € afetado e a mae € normal, todos os

descendentes desse casal também serdo normais (figura 5.19).

._
-]
o
-]
O

Figura 5.19: Heredograma demonstrando a heranga materna do DNA mitocondrial.

Como exemplo desse padrao de heranca, podemos citar a Neuro-
patia 6ptica hereditaria de Leber, que causa a morte rapida do nervo
optico, levando a cegueira na vida adulta jovem.

Imprinting genémico (ou impressao genémica)

Nesse caso, ndo havera nenhuma mutacéo, no entanto, a ex-
pressdo do alelo varia de acordo com a sua origem, ou seja, se é
materno ou paterno. Mas o que esta envolvido nesse padrao de ex-
pressao diferencial, afinal de contas? Bem, o que explica tal fato é a
compactagao da cromatina, portanto trata-se de uma forma de inati-

vacao génica. No imprinting materno, apenas a cépia herdada do pai
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se expressa, pois o gene materno esta inativo. Por outro lado, no im-
printing paterno, apenas o gene materno se expressa, pois o herdado
do pai esta inativo. Dessa forma, um alelo que se encontra em uma
regiao compactada ndo consegue se expressar e o fenétipo associa-
do a ele ndo se manifesta.

Para ilustrar esse mecanismo, vamos analisar duas sindromes
com caracteristicas clinicas diferentes: Prader-Willi e Angelman. Por-
tadores da sindrome de Prader-Willi apresentam retardo no desen-
volvimento, baixa estatura, obesidade e leve a moderada deficiéncia
intelectual, por exemplo. Ja na sindrome de Angelman, as altera¢gdes
envolvem deficiéncia intelectual grave e crises convulsivas, entre ou-
tros aspectos. O intrigante € que a causa das duas sindromes ¢é a de-
lecdo de uma regido do cromossomo 15, que é praticamente idéntica
nos dois casos. Como entender a diferenga nas manifestagdes clini-
cas? Bem, a explicacéo é que na sindrome de Prader-Willi, a delegao
foi no cromossomo 15 paterno, enquanto na de Angelman a perda foi

no cromossomo 15 materno. Incrivel, ndo?

DISTURBIOS MULTIFATORIAIS

Nossa constituicdo genética claramente esta associada ao nos-
so fendtipo, no entanto, isso ndo significa que existe apenas um gene
no controle de uma caracteristica, tampouco exclui a participagado do
ambiente. Em alguns casos existem varios genes que exercem um

efeito integrado sobre determinado fenétipo, além disso, seus efeitos
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estdo sujeitos a fatores ambientais. Portanto, esses tragos normais
sdo considerados como caracteristicas multifatoriais (pois dependem
da participacdo de genes e do ambiente) e poligénicos (devido a in-

fluéncia de varios genes).

Isso também se aplica a algumas a algumas doencgas, tais
como diabetes tipo Il, hipertensdo e doengas neurodegenerativas
como Parkinson e Alzheimer, entre outas. Devido a participacédo de
varios genes e da influéncia do ambiente, nesses casos ndo se obser-
va um padrdo de heranga mendeliano como nos disturbios monogé-
nicos. Na verdade, eles raramente produzem um padrao de heranga
claro. O que se nota, por exemplo, € que existe uma ‘agregacgao fa-
miliar’, que pode ser explicada considerando que os membros de uma
familia apresentam maior similaridade genética em relagéo ao res-
tante da populagédo além da exposigéo a fatores ambientais comuns,
como estilo de vida, por exemplo. Dessa forma, para uma familia com
um individuo afetado, o risco de recorréncia € proporcional ao grau de

parentesco (quanto mais préximo, maior).
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MUTACOES

e suas consequeéncias
em humanos

6’ As células possuem varios mecanismos
para garantir a integridade do nosso DNA.
No entanto, assim como pequenas altera-
¢des podem ser observadas (como discutido
no capitulo 4), ha casos em que a mudanca
envolve uma propor¢gao maior do material
\ genético: cromossomos inteiros ou parte
deles. O que causa tais alteracbes e quais
as suas consequéncias? Vamos encontrar
a resposta a cada uma dessas perguntas ao
longo desse capitulo.
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Vimos anteriormente que o nosso DNA esta organizado em 23
pares cromossomos, formando o nosso cariétipo, que pode ser defini-
do como o conjunto das caracteristicas constantes dos cromossomos
de uma espécie. Mas que caracteristicas sdo essas, afinal de contas?
Bem, primeiro € preciso considerar que o numero de cCromossomos
deve ser sempre o mesmo. Além disso, cada cromossomo tem um ta-
manho e posig¢ao de centrébmeros especificos que devem ser constan-
tes. Embora existam varios mecanismos para garantir a manutengao
dessas caracteristicas, ha casos em que a quantidade ou mesmo a

estrutura de um cromossomo ¢é alterada.

Em humanos, tais mudancgas sao responsaveis por malforma-
¢bes congénitas, perdas reprodutivas (abortos espontaneos) e defi-
ciéncia intelectual, além do que contribuem significativamente no de-
senvolvimento do cancer, formando a principal categoria de doengas
genéticas. Ha inclusive uma area especifica da Genética, a Citogené-
tica que tem como objetivo analisar as alteragées cromossdmicas e

suas consequéncias.

Nosso foco principal nesse capitulo € abordar os diferentes ti-
pos de mutagcdes cromossdémicas e suas consequéncias em huma-
nos. No entanto, antes vamos estudar as principais técnicas para ana-
lise de cada cromossomo, o que é fundamental para determinar se no

cariétipo analisado ha ou n&o alguma alteracéo.

136



6.1 - TECNICAS PARA IDENTIFICAGAO CROMOSSOMICA
BANDEAMENTO CROMOSSOMICO

Quando analisamos o cariétipo humano notamos que alguns
cromossomos apresentam o tamanho e posi¢cao de centrdbmero pare-
cidos, o que dificulta a identificacdo precisa de cada um. Dessa ma-
neira, ao analisar os cromossomos humanos considerando apenas
tamanho e posicdo de centrémero, sera possivel classifica-los em 7

grupos (de A até G) (tabela 6.1 / figura 6.1).

Tabela 6.1: Classificagdo dos cromossomos humanos (grupos A — G).

GRUPO | CROMOSSOMOS CARACTERISTICAS

A 1-3 3 pares de cromossomos grandes (1 e 3 me-
tacéntricos / 2 submetacéntrico)

B 4-5 2 pares submetacéntricos grandes

C 6-12+X 7 pares submetacéntricos médios + X

D 13-15 3 pares acrocéntricos médios

E 16 -18 3 pares de cromossomos pequenos (16 meta-
céntrico / 17 e 18 submetacéntricos)

F 19-20 2 pares metacéntricos pequenos

G 21e22+Y 2 pares acrocéntricos pequenos +Y
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Figura 6.1: Cari6tipo humano mostrando os grupos A — G.

Ja o uso de uma técnica de bandeamento cromossdmico per-
mite a analise de cromossomos individuais (e suas possiveis alte-
racoes). Isso porque o DNA é tratado com corantes especificos que
resultam no surgimento de bandas claras e escuras, as quais sao
caracteristicas para cada cromossomo. Na maioria das técnicas de
bandeamento, as células s&o cultivadas em laboratério e a divisao ce-
lular (mitose) é interrompida durante a metafase, momento no qual os
cromossomos estdo totalmente compactados e as cromatides ainda
estdo unidas, o que facilita muito a analise do material genético (des-

sa forma, analisam-se os ‘cromossomos metafasicos’).

Embora existam diferentes técnicas de bandeamento cromos-

sdmico, vamos conhecer a mais popular delas, o bandeamento Giem-
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sa (ou simplesmente bandeamento G). Nesse caso, 0s cromossomos
sdo previamente tratados para desnaturar as proteinas (removendo-
-as) e entado corados com o corante Giemsa, que revela um padrao de
bandas claras (consideradas G-negativas), regides de DNA rico em
CG onde se encontram genes muito ativo (eucromatina) e escuras,
consideradas bandas G de fato. S&o regides ricas em pares A/ T e
que apresentam a cromatina mais compactada e por consequéncia,
0s genes estdo menos ativos (heterocromatina). O uso dessa técni-
ca permite ndo apenas a identificagcado precisa de um cromossomo,
mas também a detecgao de alteragées cromossdmicas. Um exemplo
muito interessante é apresentado na figura 6.2 abaixo, onde sdo apre-
sentados os cromossomos 8 e 9 humanos, que apresentam tamanho
e posicao de centrdbmero muito similares, mas que através da ana-

lise do padrdao de bandas G podem ser precisamente identificados.

Figura 6.2: llustragdo demostrando os cromossomos humanos 8 e 9, cujo tamanho
e posicao de centrdmero sao muito parecidos (A), mas que podem ser precisamen-
te identificados com o uso do bandeamento G, que revela um padrdo de bandas
exclusivo de cada cromossomo (B).
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A analise do padrao de bandas de cada cromossomo € padro-
nizado e ocorre da seguinte maneira: as bandas presentes em cada
brago cromossémico sdo enumeradas do centrdbmero em direcdo ao
teldbmero, sendo que a numero 1 € a mais proxima ao centrdmero.
Dessa maneira, é possivel identificar qualquer banda de interesse (e

a regiao do DNA que nela se encontra).

HIBRIDIZAGAO IN SITU POR FLUORESCENCIA - ‘FISH’

Outra técnica muito util na analise cromossdmica é hibridiza-
¢ao in situ por fluorescéncia, conhecida como ‘FISH’ (do inglés, fluo-
rescence in situ hybridization). De um modo geral, em uma hibridiza-
¢ao é possivel buscar por regides de interesse no DNA gragas ao uso
de sondas, que sao sequéncias de nucleotideos complementares a
regiao que se deseja encontrar. No FISH, as sondas sdo marcadas
com corantes fluorescentes e, se encontram na amostra em analise
uma regido complementar, se ligam a ela, o que é observado pela
detecgao do sinal fluorescente. Dessa forma, € possivel analisar a
presenca de um cromossomo e a sua quantidade, bem como a pre-
senga ou auséncia de uma regidao cromossémica, entre outros aspec-

tos (figura 6.3).
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Figura 6.3: Exemplo de um
resultado obtido na hibridiza-
¢ao in situ por fluorescéncia
(FISH) de cromossomos hu-
manos em metafase. E pos-
sivel observar a delecdo do
gene CDKN2A (apenas uma
copia detectada), ao passo
que o gene D9Z3 apresenta
as duas copias normais. Ima-
gem gentilmente cedida pela
Dra. Cibele Cristina Castilho.

CDKNZ2A

Agora que ja conhecemos como € a analise dos cromosso-
mos, vamos analisar as possiveis alteragdes cromossdmicas numeéri-
cas e estruturais e suas causas, bem como suas consequéncias em

humanos.

6.2 - MUTAGOES CROMOSSOMICAS NUMERICAS

Existem dois tipos de alteracbes cromossOmicas numeéricas:
I) euploidias, que envolvem todo o conjunto cromossdmico e Il) aneu-
ploidias, em que apenas um ou alguns cromossomos estdo envolvi-
dos. Mas quais as principais carateristicas de cada uma delas? Vamos
analisar isso a partir de agora, ok? Para facilitar nossas considera-
¢cdes sobre esse tema, vamos inicialmente compreender como seria
cada alteracao no cariétipo de uma ‘espécie virtual’ que chamaremos
de ‘alfa’. Em seguida, analisaremos como ficaria o cariétipo humano

em cada situacao.
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EUPLOIDIA

E uma alteracdo numérica que envolve o todo conjunto cro-
mossdmico (n). Para uma espécie com cariotipo normal dipldide (2n),
um caridtipo tripléide com 3 conjuntos cromossémicos (3n) ou tetra-
pléide com quatro conjuntos cromossdmicos (4n), sdo exemplos de

euploidia.

Para facilitar sua compreenséo, vamos inventar uma espécie
a qual chamaremos de ‘alfa’, que é dipldide, e tem ao todo 10 cromos-
somos (2n = 10). Nesse caso, o cariétipo anormal tripléide teria 15
cromossomos (3n = 15) e o tetrapldide anormal teria 20 cromossomos

(4n = 20) (figura 6.4).

T T T T T T T T T T T T T T E e E |
! Cariétiponormal dipldide: 2n =10 :
| |
I
: - - -> o |
Bl - L d - - Rl |
' 4]
| 1
| 1 2 3 4 5 :
I
| I
|
: Cariétipo anomaltripldide: 3n=15 |
| I
| |
| - o o - ® o |
- e o - e o - e e
I ﬂ :
I
: 1 2 3 4 5 :
| |
| |
: Cariétipoanomal tetrapldide: 4n =20 :
| |
| |
I 2VYalala aVatala - e a o - a o o - e o - :
a
| |
I 1 2 3 4 5 :
P s e i S B . e 5 T i S A i

Figura 6.4 llustragdo mostrando em ‘A’ o cariétipo normal dipléide (2n) da espécie
‘alfa’ e dois portadores de euploidia: triploide (3n) em ‘B’ e tetrapléide (4n) em ‘C’.
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Agora que ja entendemos o que ocorre em uma euploidia, va-
mos analisar a espécie humana, cujo cariotipo normal € dipldide, to-
talizando 46 cromossomos (2n = 46). Como nesse tipo de alteragao
o cariotipo apresenta um multiplo de ‘n’, em humano um cariétipo tri-
pléide teria 69 cromossomos (3n = 69) e um tetrapléide 92 (4n = 92),

por exemplo.

Embora e euploidia ndo seja comum em humanos, vamos
analisar alguns aspectos da triploidia (3n). Como explicar a presenca
de um conjunto cromossOmico inteiro a mais nessas células? Bem, a
explicagdo mais comum € a dispermia: quando dois espermatozoides
fecundam o mesmo ovocito (figura 6.5). Por favor, note que a disper-
mia nao leva a formagao de gémeos! Além disso, a falha na separa-
¢ao dos cromossomos na meiose materno ou paterna pode resultar

em um gameta 2n.
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Figura 6.5: llustragdo mostrando uma fecundagéo normal (A) e uma dispermia (B),
que leva a formagéo de um zigoto tripldide.

Independente da causa, na maioria das vezes a triploidia re-
sulta em um aborto espontédneo. Quando um feto tripldide consegue
sobreviver a termo, infelizmente sobrevive por pouco tempo (devido

as varias malformagdes que ele apresenta).

ANEUPLOIDIAS

Nesse caso, o caridtipo apresenta apenas um ou alguns cro-
MossSomos a mais ou a menos. Para espécies com caridtipo diploide

(2n), pode-se observar alguns dos exemplos abaixo representados.

v Monossomia: 2n — 1
v' Trissomia: 2n + 1

v' Tetrassomia: 2n + 2
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Considerando novamente a espécie ‘alfa’ cujo cariétipo nor-
mal € 2n = 10, um cariétipo com monossomia apresenta 9 cromosso-
mos (2n — 1), com trissomia 11 cromossomos (2n + 1) e com tetrasso-

mia 12 cromossomos (2n + 2) (figura 6.6).

___________________________________________________

Figura 6.6: llustragdo mostrando em ‘A’ o cari6tipo normal dipldide (2n) da espécie
‘alfa’ e dois cariétipos portadores de aneuploidia: trissomia (2n + 1) em ‘B’ e monos-
somia (2n—1) em ‘C’.

Ja em humanos, considerando que o cariétipo normal possui
46 cromossomos (2n = 46), na monossomia observam-se 45 cromos-

somos (2n -1), na trissomia 47 (2n + 1) e na tetrassomia 48 (2n + 2).

A aneuploidia pode ser causada por uma falha na separagao
dos cromossomos na meiose (ndo disjungdo meidtica) ou na mitose
(n&o disjuncéo mitdtica), entdo vamos analisar cada situagéo separa-

damente. Nao disjungdo meidtica observa-se uma falha na separagao
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dos cromossomos durante a meiose (I ou Il), resultando na formagao
de gametas cromossomicamente anormais (com 22 ou 24 cromosso-
mos, por exemplo). Caso esses gametas participem da fecundacgao, o
zigoto apresentara 45 ou 47 cromossomos (figura 6.7). Como a célula
inicial ja apresenta essa alteragao, todas as células desse individuo
também serdo anormais (as consequéncias observadas dependem
do cromossomo que esta envolvido na alteragdo, como sera descrito

posteriormente nesse capitulo).

146



~
@ Meiose | Q

E l \ Meiose Il

OO C

¢

e —
Células com um Células com um
cromossomo extra (n cromossomo ausente
[ A | +1=24) (n-1=22)

d \Y
Meiose |
el

A Y £ N\

OIOR0

!

Célula com um
cromossomo extra (n=23)
cromossomo ausente
(n+1=24)

Célula com um % .
Células normais

Fecundagdo

Zigoto com cariétipo
anormal

Espermatozéide
2n +1=47

Ovdécito

Fecundagdo

1

1

1

1

1

: Espermatozéide
- @-2

1

1

1

1

1 .

ﬂ Ovdcito

Zigoto com cariétipo
anormal

2n-1=45

Figura 6.7: A e B) Consequéncias da nao disjun¢ao na meiose | e |l respectivamen-
te. C e D) Consequéncias da participacdo de um gameta aneupléide na fecundagéo.
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Um aspecto importante a ser considerado € que o aumento da
idade da mulher eleva os riscos de uma nao disjungdo meidtica (por-
tanto da formagao de gametas cromossomicamente anormais). Isso
ocorre porque a gametogénese feminina comecga ainda na vida fetal,
€ interrompida e s6 continua a partir da puberdade. Desse momento
em diante, a cada més um gameta concluira a meiose. Diante disso,
quanto maior a duragao da meiose (o0 que acontece com o avancgar da
idade da mulher), maior o risco da existéncia de falhas nesse proces-

SO.

Na ndo disjuncdo mitdtica, o zigoto inicial apresenta 46
cromossomos. No tanto, em algum momento, ha uma falha na
separacao dos cromossomos durante a mitose, resultado em células
com 45 e 47 cromossomos. A perda de um cromossomo € mais grave
que o ganho, de forma que a célula com 45 cromossomos sera elimi-
nada. No entanto, a que possui 47 cromossomos permanece viavel e
se multiplica normalmente, gerando células-filhas com 47 cromosso-
mos. Dessa maneira, ao analisarmos as células desse individuo, ele
sera um mosaico, pois apresentara em seu organismo dois grupos
de células: as normais com 46 cromossomos e as cromossomica-
mente anormais com 47 (figura 6.8). As alteragbes observadas em
um mosaico dependem da quantidade de células normais e anormais
que ele apresenta em seu organismo. Se o0 erro na separagao dos

cromossomos aconteceu nas primeiras mitoses, logo apos a forma-
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¢ao do zigoto, esse individuo tera mais células anormais e, portan-
to, apresentara mais alteragcdes. Por outro lado, caso a falha tenha
ocorrido bem tardiamente no desenvolvimento, um grupo menor de
células sera cromossomicamente anormal, e o individuo tera poucas
ou nenhuma alteragdo. Portanto, cada mosaico deve ser analisado
CoOmo um caso unico, pois nao ha como controlar em que momento
a alteracao ocorre. Na maioria das vezes, as consequéncias sao tao

brandas que o mosaicismo sequer chega a ser identificado.
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Figura 6.8: A) llustragdo comparando a mitose normal e a ndo disjungdo mitética e
B) Formagéao de um individuo com células geneticamente diferentes (mosaico).
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6.3 - MUTACOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS

Nesse tipo de mutagéo, a estrutura de um ou alguns cro-
mossomos esta alterada. Podemos dividir essas alteragcbes cromos-
sbmicas estruturais em dois grupos: |) balanceadas, nas quais todo
o material genético esta presente, mas ‘embalado’ de outra maneira
(exemplo: invers&o) e Il) ndo balanceadas, aquelas em que se obser-
va material genético adicional ou ausente (exemplo: dele¢do) (figura
6.9). Assim como observado para as mutagbes cromossémicas nu-
mericas, tais alteracdes podem estar presentes em todas as células

de um organismo ou na forma de mosaico.

i 1
Alterag&o cromossomica Alteragdo cromossdmica
Normal estruturalnao balanceada estrutural balanceada
a a a
b b b
c c ¢
a ] |
d d e ] Inversaodo
e e d materialgenético
f - . f
i ] m) Perdade material
genético c
o o o :

Figura 6.9: A) llustragdo de um cromossomo normal; B) Cromossomo apresentando
uma alteragao cromossémica estrutural ndo balanceada e C) Cromossomo com
uma alteragdo cromossdmica estrutural balanceada.
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MUTAGOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS NAO BALANCEADAS.

Nessa categoria temos como exemplos: delegcéo, duplicagao

e isocromossomos. Vamos conhecer cada um deles a partir de agora.

Delecao e duplicagao

A delecao é uma situagdo em que ha perda de um segmento
cromossOmico, ou seja, uma parte do cromossomo foi perdida. Por

outro lado, na duplicagdo uma regido do cromossomo esta duplicada.

A causa de tais eventos pode ser um ‘crossing over’ desigual
entre cromossomos homologos mal pareados durante a meiose. Mas
como isso ocorre, afinal de contas? Bem, lembre-se que no parea-
mento dos cromossomos homoélogos as regides iguais ficam lado a
lado e em seguida acontece a troca entre os cromossomos materno e
paterno. Quando esse pareamento estd incorreto e a troca acontece,
a regiao envolvida na troca é diferente, resultando em um cromosso-
mo com material genético ausente (delecdo) e outro apresentando
uma duplicagdo. Além disso, a delecdo pode ter sido causada por
uma quebra cromossémica que acabou resultando na perda de mate-
rial genético (figura 6.10). Embora as consequéncias variem de acor-
do com os genes presentes na regiao envolvida, lembre-se que quan-

do se trata de material genético, a perda é mais grave que o ganho.
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Figura 6.10: llustragdo mostrando o surgimento de algumas alteragées cromosso-
micas estruturais nao balanceadas. A) O pareamento incorreto na meiose seguido
de crossing-over desigual causa tanto dele¢cdo quanto duplicacdo e B) A quebra
cromossOmica levando a uma delegao.
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Isocromossomos

Trata-se de um cromossomo no qual um brago esta duplicado
e o outro esta ausente. Portanto, teremos tanto uma dele¢do quanto

uma duplicacao (figura 6.11).

Isocromossomo

Cromossomo normal r
A A

- Brago cromossémico LB
=

duplicado r
m s A
C
- Brago cromossdmico | B
D perdido

Figura 6.11: llustragdo mostrando um isocromossomo (que apresenta um brago
cromossémico duplicado e outro ausente).

MUTAGOES CROMOSSOMICAS ESTRUTURAIS BALANCEADAS.

Considerando que nessas mutagdes todo o material genético
esta presente, apenas organizado de maneira diferente, os individuos
portadores de tais alteragdes geralmente sdo normais. No entanto,
havera um risco maior de produzir gametas desbalanceados (pois o
pareamento na meiose foi comprometido). Além disso, caso a quebra
que originou a mutagao tenha acontecido no meio de um gene, levan-
do a perda de sua funcao, isso podera trazer algumas consequéncias

para o portador dessa alteracdo de acordo com a fungédo que o gene
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exercia na célula.

Nessa categoria temos como exemplos as translocagdes e in-
versdes, as quais s&o causadas por quebras cromossOmicas segui-
das de uma ‘recombinagao anormal’ do segmento genético, as quais

serao descritas a partir de agora.

Translocagao

E uma alteragdo cromossdmica causada pela troca de ma-
terial genético entre cromossomos ndo homologos. Existem 3 tipos:

reciprocas, nao reciprocas (ou inser¢cao) e Robertsonianas).

I) Reciprocas, nas quais ocorre a troca reciproca de material

genético entre cromossomos nao homoélogos (figura 6.12).

Cromossomos apos a

translocagdo reciproca

)

1 1
1 1
‘ :
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 I 1
: - i
i A A All 4P i
i i
1 1
E B--B B--B i
! P P A P !
! C C C C i
5 al||a Q| |a i
i D D D D i
H R R R R :
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1 s - 1
1 o S 1
E i
: A a :

Figura 6.12: llustracdo mostrando um exemplo de translocagao reciproca.
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II) Nao reciprocas (ou inser¢des), quando a troca nao é reciproca (fi-
gura 6.13)

= = e e e e ety e i ]
1 1
1 1
: Cromossomos apos a H
i Cromossomos normais L. 3 '
! translocacdo ndo reciproca !
T . |
LAl A i |
1 1
1 P 1
1 - B B 1
1 A P 1
i c C = C c o - |
1 1
1 Q Q 1
ol e m) . . o |
1 1
1 R R 1
R R
i E E E E E
: - - - - 1
1 ]
i i
. o i

Figura 6.13: llustragdo mostrando um exemplo de translocagéo nao reciproca.

[I1) Robertsonianas, sdo as que ocorrem somente entre cromossomos
acrocéntricos (em humanos, os cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22).
Nesse caso, ocorre a quebra de dois cromossomos em seus centréme-
ros ou perto deles. Em seguida, os bragos longos se fundem formando
um unico cromossomo maior, e 0s bracos curtos acabam sendo elimi-
nados. A perda dessa regido n&o trara nenhuma consequéncia ao indi-
viduo, pois o material genético ali presente ndo é essencial. Além disso,
o cariotipo de um portador dessa translocacao apresentara apenas 45
cromossomos (pois 0s bragos longos se uniram em um cromossomo)
(figura 6.14). Embora ndo haja nenhuma consequéncia para o portador
de tal alteragdo cromossOmica, existe o risco de se produzir gametas
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desbalanceados (portadores de monossomias ou trissomias) e, caso
essa translocagao envolva o cromossomo 21, os riscos de um des-

cendente portador da sindrome de Down serao maiores (figura 6.15).

Cromossomo resultante da

fusdo dos bragos longos

14 1421 2

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
i i
: ! |
i M i
i Cromossomos ]
1 1
i normais uepras i
! i
i i
! - 1
1 1
1 1
1 1
! - =) 1 |
E Bragos curtos i
1 1
E (sdo perdidos) i
: i
I 14 21 i
i i
: !

Figura 6.14: llustragdo mostrando o surgimento de uma translocagdao Robertsonia-
na.
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Figura 6.15: A) Possiveis gametas formados por um portador de uma translocagao
Robertsoniana; B) Resultado da fecundagao dos gametas de um portador da trans-
locacédo Robertsoniana e um genitor normal.
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Inversao

Nesse caso, um cromossomo sofre 2 quebras e é reconstituido com o

segmento entre as quebras invertido (figura 6.16).

Cromossomo apresentando
Cromossomo normal imalinvercao
A A
B Segmento invertido se B
n 6 n
liga novamente
Quebras | C C inversio D ) D
cromossomicas
D D C C
E E

Figura 6.16: llustragdo mostrando o surgimento de uma inversao.

6.4 - ANEUPLOIDIAS ENVOLVENDO OS CROMOSSOMOS AU-
TOSSOMICOS EM HUMANOS

Quando analisamos as consequéncias de uma alteragdo numé-
rica que envolve um ou alguns cromossomos humanos, € importante
considerar separadamente as que envolvem 0s cromossomos autos-
sébmicos (do 1 ao 22) daquelas nas quais os cromossomos sexuais (X

e Y) estao envolvidos.

Com relagédo aos disturbios autossémicos, embora as altera-
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¢des possam ocorrer em qualquer cromossomo, existem 3 disturbios
que sao mais frequentes e portanto estdo bem caracterizados: as tris-
somias dos cromossomos 13, 18 e 21. Embora nos trés casos se ob-
servem 47 cromossomos, as consequéncias em cada trissomia sera
diferente. Isso acontece porque cada cromossomo apresenta um con-
junto especifico que genes que, em dose extra, levam a um conjunto
de alteragdes diferente para cada caso. Vamos considerar as princi-

pais caracteristicas de cada uma a partir de agora.

TRISSOMIA DO CROMOSSOMO 21: SINDROME DE DOWN.

Esse é o disturbio cromossdmico mais comum e mais conhe-
cido, cuja incidéncia € de 1 a cada 850 criangas. Os fatores de risco
para o nascimento de uma crianga portadora dessa sindrome sdo a
idade materna e a presencga de uma translocacédo envolvendo o cro-

mossomo 21 no cariétipo dos genitores.

As principais caracteristicas dos portadores dessa sindrome

estdo listadas abaixo e apresentadas na figura 6.17.

Caracteristicas faciais dismorficas
Baixa estatura
Pescocgo curto (pele frouxa na nuca)

Lingua grande e cheia de sulcos

AN N N N

Pregas das fendas palpebrais elevadas
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Maos curtas e largas (uma unica prega palmar)
Deficiéncia intelectual (moderada a branda)

Defeitos cardiacos (frequentemente)

D N N NN

Expectativa de vida: 55 anos

Figura 6.17: Caracteristicas de um individuo com sindrome de Down. Fon-
te: Berthold, T. B., Araujo, V. P. de, Robinson, W. M., & Hellwig, I. (2004). Sin-
drome de Down: aspectos gerais e odontolégicos. Revista De Ciéncias Mé-
dicas E Bioldgicas, 3(2), 252—-260. https://doi.org/10.9771/cmbio.v3i2.4430.

Na maioria dos casos, o cariétipo dos portadores dessa sin-
drome apresenta um cromossomo 21 inteiro em dose extra (figura
6.18). Em aproximadamente 5% dos casos, nota-se a presencga de

uma translocacao robertsoniana envolvendo o cromossomo 21.
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Figura 6.18: Cariotipo feminino apresentando uma trissomia do cromossomo 21 (47,
XX, +21). Imagem gentilmente cedida pela Dra. Cibele Cristina Castilho.

Aproximadamente 2% dos casos de sindrome de Down sao
mosaicos (a falha na separacédo dos cromossomos aconteceu na mi-
tose), portanto o portador apresenta células normais com 46 cromos-
somos e células com 47 cromossomos (sendo ‘21’ 0 que se encontra
em dose extra). O fenodtipo nesses casos é variavel, pois depende da

proporgao de células normais e anormais presentes no organismo.

TRISSOMIA DO CROMOSSOMO 18: SINDROME DE EDWARDS.

Essa sindrome tem uma incidéncia de 1 a cada 6000 a 8000

criangas. Na realidade a incidéncia € maior, mas infelizmente 95%
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dos casos sao abortados espontaneamente. Os fatores de risco para
0 nascimento de uma crianga portadora sdo a idade materna e a pre-

senca de translocagdes envolvendo o cromossomo 18.

As alteragdes observadas nessa sindrome estao listadas abai-

X0 e apresentadas na figura 6.19.

Deficiéncia de crescimento pré-natal
Punho fechado tipico

Mandibula recuada

Orelhas com implantacao baixa
Deficiéncia intelectual severa
Malformagdes cardiacas graves

Dificuldades de alimentacéao

AN NI N Y N N NN

Expectativa de vida: tipicamente menos que alguns meses.

Figura 6.19: Aspectos craniofaciais observados na sindrome de Edwards. Fonte:
Rosa RF, Rosa RC, Lorenzen MB, Zen PR, Graziadio C, Paskulin GA. Craniofa-
cial abnormalities among patients with Edwards Syndrome. Rev Paul Pediatr. 2013
Sep;31(3):293-8. doi: 10.1590/S0103-05822013000300004. PMID: 24142310; PM-
CID: PMC4182981.
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Embora na maioria dos casos a expectativa de vida dos porta-
dores dessa sindrome seja restrita a alguns meses, em alguns casos
pontuais eles podem viver por mais tempo. O caridtipo tipico dessa

sindrome é apresentado na figura 6.20 abaixo.
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Figura 6.20: Cariétipo masculino apresentando uma trissomia do cromossomo 18
(47, XY, +18). Imagem gentilmente cedida pela Dra. Cibele Cristina Castilho.

TRISSOMIA DO CROMOSSOMO 13: SINDROME DE PATAU.

Essa sindrome tem uma incidéncia de 1 a cada 12.000 a 20.000
criangas. Assim como observado na sindrome de Edwards, a incidén-
cia € maior, visto que a maioria dos casos em que se observa essa
trissomia resulta em um aborto espontaneo. Os fatores de risco para
0 nascimento de uma crianga portadora dessa sindrome envolvem a
idade materna e a presenca de translocagdes envolvendo o cromos-
somo 13.
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As alteracdes observadas nos portadores da sindrome de Pa-

tau estao listadas abaixo e apresentadas na figura 6.21.

Retardo no crescimento
Deficiéncia intelectual severa
Microcefalia, testa inclinada
Punhos fechados tipicos

Defeitos cardiacos congénitos

Anormalidades oculares

Polidactilia

NS N N N N Y N N

Fissuras labial e palatina (frequentemente)

Expectativa de vida: 50% morrem dentro de primeiro més

(> 90% dentro do primeiro ano). No entanto, alguns casos pon-

tuais eles podem viver por mais tempo.
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Figura 6.21: Caracte-
risticas de um individuo
com sindrome de Patau.
Fonte: Lais Nunes Alves
G, Patricia De Oliveira J,
Viana C, Thomé da Silva
R, Temoéteo Galhardo A.
SINDROME DE PATAU.
EASN [Internet]. 24° de
fevereiro de 2024 [ci-
tado 13° de margo de
2025];17. Disponivel
em: https://www.periodi-
cojs.com.br/index.php/
easn/article/view/1902



O caridtipo tipico dessa sindrome € apresentado na figura 6.22

abaixo.
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Figura 6.22: Cariétipo masculino apresentando uma trissomia do cromossomo 13
(47, XY, +13). Imagem gentilmente cedida pela Dra. Cibele Cristina Castilho

6.5 - ANEUPLOIDIAS ENVOLVENDO CROMOSSOMOS SEXUAIS
HUMANOS.

ANEUPLOIDIAS ENVOLVENDO O CROMOSSOMO X

S&o uma das anomalias citogenéticas mais comuns e nota-se

uma tolerancia relativa a essas anomalias, 0 que pode ser explicado
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pela inativagao do cromossomo X (evento descrito no capitulo 5). Ape-
nas refor¢gando, vale lembrar que a inativagdo do cromossomo X € um
evento normal que ocorre em cariétipos femininos normais (46, XX),
onde todo cromossomo X além de um sera inativado. Dessa maneira,

em homens normais (46, XY), nenhum cromossomo € inativado.

No entanto, a regra da inativagao € valida para todas as cé-
lulas, tanto femininas quanto masculinas. Dessa maneira, cariétipos
masculinos e femininos anormais que apresentam cromossomos X
extras, também apresentardo a inativagdo desse cromossomo, con-

forme apresentado na tabela 6.2 abaixo.

Tabela 6.2: Inativacdo do cromossomo X.

Fenétipo sexual Caridtipo Corpusculo de Barr *

Homem 46, XY; 47, XYY 0

47, XXY 1

48, XXXY 2

49, XXXXY 3

Mulher 45, X 0

46, XX 1

47, XXX 2

48, XXXX 3

49, XXXXX 4

* nome dado ao cromossomo X inativado
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A partir de agora, vamos analisar as principais caracteristicas
das diferentes sindromes que envolvem o cromossomo X em huma-

nos.

SINDROME DE KLINEFELTER (47, XXY)

A incidéncia estimada para essa sindrome € de 1 em até 600
nascimentos do sexo masculino. No entanto, como as alteragdes
apresentadas pelos portadores sao brandas, supde-se que muitos
casos néo sejam detectados. Nesses individuos 47, XXY um dos cro-

mossomos X ¢é inativado.

As principais caracteristicas apresentadas nessa sindrome estao

listadas abaixo e apresentadas na figura 6.23:

Pacientes altos
Bracos e pernas desproporcionalmente longos

Fisicamente normais até a puberdade

D N N NN

Caracteristicas sexuais secundarias permanecem subdesen-
volvidas

Ginecomastia (pode estar presente)

v Testiculos pequenos

Maioria é estéril.
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Figura 6.23: Caracteristicas de um indivi-
duo com sindrome de Klinefelter. Fonte:
Sutedja EK, Maharani RH, Sugiri U, Achdiat
PA. Chronic Venous Leg Ulcer in Klinefel-
ter Syndrome Treated with Platelet-Rich
Fibrin: A Case Report. Int Med Case Rep
J. 2021 Nov 25;14:809-814. doi: 10.2147/
IMCRJ.S337738. PMID: 34858066; PMCID:
PMC8630374.

Um cariétipo tipico dessa sindrome é apresentado na figura

6.24 abaixo.
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Figura 6.24: Cariétipo de um individuo portador da sindrome de Klinefelter (47, XY,
+X). Imagem gentilmente cedida pela Dra. Cibele Cristina Castilho

MULHERES 47, XXX (SINDROME XXX)

Essa sindrome tem uma incidéncia estimada de 1 em 1000 nasci-
mentos do sexo feminino. Novamente, as alteragcdes apresentadas
sdo muito brandas. Isso é explicado pelo fato do cromossomo X extra
ser inativado. Nesse caso, como a mulher é 47, XXX ela tera dois cro-
mossomos X inativados. O cariétipo caracteristico dessa sindrome é

apresentado na figura 6.25.

170



\’1 ﬂ){ "

84 1] &l ] 1]
1 7727 3 4 5
BE B3 BB 3E % - 38
6 y 8 =] 10 11 12
s A8 An a4 11 &
13 14 15 16 17 18

AR vx - e an saq
19 20 21 22 X Y

Figura 6.25: Cariétipo feminino apresentando trissomia do cromossomo X (47, XX,
+X). Imagem gentilmente cedida pela Dra. Cibele Cristina Castilho

As principais caracteristicas dessa sindrome estdo listadas

abaixo.

Estatura um pouco acima da média
Caracteristicas normais
Desenvolve as mudancgas da puberdade na idade apropriada

Em geral s&o férteis

AN N N RN

Podem apresentar: deficiéncia no aprendizado, deficiéncia de
desenvolvimento, problemas de comportamento, descoorde-

nacgéao e esterilidade.
As variagbes dessa sindrome sao mulheres 48, XXXX (que
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apresentam 3 cromossomos X inativos) e mulheres 49, XXXXX (que
apresentam 4 cromossomos X inativos). Nos dois casos, cada X adi-
cional vem acompanhado de maior gravidade da deficiéncia intelec-
tual e de anormalidades fisicas. Isso pode ser explicado pela presen-
¢a em doses adicionais da regido que ‘escapa’ da inativagao do X que

foi inativado.

SINDROME DE TURNER (45, X)

Essa € a unica sindrome em que se observa a perda de um
cromossomo. Sua incidéncia é de 1 em 2.500-4.000 nascimentos
do sexo feminino. No entanto, ela ocorre com uma frequéncia muito
maior, mas infelizmente a maioria (acima de 99%) das concepgdes
45, X é perdida no periodo pré-natal. Entre as concepg¢des que evo-

luem a termo, muitas s&do mosaicos (30 a 40%).

Acredita-se que as alteragdes dessa sindrome sio devidas a
auséncia dos genes que ‘escapam da inativagao’. As principais ca-
racteristicas dessa sindrome estao listadas abaixo e apresentadas na

figura 6.26:

Baixa estatura
Pescogo largo e alado

v
v
v' Linfedema

v" Risco de anomalias cardiacas
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v' Cognicao / inteligéncia tipicamente normais
v' Fendtipo comportamental normal (mas ajuste social compro-
metido)

v' Infertilidade

=o

Figura 6.26: Caracteristicas de uma portadora da sindrome de Turner. Fonte: Tor-
res, L. H. S., Cavalcante, M. B., Uchéa, C. P, Rocha, C. B. S., Silva, J. de Angelis
A., Lessa, T. C. S., Macédo, L. F. C. de, Ferreira Neto, J. J., & Pereira Filho, V. A.
(2020). Sindrome de Turner: caracteristicas clinicas e relato de uma abordagem
cirurgica. ARCHIVES OF HEALTH INVESTIGATION, 8(9). https://doi.org/10.21270/
archi.v8i9.4641.

173



O cariétipo de uma portadora dessa sindrome é apresentado na figura

6.27
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Figura 6.27: Cariotipo feminino de uma portadora da sindrome de Turner (45, X).
Imagem gentilmente cedida pela Dra. Cibele Cristina Castilho

ANEUPLOIDIA ENVOLVENDO O CROMOSSOMO Y: HOMENS 47,
XYY

Essa sindrome apresenta uma incidéncia de 1 em cada 700 a
1000 nascimentos do sexo masculino e ndo esta associada a nenhum
fendtipo anormal. Nao é possivel fazer uma clara distingdo entre ho-
mens 46, XY e 47, XYY. Afertilidade € normal, mas pode haver dificul-
dade de linguagem e leitura (50%). Esses homens ndo apresentarao

nenhum cromossomo inativado. A explicagao para auséncia de alte-
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ragdes € que o cromossomo Y € pequeno e possui poucos genes (a
maioria envolvida em caracteristicas masculinas). A figura 6.28 apre-

senta um cariotipo 47 XYY.
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Figura 6.28: Caridtipo masculino 47, XY+Y. Imagem gentilmente cedida pela Dra.
Cibele Cristina Castilho

6.6 - EXEMPLO DE DISTURBIO CAUSADO POR UMA ALTERA-
CAO CROMOSSOMICA ESTRUTURAL NAO BALANCEADA

SINDROME DE CRI DU CHAT (SINDROME DO MIADO DE GATO)

Essa sindrome é causada pela perda de uma parte do bragco
curto do cromossomo 5 (5p) e sua incidéncia € de 1 em 15.000 nati-

Vivos.
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Algumas alteragdes tipicas para essa sindrome estdo listadas

abaixo e apresentadas na figura 6.29.

Choro semelhante ao miado de um gato
Baixo peso ao nascer

Microcefalia

Deficiéncia intelectual

Falha no crescimento

RN NN

Baixa implantagéo das orelhas

Figura 6.29: Aspectos clinicos
de um paciente portador da
sindrome do Cri du Chat com
oito meses (A), dois anos (B),
4 anos (C) e nove anos (D).
Fonte: Cerruti Mainardi P. Cri
du Chat syndrome. Orphanet
J Rare Dis. 2006 Sep 5;1:33.
doi: 10.1186/1750-1172-1-33.
PMID: 16953888; PMCID:
PMC1574300.

O fendtipo dessa sindrome muda com a idade, de forma que
suas principais caracteristicas clinicas se tornam mais brandas, por-

tanto, & fundamental a sua identificacdo em uma fase precoce.
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BIOLOGIA

MOLECULAR
Analise do DNA

G’ Vocé certamente ja ouviu falar sobre
sequenciamento de DNA, teste de paterni-
dade, diagnéstico molecular etc. Mas vocé
alguma vez ja parou para pensar como cada
Y um deles € realizado? Nesse capitulo, vamos
‘f' & conhecer algumas ferramentas moleculares
quer permitem a analise do DNA e tém tra-
zido uma enorme contribuigdo para a area
da saude!
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As Ultimas décadas foram marcadas por um grande avango cien-
tifico em diversas areas do conhecimento, em especial no que diz
respeito ao desenvolvimento de técnicas para analise e manipulagao
do DNA. Mas como isso é feito, afinal de contas? Vamos abordar
esse tema a partir de agora. A proposta desse capitulo € trazer uma
visdo geral sobre algumas ferramentas moleculares e o seu uso no
diagnostico de doencgas genéticas ou em um teste de paternidade, por

exemplo. Vamos Ia!

7.1 - OBTENGAO DO DNA QUE SERA ANALISADO

Se vamos analisar as diferentes técnicas para analise e ma-
nipulacédo do DNA, é preciso ter em mente que € fundamental con-
seguir extrair essa molécula da célula. Existem diferentes protoco-
los que permitem a obtencdo de DNA, e um ponto determinante é
a amostra a partir da qual a molécula sera extraida: sangue, saliva,
tecido conjuntivo, tecido ésseo etc. Cada um dos exemplos citados
anteriormente tem caracteristicas unicas, portanto para cada um exis-
tem protocolos especificos. Além disso, existem também varios ‘kits
comerciais’ desenvolvidos por empresas que tornam a obtengao do
DNA mais facil, rapida e eficaz. No entanto, isso tem um custo € nem
sempre no laboratério ha orgamento suficiente para a aquisicdo de
tais materiais. Dessa maneira, é importante ter em mente que para

toda amostra vocé podera obter DNA utilizando um kit comercial ou
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seguindo um protocolo, uma ‘receita caseira’ cujo custo € bem menor,

mas que ainda assim permite a obtengao da molécula.

De um modo geral, a extracdo do DNA envolve as seguintes

etapas:

a)

b)

d)

‘Macerar’ a amostra, o que permite ‘destruir’ o tecido, sepa-
rando suas células. Isso € importante pois facilita o acesso dos
reagentes utilizados na etapa seguinte as células isoladas.
‘Desorganizar’ as membranas celulares, o que € possivel uti-
lizando um detergente (lembre-se da bicamada lipidica das
membranas, ok?). Isso permite a liberacdo do DNA do interior
do nucleo e da célula como um todo (visto que tanto as mem-
branas do envoltério nuclear quanto a plasmatica serao desor-
ganizadas).

‘Remover’ restos celulares, proteinas e RNA. Nessa etapa,

pode-se utilizar solventes organicos como fenol e cloroférmio,
por exemplo. Além disso, a amostra também pode ser centri-
fugada, o que ajuda a separar os diferentes componentes pre-
sentes na solugao de extragao.
‘Precipitar’ o DNA, que nada mais € que separar o DNA do
restante da solugédo. Pode-se utilizar etanol gelado (ou outro
alcool), pois o DNA é insoluvel em alcool e se ‘separa’ do res-
tante da solugéo.

‘Dissolver’ DNA obtido em agua ultrapura ou em um tampao

181



especifico e manter a amostra a -20°C até o momento do uso.

Uma vez que o protocolo para extragao do DNA foi finalizado, &
preciso fazer uma analise do resultado para analisar se: |) obtivemos
de fato DNA? IlI) a molécula esta integra ou degradada? Isso porque
a molécula degradada (fragmentada) pode até ser utilizada para al-
gumas analises, mas néo € o ideal e lll) ha alguma contaminagéo por
RNA em nossa amostra? Nessa etapa do nosso trabalho, podemos
realizar uma ‘eletroforese de acidos nucléicos’, entdo vamos conhe-

cer um pouco mais sobre esse assunto, ok?
7.2 - ELETROFORESE DE ACIDOS NUCLEICOS (DNA E RNA).

Uma vez que o DNA foi extraido das células de nossa amos-
tra, ndo sera possivel observa-lo ao microscopio, ja que a estrutura
celular foi toda desfeita. Para analisar os resultados obtidos a partir
da extracdo do DNA e de varias outras ferramentas que permitem
manipulacdo dessa molécula, vamos utilizar a ‘eletroforese de acidos

nucléicos’.

Nessa técnica, as amostras séo aplicadas em um suporte fisi-
co (um gel de agarose ou de poliacrilamida) e sdo submetidas a uma
corrente elétrica que as ‘empurra’, de modo que elas ‘migram’ através
do gel e os fragmentos de DNA com tamanhos diferentes séo separa-

dos. Mas o que interfere nesse processo?

a) A carga da molécula. No caso dos acidos nucléicos (DNA e
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b)

RNA), a carga é negativa devido ao grupo fosfato presente nos
nucleotideos. No aparelho onde a corrida de eletroforese acon-
tece ha dois poélos: um positivo (cor vermelha) e um negativo
(cor preta). Portanto, a amostra de DNA deve ser aplicada no
polo negativo, de forma que a corrente elétrica a empurrara
para o polo com carga oposta (positivo) (figura 7.1).

Tamanho. Como ja mencionado, a separagao das moléculas
acontece em um ‘suporte solido’, um gel de agarose (que sera
descrito mais detalhadamente nesse capitulo) ou de poliacrila-
mida. Nesse ‘gel’, a agarose, por exemplo, cria uma ‘rede’ por
onde a molécula deve passar, portanto fragmentos menores
conseguem passar por ela mais facilmente e sempre ‘ganham’

em uma corrida de eletroforese (figura 7.1).

I negativo positivo

Antes da corrida de Depois da corrida
eletroforese de eletroforese
Polo Polo

negativo positivo

Pélo

0
9

Y /

Amostras de DNA /

Moléculas menores

Amostras
.............. -» ‘chegam na frente’

com diferentes ‘Rede’ formad | geONA Migram para o (passam mais
tamanhos o:'! oidzgn;am:)iz:ug;:s E polo positivo facilmente pela rede
P no gel)

de DNA devem passar

Figura 7.1: llustracdo sobre caracteristicas fundamentais da eletroforese. A) As
mostras sdo aplicadas no pdlo negativo e devem passar por uma ‘rede’ que se for-
ma no gel. B) Ao final da eletroforese, nota-se que as amostras foram ‘empurradas’
pela corrente elétrica em direcdo ao podlo positivo, € que as moléculas menores
sempre chegam na frente.
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PREPARO DE UM GEL DE AGAROSE PARA ELETROFERESE DE
DNA E APLICAGAO DA AMOSTRA.

Espera ai: o DNA sera empurrado por uma corrente elétrica atra-
vés de um gel onde se forma uma ‘rede’? Como assim? Vamos falar
sobre a ‘preparo do gel’ e aplicagdo da amostra de DNA para esclare-
cer qualquer duvida, ok?

O preparo de um gel de agarose é muito simples, muito parecido
com o preparo de uma gelatina, na verdade. A agarose € um po que
sé é dissolvido através do aquecimento. Para isso, adicionamos a
quantidade necessaria de um tampao apropriado, geralmente tris-a-
cetato EDTA (TAE) ou tris-borato EDTA (TBE) a agarose e aquecemos
até a agarose dissolver por completo.

Conforme esfria, a agarose solidifica. Portanto, enquanto ainda
esta dissolvida, ela sera colocada em um suporte apropriado que per-
mita a aplicagdo das amostras de DNA: uma bandeja (previamente
vedada com fita crepe, por exemplo) contendo um ‘pente’. Quando
a agarose estiver completamente solidificada, o ‘pente’ é cuidadosa-
mente removido e sera possivel notar a presenga de ‘pocos’ onde as

amostras de DNA serdo aplicadas (figura 7.2).
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Figura 7.2: Etapas do preparo de um gel de agarose. A) Inicialmente é importante
vedar a bandeja (nesse caso com fita crepe); B) Bandeja ja vedada com os pentes
de eletroforese; C) A agarose ja derretida € ‘vertida’ na bandeja; D) Apés o resfria-
mento, o gel solidifica e os pentes sdo cuidadosamente removidos (note a presencga
de ‘pogos’ onde as amostras serdo aplicadas) e E) A fita crepe usada para vedar a
bandeja também é removida.

Em seguida, o gel sera transferido para uma cuba de eletroforese
e sera adicionado o mesmo tampao usado no preparo do gel até que

esse esteja completamente submerso (figura 7.3).

Figura 7.3: A) Transferéncia do gel para uma cubra de eletroforese e B) A cuba sera
preenchida com tampéao TAE 1X (o mesmo usado no preparo do gel).
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Agora s6 falta aplicar a amostra!!! Para isso, sera preciso adicionar
uma pequena quantidade do ‘tampao da amostra’ que tem dois objeti-
vos: 1) Permitir a visualizagdo da amostra apds a sua aplicagao (tanto
a amostra quanto o gel séo incolores, e esse corante tem cor azul)
e 2) Garantir que a amostra fique ‘no fundo do pogo’. Isso mesmo,
lembre-se que a amostra € liquida e o gel esta recoberto por tampao!
Esse corante contém glicerol, por exemplo, que € ‘pesado’ e faz com
que a amostra ‘afunde’ quando aplicada no gel. E fundamental ressal-
tar que o tampao da amostra nos permite visualizar a amostra em si,
mas nao o DNA. Para visualizarmos o DNA, sera preciso outro coran-
te, mais precisamente um corante fluorescente, normalmente agentes
intercalantes (que se ligam a dupla fita de DNA) como ‘brometo de
etideo’ ou ‘Sybr green’, por exemplo. O uso do brometo de etideo é
muito comum, mas trata-se de um agente mutagénico, portanto siga
cuidadosamente as normas de seguranca do laboratorio para mani-

pulacéo e descarte desse material, ok? (figura 7.4).

Figura 7.4: Aplicacdo das amostras
nos pogos presentes no gel de aga-
rose. No que elas estao azuis devi-
do ao azul de bromofenol presente
no tampéao da amostra.
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Como sera a visualizagao do DNA? Bem, apds a separagao
das amostras do gel sera cuidadosamente transferido para outro apa-

relho chamado ‘transiluminador’ (figura 7.5).

Figura 7.5: A) Inicio da eletroforese (note que as amostras ainda se encontram nos
pocinhos); B) Amostras ja migraram pelo gel (note que elas ja sairam dos pocinhos)
e C) Remogéo do gel da cuba de eletroforese e posterior transferéncia para um
transiluminador (onde de fato se observara ou ndo a presenga das ‘bandas’ de DNA.

O transiluminador quando ligado emite luz UV, dessa manei-
ra, se houver DNA em nossa amostra, o corante se associou a ele e
emitira sua fluorescéncia, evidenciando a presenca de ‘bandas’ que
apresentam o mesmo formato do pog¢o onde foram aplicadas no gel

(figura 7.6).
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Figura 7.6: Imagem de um gel de
agarose apresentando varias ‘ban-
das’ de DNA quando observado ao
transiluminador. Observacgao: Esse
ndo € o mesmo gel das imagens an-
teriores, ok?

ANALISE DOS RESULTADOS OBTIDOS NA ELETROFORESE

A eletroforese nos permite analisar o resultado obtido na ex-
tracao do DNA e em outras técnicas em que ocorre a manipulagao
da molécula, onde possivelmente teremos fragmentos (visualizados
como bandas) de diferentes tamanhos. Nesse caso, é possivel saber
o tamanho de cada um deles a partir do uso de ‘marcadores de peso
molecular’. Esses ‘marcadores’ sdo adquiridos comercialmente e sao
amostras de DNA que apresentam diferentes fragmentos, cada um
bem caracterizado e com tamanho ja descrito pela empresa que o
comercializa. Dessa maneira, no momento da analise aplicamos o
‘marcador’ e as demais amostras no gel e so6 entdo ligamos a fonte
de eletroforese para dar inicio a separagao dos fragmentos de DNA.

Ao final do processo, ja na etapa de visualizagéo, o tamanho dos frag-
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mentos de cada amostra é determinado a partir da comparagdo com
os fragmentos presentes no marcador de peso molecular, conforme

exemplificado na figura 7.7.

Eletroforese para analise
dos tamanhos dos
fragmentos da amostra 1

Marcador 100pb Marcador 50pb

|
1 |
} |
1 |
1 |
1 |
1 |
I |
1
| |
| PM 1 |
1 |
: 1000pb | e TR s [ e | !
1 |
] |
i 100086 | — [l — T - )
! 900ph | A — :
L T = il i — |
| pb | — 450pb alll — — i
: §00pb | 400ph | — 600ph | = ERle !
: 500pb | e— 350ph | e 500pb | e :
. 300ph | .
! 400pb | —— 250ph | s 400ph | e :
1 |
: 30000 | e 200ph | w— 1R — :
I |
1 150ph | 250pb |
i 200ph | e 200ph | e |
: 100ph | e —— 180pb :
1 |
1 |
! 100ph | e 100ph | e !
! I — |

]
1
n B |
1 |
I |
1 |

Figura 7.7: Como analisar o tamanho de um fragmento de DNA em um gel de aga-
rose. A e B) Padrbes de peso molecular 100pb e 50pb respectivamente (cada um
apresenta diferentes fragmentos de DNA com tamanho ja conhecido). C) Analise
dos tamanhos dos fragmentos presentes na amostra 1: 180pb, 250 e 650pb. PM =
padrao de peso molecular 100pb.

Agora que ja sabemos como analisar um gel de eletroforese
de DNA, vamos conhecer algumas ferramentas moleculares que nos

permitem manipular essa molécula!
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7.3 - HIBRIDIZAGAO DE DNA

A hibridizagdo de DNA € um evento que acontece em diferentes
técnicas de biologia molecular e nos permite ‘procurar’ por uma regiéo
de interesse na amostra de DNA que esta sendo analisada. Mas como
isso pode ser feito? Vamos compreender as principais caracteristicas
desse processo a partir de agora!

Em laboratério, é possivel separar as cadeias de nucleotideos do
DNA, o que é conhecido como ‘desnaturacao’ através de aquecimen-
to a 94°C, por exemplo. O interessante € que, conforme a temperatura
abaixa, as cadeias podem se unir novamente (se reanelar), refazen-
do os pares de bases complementares (como guanina com citosina,
por exemplo). Esse ‘reanelamento’ ocorre sempre que as cadeias de
nucleotideos s&o complementares, n&o importando a sua origem.
Portanto, é possivel que cadeias de nucleotideos na forma de fita
simples, complementares, porém de origens diferentes se associem,

formam um ‘hibrido molecular’ através da ‘hibridiza¢ao’ (figura 7.8).
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Figura 7.8: llustragao representando em ‘A, ‘B’ e ‘C’ algumas etapas envolvidas na
formacao de hibridos moleculares. As regides destacadas pelos circulos pontilha-
dos representam locais onde as cadeias ndo sdo complementares (note que néo se
formam pontes de hidrogénio entre elas).

Se o objetivo é determinar se 0 DNA da amostra em analise
apresenta ou nao a regiao de interesse, outra molécula usada na hi-
bridizagdo sera uma ‘sonda’, um fragmento de DNA ja conhecido (no
caso, ele corresponde a uma parte da regido de interesse). Nessas
condigdes, quando a hibridizagao ocorre, significa que nossa amostra
possui a regiao de interesse, ao passo que a nao formagao do hibrido
molecular indica que o DNA em analise nao possui a regido de inte-

resse (figura 7.9).
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DNA EM ANALISE (FITA SIMPLES)

Amostra1

'
3" ATGCGATCGATCGCGATCGATCGATCCCTTGATCTGGTTAGCTTGATCTTGTATCGTTGATCGATGAT 5

Amostra2

3" GGGCGATTATCCGATAAATCGATCGGGTGAAACATTCGTAAAATCTGGTTAGCATCTACTTGCTCCG §”

[ A | SONDA mmp 5 TAGCTAGCTAGGGAA 3

_____________________________________________________________________________________

HIBRIDAGAO

Amostra1

3" ATGCGATCGATCGCGATCGATCGATCCCTTGATCTGGTTAGCTTGATCTTGTATCGTTGATCGATGAT 5
l 5 TAGCTAGCTAGGGAA 3’

Sonda

Amostra 2

3" GGGCGATTATCCGATAAATCGATCGGGTGAAACATTCGTAAAATCTGGTTAGCATCTACTTGCTCCG 5

Figura 7.9: llustragdo mostrando que uma sonda pode ser usada na busca de uma
regido de interesse em diferentes amostras de DNA. No exemplo acima, a sonda
se ligou apenas na amostra 1 (portanto apenas ela possui essa regido).

Uma vez que esse hibrido molecular se forma ele precisa ser
estavel, pois isso indica que o resultado obtido & de fato confiavel. Um
dos fatores que interfere nessa estabilidade é o grau de complemen-

tariedade entre as duas cadeias de nucleotideos. Isso porque, quan-
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do os pares de bases ndo sdo complementares, ndo ha formacgao de
pontes de hidrogénio entre eles. Se isso ocorre com grande frequén-
cia em um hibrido molecular, ele podera ser desfeito facilmente. Nas
técnicas moleculares onde ha uma etapa de hibridizagao, essa esta-
bilidade também ¢é ‘testada’, de forma que apenas as cadeias que de

fato sdo complementares permanecem unidas (figura 7.10).

DNA EM ANALISE (FITA SIMPLES)

1 1
3" ATGCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCCCTTGATCTGGTTAGCTTGATCTTGTATCGTTGATCGATGAT 5

3" CAGCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCCCTTGATCTGGTTAGCTTGATCTTGTATCGTTGATCGATGCC 5°

n ’W mm) 5 TAGCTAGCTAGGGAA 3’

HIBRIDAGAO

3 ATGCGATCGATCGATCGATCGATCG‘I‘\l'lrf‘:‘ﬁm’ﬁﬁAT(H:‘ﬁﬁ‘:"[‘TGATCTGGTTAGCTTGATCTTGTATCGTTGATCGATGAT 5
Il
§'TAGCTAGCTAGGGA 3' mmy), Hibrido 100% complementar

(estavel)

3 CAGCGATCGATCGATCGATCGATCGIhTCGA'IﬁHGATCﬁCTI'GATCTGGTTAGCTTGATCTTGTATCG'ITGATCGATGCC 5
L
5 TCTTGAGATCGGTG 3"

~ Hibrido pouco complementar
(facilmente desfeito)

Figura 7.10: llustragdo mostrando que o grau de complementariedade entre a sonda
e o DNA em andlise interfere na estabilidade do hibrido molecular. Quando eles séo
pouco complementares, o hibrido pode ser facilmente desfeito (conforme observa-
do na amostra 2), o que é importante para evitar ‘falsos positivos’.
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7.4 - ENZIMAS DE RESTRICAO (AS ‘TESOURAS’ DA BIOLOGIA
MOLECULAR)

Vocé ja se imaginou ‘cortando’ o DNA? Pois saiba que isso € pos-
sivel, alias, feito com grande precisdo nos laboratorios de Biologia

Molecular. Vamos entender como isso funciona!

Uma vez que ja temos o DNA devidamente extraido, podemos cor-
ta-lo utilizando as ‘enzimas de restricao’. Essas enzimas existem na-
turalmente em bactérias e sdo um importante mecanismo de defesa
contra virus. A bactéria ‘marca’ o seu DNA colocando grupamentos
quimicos (faz a metilagdo do seu DNA), que ndo sédo encontrados
no DNA invasor, que sera cortado em varios pedacgos. Dessa forma,
a bactéria consegue proteger o seu DNA e destruir apenas o que é
diferente, o que representa uma estratégia muito eficiente de prote-
cao! Atualmente, ha empresas que produzem e comercializam essas

enzimas.

Uma vez que as enzimas de restricdo foram obtidas a partir de
uma determinada espécie de bactéria, o0 seu nome esta associado a
sua origem. Por exemplo, a enzima EcoRI deriva da bactéria Escheri-
chia coli, cepa RY13, enzima 1, ja a BamHI de Bacillus amyloliquefa-
ciens, cepa H enzima 1. Nao se preocupe em decorar esses nomes,

mas sim o modo de ag¢ao dessas enzimas!

Ja sabemos que elas sao capazes de cortar o DNA, mas como
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esse corte é realizado? Uma caracteristica muito importante das en-
zimas de restricdo é que elas sao especificas, ou seja, sé agem apos
reconhecerem uma determinada sequéncia de nucleotideos, chama-

da sitio de restricdo. Vamos abordar as principais caracteristicas des-

sa sequéncia:

) Tamanho varia de 4 a 8 pares de bases (quanto menor,
maior a frequéncia com que a enzima cortara o DNA) (figu-
ra7.11).

) Geralmente é uma sequéncia palindrbmica (aquela que
pode ser lida em qualquer sentido que sempre sera a mes-
ma palavra, como o nome Ana ou a palavra ovo, por exem-
plo) (figura 7.11).

1) O corte do DNA é realizado dentro do sitio de restricido, e
pode ser feito no mesmo eixo de simetria, criando extremi-
dades cegas / abruptas (‘blunt’ em inglés) ou fora do eixo de

simetria, criando extremidades coesivas (figura 7.11).
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Nome da enzima de restricdo Sequéncia alvo (as setas indicam o local do
corte)

EcoRl 5 GAATTC 3’
3 CTTAAG S’
Taql S TCGAYZ
3 AGCT &
Smal 5 CCCJEBGG 3
3 GGGCCC ¥
Haelll 5 GGCCJ
3'CCGG Y
Notl 5 GCGGCCGC I
3 CGCCGGCG ¥

Figura 7.11: llustracao demonstrando diferentes caracteristicas das enzimas de res-
tricdo. A) alguns exemplos mostrando que cada enzima reconhece e corta uma se-
quéncia especifica de nucleotideos; B) Corte fora do eixo de simetria, gerando ex-
tremidades coesivas e C) Corte no eixo de simetria, gerando extremidades cegas.

Apos o corte do DNA com a enzima de restricdo de escolha, o
resultado obtido sera analisado através da eletroforese, conforme ob-

servado na figura 7.12.
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Na amostra abaixo, em uma sequéncia de 1000pb a enzima Haelll cortara o DNA
duas vezes, nas posigoes 200 e 750. Com isso, serdao gerados 3 fragmentos, com

200pb, 550pb e 250pb, que poderao ser visualizados em um gel de eletroforese.

Haelll Haelll
1 ‘ ‘ 1000
200 750
I I
« > >le >
200pb \ 550pb ! 250pb

PM 1

I

|

I

|

|

|

I

|

|

|

I

|

|

|

| (LD —
\ 13—
| L —
| 700ph |
! 600ph | m— 55006
| 500pb | e P
|

| 400ph | e

|

|

|

|

I

|

|

|

I

|

|

|

I

|

I

|

|

|

I

300ph

e 250pb

200pb e 200pb

100ph

Figura 7.12: llustragdo demostrando o corte de uma sequéncia de nucleotideos de
DNA pela enzima Haelll e a analise dos resultados obtidos em um gel de eletrofore-
se. PM = marcador de peso molecular 100pb e 1 = local onde a amostra foi aplicada.
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Alguns ‘sites’ na internet sdo muito Uteis pois nos permitem fa-
zer o ‘mapa de restrigao virtual’ da sequéncia de DNA em analise, o
que ajuda muito na escolha pela enzima de restricdo mais apropriada
para obter a regido de interesse na amostra de DNA. Nesses ‘sites’,
basta colocar a sequéncia de DNA de interesse e escolher por uma
determinada enzima de restricdo ou optar para que seja feita uma
analise com todas as enzimas, que em poucos segundos o padrao de

corte de cada uma delas sera apresentado. Alguns exemplos:
# Restriction Mapper
& Bio Informatics
& Gen Script

A descoberta das enzimas de restricdo representou um gran-
de avancgo pois permitiu o desenvolvimento de ‘moléculas de DNA
recombinante’, quando regides do DNA de diferentes espécies séo
unidas em uma s6 molécula. Nesse caso, além do corte da molécu-
la para obter as regides de interesse, também €& preciso unir esses
fragmentos, o que € possivel gragas ao uso de uma outra enzima
chamada DNA ligase. E importante ter em mente que a unido entre
fragmentos de DNA sera possivel sempre que ambos tiverem extre-
midades ‘cegas’, ou, no caso das extremidades coesivas, elas devem
ser complementares. No entanto, ha situacbées em que sera preciso

unir fragmentos com extremidades coesivas cujas extremidades ndo
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https://restrictionmapper.org/
https://www.bioinformatics.org/sms2/rest_digest.html
https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis

sdo complementares. Como resolver esse problema? Nesse caso, te-
remos uma etapa adicional: a enzima Klenow preenche regides de fita
simples das extremidades coesivas, tornando-as cegas. Em seguida,
a uniao dos fragmentos com a enzima DNA ligase pode ser feita (figu-

ra7.13).
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FORMAGAO DE UMA MOLECULA DE DNA RECOMBINANTE (EXTREMIDADES COMPATIVEIS)

DNA Ilgase
DNA espécie 1 DNA espécie 2
5' TGATTACGTACG AATTCGTACTAS 5 TGATTACGTACGAATTCGTACTA 3
3’ ACTAATGCATGCTTAA GCATGAT 5' 2 ACTAATGCATGCTTAAGCATGAT 5l
Extremidades coesivas e complementares DNA recombinante

3 TGTAATGCATGCAACC ~ GGTTAAGCATGACS TGT]'GQATBSMCCGGTTAAGCATGAC 5|

Extremidades cegas DNA recombinante

DNA ligase
DNA espécie 3 DNA espécie 4 @
5 ACATTACGTACGTTGG CCAATTCGTACTG 3' ' 5'ACAACGTACGTTGGCCAATTCGTACTG 3 E

FORMAGAO DE UMA MOLECULA DE DNA RECOMBINANTE (EXTREMIDADES NAO COMPATIVEIS)

1
!
1
1
/DNA espécie 5 DNA eSpéciQ !

5 TGATTACGTACG GTACCGTACTAY Gzima Klenow ‘preenche’ as extremidades fita simples
ACTAATGCATGCTT GCATGAT & —
- V4
4
5 TGATTACGTACGYANE GTACCGTACTA3
Extremldades coesivas que :
! ndo sdo complementares 3 ACTAATGCATGCTTAA CATGGCATGATS

N /\ N o

\ Klenow

DNA ligase Q i
1
1
1
1
1
1
1

5' TGATTACGTACG GTACCGTACTA Y
3" ACTAATGCATGCTTAASEEIE[T [TV I+
o

Unido dos fragmentos

pela DNA ligase

Figura 7.13: Formagao de uma molécula de DNA recombinante. A) Quando as ex-
tremidades s&o coesivas (e compativeis) ou abruptas, os fragmentos sdo unidos
pela DNA ligase (que restaura a unido entre os nucleotideos). B) Quando as extre-
midades sao coesivas e ndo compativeis, ha uma etapa adicional: a enzima Klenow
preenche as extremidades fita simples e em seguida a DNA ligase une os fragmen-
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Além disso, as enzimas de restricdo também se mostraram
uteis na identificacdo de mutagdes associadas a doengas genéticas
ou ainda na comparagao da variabilidade genética entre diferentes
individuos. Lembre-se que a mutagao altera a sequéncia de nucleo-
tideos no DNA e, se isso ocorre justamente na regiao reconhecida
por uma enzima de restricao, o corte sera feito na sequéncia original,
mas nao na mutante, tornando possivel a diferenciagdo entre ambas
(o mesmo principio vale para a andlise das variagdes genéticas que
nao estao associadas a doengas entre individuos). O fato é: o tama-
nho dos fragmentos obtidos em cada caso (normal e mutante) sera

diferente (figura 7.14).
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| |
! l
| |
ot — O a— OO p—
i nomal (8) ccleG cClGG |
| |
: 200 750
| ! I ]
: ) 'I‘ [} :
: 20000 7 550ph } 250ph !
| |
! 1
! |
l !
E Mutagao: troca do par ]
i Haelll ‘CIG’ por ‘TIA \ !
i 1 |
| tA'i'°,b, Gelce e |
| mutante(t) I\ S cAc |
! [
E 200 (‘ Essa sequéncia ndo sera i
i | reconhecida pela enzima Haelll |
| ¢ !
: 000 7 800pb !

| Andlise dos resultados: \

i eletroforese |

i M B b |

L 013pD | e !

B o :

| T00pb | — |

| 600pb | == 550pb !

: 500pb | — :

| 00 | — |

: |

I3 — |

i 2508k |

E 200ph | e 2000 20000 |

i |

100p | i

| ]

| |

S E

Figura 7.14: Esquema mostrando o uso das enzimas de restricdo no diagndstico
molecular. A presenga de uma mutagao pode abolir um sitio de restrigdo, fazendo
com que o padrao de restricdo dos alelos normal e mutante sejam diferentes. No
exemplo acima, o alelo ‘B’ tera 3 fragmentos, com 200pb, 250pb e 550pb, enquan-
to o ‘b’ apenas dois: 200pb e 800pb.
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7.5-REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (OU PCR DO INGLES
POLYMERASE CHAIN REACTION)

Essa técnica foi desenvolvida em 1983 e representou um enorme
avancgo na analise do DNA. Isso porque ela nos permite ‘copiar’ o
DNA em laboratério a partir de uma pequena quantidade de amostra.
Podemos fazer uma comparagéo: para conseguirmos a copia de um
documento, por exemplo, basta uma versao original e a partir dela &
possivel fazer milhares de réplicas se necessario. Com o PCR tam-
bém é assim: basta uma pequena quantidade de amostra, que a par-
tir dela milhares de copias sao obtidas em laboratério! A capacidade
de multiplicar o DNA é muito importante, por exemplo, na analise do
DNA de amostras de sangue, saliva ou sémen que se encontram em
pequenas quantidades no local de um crime, ou no caso do DNA pre-

sente em uma pequena amostra obtida a partir de uma bidpsia.

Vamos discutir como essa técnica funciona. Um ponto fundamen-
tal € que apenas uma regiao de interesse sera copiada e ndo a molé-

cula toda, ok?

O conhecimento dos mecanismos utilizados pelas células para
copiar o seu DNA foi fundamental para o desenvolvimento do PCR,
pois vamos ‘imitar’ o que as células fazem naturalmente e com mui-
ta eficiéncia. Portanto, se vocé ndo se lembra como esse processo
acontece, dé uma revisada no capitulo 1 para rever alguns aspectos

importantes da replicagao.
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Para uma reacgao, serao necessarios os seguintes reagentes: 1)
DNA molde (a partir do qual as copias serao obtidas); 2) enzima Taq
DNA polimerase, uma enzima termoestavel responsavel pela copia
do DNA (ela foi isolada da bactéria Thermus aquaticus, uma bactéria
capaz de tolerar altas temperaturas, por isso ‘Taq’); 3) nucleotideos
livres (adenina, timina, citosina e guanina) que serdo usados para
producdo das novas cadeias de nucleotideos e 4) oligonucleotideos
(‘primers’ ou iniciadores), uma pequena sequéncia de nucleotideos,
complementar ao inicio da regidao que se deseja copiar (séo eles que
determinam a regidao do DNA que sera copiada). Mas como saber
como serao os primers? Bem, lembre-se que vamos produzir copias
do DNA que deverao manter as caracteristicas basicas da molécula:
presenca de duas cadeias de nucleotideos que sdo complementares
e antiparalelas. Outro ponto fundamental: a sintese de DNA s6 ocorre
de 5 para 3’! Portanto, quando vocé for ‘desenhar’ um primer analise
a cadeia de nucleotideos que sera usada como molde, considere ape-
nas a regiao de interesse que sera copiada, va até a regiao mais 3’ e
use essa informagao para determinar a sequéncia de nucleotideos do

primer (figura 7.15).
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Regiao de interesse

DNA 5ATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCAYZ
molde 3 TAGCACAGTCCA CACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTY

+ Durante a copia do DNA, as cadeias de Analise a sequéncia de
nucleotideos sao separadas e cada uma nucleotideos presente na :
usada como molde para produgéo da nova extremidade mais 3’ da regido de
fita complementar. interesse de cada uma. :

5ATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCASZ

1

!

JTAGCACAGTCCACACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTS

SATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCAY

JCACAGY
Primer 1

Primer 2
5GTGTCY

3TAGCACAGTCCACACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTY

Figura 7.15: llustracdo demonstrando como analisar a sequéncia presente na re-
gido de interesse do DNA molde para determinar como ser&o os primers usados na
reagao de PCR.
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A cdpia acontece em um aparelho chamado termociclador, que
€ capaz de mudar a temperatura de acordo com o que for previamen-
te programado (na verdade, ndo apenas a temperatura, mas também
por quanto tempo ela deve ser mantida) . Uma reagcdo de PCR tem
em média 35 ciclos, e cada um deles tem as seguintes etapas: |)

desnaturacdo, onde ocorre a separagéo das cadeias de nucleotideos

gracas a uma elevagao na temperatura (94° ou 95°C); Il) anelamento

(ou_hibridac&o), quando os oligonucleotideos (primers) se ligam as

regides complementares (a temperatura dessa etapa varia de acordo
com os oligonucleotideos utilizados); Ill) extensao, etapa em que a
enzima Taq DNA polimerase faz a cépia do DNA a partir do ponto em
que os primers se ligaram (ocorre a 72°C, que é a temperatura 6tima
para atividade dessa enzima) e 1V) volte para etapa ‘I’ 35 vezes (o que
fara com que esse ciclo se repita por 35 vezes, gerando milhares de

copias ao final do processo) (figura 7.16).
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CARACTERISTICAS DA REAGAO DE PCR

1) REAGENTES USADOS:

Regiao de interesse

5ATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCAY

¥TAGCACAGTCCA C ACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTS DNAmolde

A G Nucleotideos () TagDNA §CACAGS }P".me,s

G T livres (dNTPs) polimerase 56 TGTC 3 .

1) CADA CICLO DA REAGAO DE PCR TEM 3 ETAPAS: .

5ATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCAS ;

Etapa 1 Separagao d :

Desnaturagéo eparagao Cas.
(94°C) cadeias de

nucleotideos .
3TAGCACAGTCCA CACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTYS

Etapa 2 5ATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCAY
Anelamento CACAGY Primers se ligam
i (temperatura as regioes
1 varidvel - exemplo 5GTGTC complementares

55 °C) 3TAGCACAGTCCA CACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTS

!

5ATCGTGTCAGGTGTGATCATCGTGCACGTGTGTCATCAY | eumpmy

Etapa 3 S ()TGCACACAGS pela Tag DNA
Exter:séo polimerase a partir |
(72°C) 5’GTGTCAGGTO ------ > do local em que os §

ITAGCACAGTCCACACTAGTAGCACGTGCACACAGTAGTS [IGUEEEANEEIN !

Figura 7.16: llustragdo sobre as principais caracteristicas de uma reagdo de PCR;:
os reagentes usados e as 3 etapas: desnaturacéo, anelamento e extenséo.

Finalizada a reagéo, o resultado sera analisado em um gel de ele-
troforese. E importante analisar se a copia de fato ocorreu e se o
fragmento copiado tem o tamanho correto (como o local onde os oli-
gonucleotideos se ligam é conhecido, € possivel saber o tamanho da

regido do DNA que sera copiada) (figura 7.17).
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ANALISE DOS RESULTADOS DE UMA REAGAO DE PCR
Regido de interesse no DNA molde Eletroforese

(comega na posigao 300 e termina na PM 1

posigédo 950) —/ /=

300 950 1000pb
I I

1
1
]
1
1
1
1
1
]
1
]
1
1
1
1
]
]
:
1
; 900pb
|2 13 800pb
3l I —s 700pb
! 600pb
1
1
1
1
]
]
1
1
1
1
1
]
]
1
1
1
1
1
]
]
1

Fragmento copiado S00pb

400pb

IR

300pb

200pb

100pb

1
1
1
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
:
1
— 650pb :
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Figura 7.17: llustragdo mostrando como é a andlise dos resultados de uma reagao
de PCR. Como a regido onde os primers se ligam é conhecida, é possivel saber o
tamanho do fragmento que sera copiado e seu tamanho pode ser observado em
um gel de eletroforese. PM = marcador de peso molecular 100 pb e 1 = amostra em
analise.

O PCR ainda hoje é muito utilizado. Um exemplo € a sexagem
fetal, um exame para saber o sexo do bebé que pode ser realizado
a partir da oitava semana de gestagdo. Nesse exame, uma amostra
de sangue materno é usada para extracado de DNA. Como no sangue
da mae também existem algumas células do feto, o DNA obtido sera
uma mistura entre o materno e o fetal. Em seguida, esse DNA é usado
em uma reagao de PCR que usa oligonucleotideos especificos para
o cromossomo Y. Quando a amplificacdo ocorre, o feto € XY, portanto
um menino, ao passo que na auséncia de amplificacdo o feto & XX,

uma menina.
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Essa técnica também pode ser usada na determinagao da ‘im-
pressao digital de DNA' de um individuo, o que € muito util em testes
de paternidade e na analise do DNA de um suposto criminoso, por
exemplo. Nesses casos, serdo analisados diferentes microssatélites,
que sao pequenas repeticdes presentes em varias especies, inclusive
em humanos (maiores detalhes sobre essas regides estdo descritos
no capitulo 3). Vamos apenas rever alguns aspectos fundamentais
dessas sequéncias aqui: cada microssatélite € formado por um tipo
de repeticao (exemplo: CACACA ou GCCGCC) e o numero de vezes
que essa repeticdo aparece em cada um é variavel. Dessa forma, um
microssatélite pode ter diferentes alelos, mas cada ser humano tera
apenas duas copias: uma de origem materna e outra de origem pater-
na). Como cada alelo apresenta um numero de repeti¢coes diferente,
havera uma diferenca no tamanho deles. Numa reacao de PCR, é
justamente essa variagao de tamanho que sera analisada. Para isso,
serao usados oligonucleotideos (primers) que se ligam as regides vi-

zinhas de um microssatélite (figura 7.18).
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PCR E TESTE DE PATERNIDADE

Para analisar um microssatélite, sdo utilizados primers que se ligam as suas regides vizinhas

15 pb 60 pb 15pb
r 1T 1T .
Primer

e
5’ GAGTCCATTGTCATG GCCGCC (20 repeticbes) GCC TACTGTAGCTAGCTA 3

3' GTCAGGTAACAGTACCGGCGG CGGATGACATCGATCGAT 5’
_—————
Primer
Tamanho do fragmento copiado: 90 pb
15 pb 120 pb 15pb
10 1

Primer
5' GAGTCCATTGTCATG GCCGCC (40 repeticdes) GCC TACTGTAGCTAGCTA 3'

3’ GTCAGGTAACAGTACCGGCGG
|

Primer

CGGATGACATCGATCGAT 5’

Tamanho do fragmento copiado: 150 pb

i g g g P oy
i EXEMPLO DA ANALISE DE UM MICROSSATELITE COM DIFERENTES ALELOS EM UM
i TESTE DE PATERNIDADE

i PM Mae SP1 Sp2 Crianga
! e A s s
i MICROSSATELITE RRT (REPETIGAO GCC) 1000pb | —

E ALELO TAMANHO DO FRAGMENTO 750pb | e

| COPIADO (pb) sios |

i LIV —

[ RRT1 90 400pb |

| 350pb —

| RRT2 130 o pp—

: 250pb —

| RRT3 150 s [T -
! RRT4 180 o | — —

i RRT5 200

i 100ph | —

B | RRT6 230 - i
i

i

i

Figura 7.18: llustragdo mostrando o uso do PCR em um teste de paternidade. A)
Para analisar o tamanho de cada alelo de um microssatélite, sdo utilizados primers
que se ligam as regides vizinhas (note que quando o numero de repeti¢cdes é dife-
rente, essa diferenga é observada no tamanho do fragmento copiado). B) Exemplo
de um microssatélite chamado ‘RRT’ com seis diferentes alelos e C) Analise do
microssatélite RRT em um teste de paternidade (PM = marcador de peso molecular
50pb; SP1 = suposto pai 1 e SP2 = suposto pai 2). Nesse caso SP1 é de fato o pai
da crianga. Observacao: a ilustracdo acima é apenas um exemplo criado para de-
monstrar como a anadlise é realizada, mas em um teste real varios microssatélites

sao analisados, o que aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos.




Além disso, existem variagdes dessa técnica, como o PCR
tempo real e outras ferramentas moleculares, como o sequenciamen-
to do DNA e os ‘microarrays’, por exemplo, em que existe uma etapa

de sintese de DNA. Vamos analisar cada uma delas a partir de agora.

7.6 - PCR TEMPO REAL

E uma das variacdes do PCR, que nesse caso tem a vantagem
adicional de quantificar simultaneamente a amostra enquanto ela é
copiada. Nesse caso, além dos reagentes de um PCR convencional,
sera adicionado um fluorocromo (corante que emite um sinal de fluo-
rescéncia quando excitado por um /aser). Conforme a quantidade de
fragmentos de DNA aumenta durante a reagéo, a intensidade da fluo-
rescéncia emitida também aumentara, permitindo a visualizagédo do
resultado em tempo real. Areacdo de PCR em si sera especifica, uma
vez que as regides onde os oligonucleotideos se ligardo sdo conheci-
das. No entanto, a deteccao feita pelo fluorocromo pode ser especifi-

ca ou ndo especifica.

Na deteccao nao especifica, sera utilizado um fluorocromo que
se liga a dupla fita de DNA (um agente intercalante), como o SYBR®
green, por exemplo. Note que ele ndo apresentara especificidade por
nenhuma sequéncia especifica de nucleotideos, mas se ligara qual-
quer dupla fita de DNA presente na reagdo. Nesse caso, o cuidado

deve ser no sentido de se certificar que o fragmento copiado (e quan-
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tificado) corresponde realmente a regido de interesse. Isso pode ser
feito através de uma eletroforese para analisar os tamanhos dos pro-

dutos de amplificagdo presentes em cada amostra ao final da reagao.

Na deteccgéo especifica, além dos reagentes de uma reagéo de
PCR convencional, sera usada uma sonda TagMan®, uma pequena
sequéncia de nucleotideos ja conhecida, complementar a uma regiao
interna ao fragmento que sera copiado durante a reagao. Além disso,
ela apresenta na sua extremidade 5°um fluorocromo e na 3'um quen-
cher (silenciador). Enquanto o fluorocromo e o quencher estiverem
proximos, nao havera emissao de sinal fluorescente. Vamos entender

melhor como essa sonda funciona.

Durante um ciclo da reacdo de PCR tempo real, incialmente
ocorre a separagao das cadeias de nucleotideos. A etapa seguinte
sera a de anelamento, quando tanto os oligonucleotideos quanto a
sonda TagMan® se ligam as regides complementares. Na fase de
extensdo, a enzima Tag DNA polimerase fara a cépia do DNA a partir
do local em que o oligonucleotideo se ligou. No entanto, em um dado
momento ela se deparara com a sonda a sua frente e comeca a re-
mové-la, um nucleotideo de cada vez. Quando isso acontece, o fluo-
rocromo que esta ligado na extremidade 5’ se distancia do quencher
e emite sua fluorescéncia. Caso a sonda néo encontre a regido com-
plementar na amostra, ela ndo se ligara ao DNA molde e ndo emitira

seu sinal fluorescente (figura 7.19).

212



1) REAGENTES USADOS:

Regido de interesse no DNA molde

CARACTERISTICAS DA REAGAO DE PCR TEMPO REAL (USO DE SONDAS TAQMAN®)

5' I I 13’
ATCGCGAGCACGGATAGCCCAGGGTTCATTAC
TAGCGCTCGTGCC TATCGGGTCCCAAGTAATG
3'L I T 15
| Sonda Tagman@g !
| “TAGCCCAGGGTT !
5 Nucleotideos i EO Taq DNA i E 5’ ATC 3 i
E livres (dNTPs) i E polimerase E E = GTA 3 }Primers i
1l) ETAPAS DA REAGAO:
51 T I 13
[T i ATCGCGAGCACGGATAGCCCAGGGTTCATTAC Separagéo das
i Etapa 1 . . cadeias de
i Desnaturacao 51 ITAGCGCTCGTGCC TATCGGGTCCCAAGTAATG[ - nucleotideos
5T T I 13 ey
SO — ) ATCGCGAGCACGGATAGCCCAGGGTTCATTAC Ligagéo dos
} Etapa2 | primers e da sonda
__Anelamento TAGCCCAGGGTT ! asregices |
TAGCGCTCGTGCC TATCGGGTCCCAAGTAATG 5 5 complementares :
3L I I 15
5 T T 13 : Sintese do DNA pela Tag
ATCGCGAGCACGGATAGCCCAGGGTTCATTAC DNA polimerase a partir do
« - - <OCCAAGTAIEH o e ;
i local de ligagdo dos
Etapa 3 % ! primers. Note que a enzima |
Extenséio I | também comegou a
N i ; 1
BN GCGAGCA O- "\AGCCCAGGGTT remover a sonclla, i:om isso 5
TAGCGCTCGTGCC TATCGGGTCCCAAGTAATG i nOITe.n.emissno de
K — I 15 | fluorescéncia.

Figura 7.19: llustragdo demonstrando as principais caracteristicas de um PCR tem-
po real (reagentes usados e as etapas de cada ciclo, evidenciando a emiss&do do

sinal fluorescente).
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7.7 - SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento € uma ferramenta incrivel que nos permite
‘ler’ o DNA, conhecendo assim toda a sua sequéncia de nucleotideos.
O primeiro método desenvolvido foi o ‘sequenciamento manual’, o
que representou um avango incrivel, mas apresentava algumas limita-
¢bes. Em seguida, surgiu o ‘sequenciamento automatico’ que permitiu
a analise de uma grande quantidade de amostras simultaneamente,
0 que levou ao desenvolvimento de varios projetos genoma, que se-
quenciaram todo o DNA da espécie de interesse, como 0 humano,
por exemplo. Por fim, os sequenciadores de nova geragcéo apresen-
tam diferentes estratégias para determinagcédo da sequéncia do DNA,
0 que varia de acordo com a empresa que desenvolveu o equipamen-
to. De uma maneira geral, a velocidade com que as informagdes s&o
geradas & muito maior, e o custo menor. Vamos conhecer algumas

dessas metodologias incriveis a partir de agora!

SEQUENCIAMENTO MANUAL (METODO SANGER)

Desenvolvido pelo bioquimico britanico chamado Fred Sanger
e seus colaboradores, esse método de sequenciamento se baseia
no uso de terminadores, nucleotideos quimicamente modificados que,
quando inseridos na nova fita de DNA, interrompem a sintese de DNA

(figura 7.20).
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SEQUENCIAMENTO MANUAL

FeEEY FOSFATO

BASE BASE
NITROGENADA NITROGENADA

OH H

P

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
Nucleotideo normal :

| Terminador
1
:ﬂ (didesoxinucleotideo - ddNTP)

: u (desoxinucleotideo — dNTP)

Figura 7.20: llustragdo mostrando a diferenca entre um nucleotideo normal (A) e
um terminador (B) usados no sequenciamento que usa o método Sanger (principio
da terminagéo da cadeia).

Em alguns aspectos, o sequenciamento manual € muito parecido
com a técnica de PCR, portanto é fundamental que vocé ja tenha em
mente como ocorre a copia do DNA em laboratorio (leia o topico ‘PCR’
nesse capitulo). Nesse caso, cada reagao devera conter: DNA molde,
DNA polimerase, primer (apenas um), nucleotideos livres (que nesse
caso estardo marcados com P, por exemplo, o que sera importante
na analise dos resultados) e um terminador.

Para sequenciar uma amostra de DNA, sdo necessarias 4 rea-
¢oes: tubos A, G, C e T. Cada um deles contém todos os reagentes
acima mencionados e apenas um tipo de terminador. No ‘tubo A’ sera
adicionado como terminador a adenina, no ‘tubo C’ a citosina e assim

por diante. Note que no ‘tubo A’ por exemplo, teremos o nucleotideo

adenina normal e o ‘terminador’ adenina. Portanto, sempre que uma
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adenina for inserida na nova fita de DNA, teremos 50% de chance de
colocar o nucleotideo normal (e a sintese continua) e 50% de colocar
o terminador (interrompendo a sintese). Considerando que na reagao
teremos varios ciclos e que a quantidade de amostra de DNA duplica
em cada um deles, ao final teremos um ‘terminador adenina’ inserido
em todos os locais em que é necessario colocar esse nucleotideo.
Isso vale para citosina, timina e guanina. Assim, em cada tubo te-
remos varios fragmentos com tamanhos diferentes e sabemos que
o ultimo nucleotideo inserido corresponde ao terminador usado na
reagao. Por exemplo, no ‘tubo T’ todos os fragmentos terminam com
timina. Por fim, cada reacgao sera aplicada em um gel de eletroforese,
separando os fragmentos de acordo com o seu tamanho (nesse caso,
sera usado um gel de acrilamida, que consegue separar fragmentos

que diferem entre si em apenas um nucleotideo) (figuras 7.21).
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3
ddNTP
\ 2 CITOSINA
A partir do local em que o terminador foi inserido, F

. PR 5 ™ |

nenhum outro nucleotideo sera adicionado. A |//// \\\\

4 1

sintese de DNA termina aqui. \ oo

\ y

Figura 7.21: llustragdo demonstrando que a sintese de DNA é interrompida quando
um terminador ¢é inserido na cadeia de nucleotideos. dNTP: desoxiribonucleotideos
e ddNTP: dideoxiribonucleotideo (terminador).

Para ‘leitura’ dos resultados obtidos a partir do sequenciamen-
to manual, considere que o menor fragmento é aquele que possui
apenas um nucleotideo, portanto o que ‘chegou primeiro’ na corrida
de eletroforese. Ele representa o primeiro nucleotideo da sequéncia.
O segundo menor fragmento representa o segundo nucleotideo da
sequéncia e assim sucessivamente. Portanto, a analise dos dados
comega no menor fragmento e vai avangando até chegar no maior,
com uma capacidade de gerar uma sequéncia de até 300 pb (figura

7.22).
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FRAGMENTOS COM DIFERENTES TAMANHOS SAO GERADOS EM CADA

TUBO DAS REAGCOES DE SEQUENCIAMENTO.

' TuhoA(tenninadorAdeninFA) TuboT(terminadorﬁmina=T,]
, DNAMOLDE 3 AGGTATCTGATCGATCATCS"  Tamanho do fragmento (pb) ‘DNAMOLDE 3 AGGTATCTGATCGATCATCS"  Tamanho do fragmento (pb)
; —_— 5 TCCATAGACTAGCTAGTAY L 5 TCCATAGACTAGCTAGTY i :
it g . |
E gerados aolongoda 5. TCCATAGACTAGFTA'S s Fagnentos g TCCATAGACTAGCTS 14 :
! reagiode 5 TCCATAGACTAS 1 gerados aolongoda 5 TCOATAGACTY
E sequenciamento  § TCCATAGAS' 8 feagdode W L 1
§ TCoATyY 6 sequenciamento 5 TCCAT' 5
| 5 TCCAT 4 2 1
Tubo G: teminador Guaina = G Tubo C terminador Giosina= )
DNAMOLDE 3" AGGTATCTGATCGATCATCS™  Tamanho o fragmento(pk) ONAMOLDE ~ 3'AGGTATCTGATCGATCATCS™  Tamanho do fragmento pb)
Fragmentosgerados 5 TCCATAGACTAGCTAGTAQT 19 Fragmentos & TCCATAGACTAGQT 13
5 ML g 1orTAGACTAGCTAGY f fralbslniots g oAy ! f
; desequenciamento : reagiode ;
i § TCCATAGACTAGS 1 Sequencamerto §Tee3 3 :
: 5'TCCATA§3' 1 § T§3' 2

SEPARAGAO DOS FRAGMENTOS EM GEL DE ELETROFORESE

Tubo A Tubo T Tubo G Tubo C

'
i

'
'
'
'
'
v v

|
v

0

A T G
3 A ‘leitura’ da sequéncia —_—
; é do fragmento menor —
em diregao ao maior. —

Sequéncia obtida: 5’ T CCATAGACTAGCTAGTAG 3’

Figura 7.22: A) Demonstragcéo dos diferentes fragmentos gerados em cada tubo
durante o sequenciamento manual (note que em cada tubo, o ultimo nucleotideo
sempre corresponde ao terminador usado). B) Gel de sequenciamento manual € a
sequéncia obtida (a leitura deve ser feita do ‘menor fragmento para o maior’).
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SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO (METODO SANGER)

Essa estratégia de sequenciamento também se baseia no mé-
todo de Sanger. A diferenca é que, nesse caso, cada terminador esta
associado a um fluorocromo (um corante fluorescente) que emite cor
diferente: adenina (verde), citosina (azul), guanina (preto) e timina
(vermelho). Ao contrario do sequenciamento manual onde 4 reacgbes
diferentes eram realizadas, nesse caso a reacao € feita em um unico
tubo. A analise dos resultados também se baseia na separacéo dos
fragmentos através de uma eletroforese. No entanto, no aparelho de
sequenciamento automatico ha um laser que excita os fluorocromos
presentes em cada banda, e um computador detecta a luz resultante
emitida. De acordo com o tipo de terminador detectado naquele ciclo,
a cor da fluorescéncia emitida sera diferente. Esse resultado é capta-
do simultaneamente pelo computador, que analisa os dados e ja dis-
ponibiliza a sequéncia final da amostra. Nesse caso, os custos envol-
vidos sdo muito maiores pois utiliza-se um sequenciador automatico e
outros reagentes que s&o mais caros. Por outro lado, a capacidade de
leitura & maior (até 700 nucleotideos em uma unica reagéo) e como o
resultado final (a sequéncia de nucleotideos), ja é disponibilizado pelo
proprio sequenciador, ndo ha riscos de erros humanos na determina-

c&o da sequéncia (figura 7.23).
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FRAGMENTOS COM DIFERENTES TAMANHOS SAO GERADOS NO MESMO TUBO
DURANTE A REAGAO DE SEQUENCIAMENTO.

| DNA MOLDE 3" AGGTATCTGATCGATCATC 5 Tamanho do fragmento (pb) ;
5" TCCATAGACTAGCTAGTAE 3° 19
3 5" TCCATAGACTAGCTAGTA3’ 18 |
3 5" TCCATAGACTAGCTAGH 3’ 17 :
5" TCCATAGACTAGCTAE 3’ 16
;‘ff:;i”;gif:;? dse 5  TCCATAGACTAGCTA 3° 15
| sequenciamento 5" TCCATAGACTAGCH 3~ 14 E
| 5" TCCATAGACTAGEC 3 13 ;
5" TCCATAGACTAE 3 12
3 5" TCCATAGACTA 3’ 1 |
| 5" TCCATAGACH 3’ 10 ;
5" TCCATAGAC3’ 9
! 5 TCCATAGA 3’ 8 5
| 5" TCCATAE 3’ 7 E
5 TCCATA 3 6
| 5 TCCAll 3’ 5 E
| 5" TCCA 3’ a i
5 TCE ¥ 3
! 5 TC 3 2 :
A ] 5§ 1

Computador (informagoes
Laser — | _Detector ‘ séo analisadas por

programas especificos)

= 1

Sequéncia fornecida pelo
computador:
— 5’ TCCATAGACTAGCTAGTAG 3’

Figura 7.23: llustracdo das diferentes etapas do sequenciamento automatico. A)
Fragmentos com diferentes tamanhos e associados a diferentes terminadores sao
gerados na mesma reagdo. B) Separacao dos fragmentos em eletroforese, detec-
¢ao da fluorescéncia e interpretacdo dos dados obtidos por programas especificos
de computador.
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SEQUENCIADORES DE NOVA GERAGAO (NGS)

Esses sequenciadores representaram um grande avang¢o na
Biologia Molecular, uma vez que sao capazes de sequenciar milhdes
de pequenos fragmentos de DNA simultaneamente. Para se ter uma
ideia, o projeto genoma humano foi desenvolvido em sequenciadores
automaticos que usavam o método Sanger (uso de terminadores) e
levou aproximadamente 13 anos para ser concluido. Com o uso dos
NGS, o genoma humano pode ser sequenciado duas ou 3 semanas e
a um custo muito, muito menor! Isso facilitou o acesso a esse tipo de
analise, e atualmente essa ferramenta molecular € usada no diagnos-
tico de doencas genéticas, tais como cancer, distrofias musculares e
transtorno do espectro autista (TEA), por exemplo.

Embora a protocolo exato de como o sequenciamento ocorre
varia de acordo com a empresa que desenvolveu o sequenciador, de
uma forma geral o que se observa nos NGS é que ao invés de usar
o0 método de terminagao da cadeia realiza-se a sintese de DNA, sen-
do que em cada ciclo apenas um tipo de nucleotideo € adicionado
a reacgao. Se ele for incorporado, um sinal fluorescente sera emitido
(por outro lado, se naquele ciclo ele ndo for usado, n&o ha liberagéao
de fluorescéncia). Por exemplo, se no ciclo atual uma guanina for adi-
cionada a reagao e um sinal fluorescente for liberado, isso significa
que naquela posicdo da nova cadeia de nucleotideos do DNA o que
existe € uma guanina. Toda informacéao é captada e interpretada por
um computador, o que facilita e agiliza muito toda analise de dados. A

capacidade de leitura nesse caso € de 200 a 250pb.
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7.8 - MICROARRANJOS OU CHIPS DE DNA (MICROARRAYS)

A partir do conhecimento do genoma de varias espécies, in-
cluindo o humano, houve um grande avango metodologico no qual no-
vas metodologias para analise do DNA foram desenvolvidas. Dentre
elas, podemos citar os microarranjos, que podem ser usados tanto na
analise da expressao génica quanto na ‘genotipagem’ de uma amos-

tra de interesse. Vamos entender melhor como isso funciona.

Em um chip de DNA, varias sequéncias curtas e ja conhecidas
sdo ligadas em pontos especificos (também chamados spots) de uma
superficie sélida, geralmente uma lamina de vidro. Em cada ponto
existirdo varias copias da mesma sequéncia, e um aspecto funda-

mental é que as amostras estdo na forma de fita simples (figura 7.24).

Pontos (spots) de

um microarranjo

0

Figura 7.24: llustragdo de-
monstrando um microar-
ranjo de DNA com varios
spots (locais onde curtas
sequéncias de nucleoti-
deos ja conhecidas na for-
ma de fita simples estédo
fixadas).
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Na analise da expressdao génica, as sequéncias presentes em
cada spot correspondem a diferentes genes da espécie de interesse.
Nesse caso, € possivel comparar o padrao de expressao génica em
duas amostras: uma composta por células tumorais e outra por cé-
lulas normais. Além disso, sera preciso obter o RNAm total de cada
uma delas, que sera transformado em cDNA e por fim sera associado
a fluorocromos diferentes (por exemplo, o das células tumorais sera
vermelho e o das células normais sera verde). Na etapa seguinte,
ocorre a hibridagdo das moléculas de cDNA com as sondas presente
no microarranjo (lembre-se que, sempre que as cadeias simples fo-
rem complementares, havera formagao de um hibrido molecular). Por
fim, a lamina é exposta a um laser e quando houver um hibrido, um
sinal fluorescente sera emitido (verde ou vermelho). Isso mostra quais
genes sao expressos em células normais ou unicamente em células
tumorais, além de mostrar aqueles que se expressam nas duas amos-

tras (cor amarela) (figura 7.25).
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Gene 1 - 5TCGAAATCGCATCGAAGTCGT 3+ O
Gene 2 - 5'GCATCACTAGTCTATCAACTTC 3+~
Gene 3 - 5TCGAAATCGCATCGAAGTCGT 30
Gene 4 - 5’AGTTCGCAATTAAGACCAGGG 3—/(3
Gene 5 - 5CAGACTTGATTAAGACTAGCAT 3'._5 !
Gene 6 - 5'GTTCGCAGAGACGAGTGGGAG 30|

Células normais

[of el el (el (@)

EXEMPLO DA DISTRIBUIGAO DOS GENES EM UM MICROARRANJO DE DNA

o0 0 O 6
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ANALISE DA EXPRESSAO GENICA USANDO UM MICROARRANJO DE DNA
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Figura 7.25: A) Organizagéo de um chip de DNA contendo sequéncias de diferentes
genes (todos em duplicada, que podem estar préximos, como no exemplo acima, ou
espalhados pelo microarranjo). B) llustragdo simplificada das etapas da analise de
expressao génica usando um microarranjo. Na analise dos resultados, os spots ver-
melhos s&o aqueles cujos genes expressos somente nas células tumorais, aqueles

em verde somente nas células normais, e os amarelos sdo expressos em ambas.
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Por outro lado, diferentes protocolos tém sido estabelecidos
para uso dos microarranjos na genotipagem de uma amostra. Em um
exemplo cada a sequéncia presente em cada spot corresponde a um
alelo de um gene, e o DNA da amostra é entdo marcado com fluores-
centes. Apos a hibridizac&o, a cor vermelha corresponde aos homozi-
gotos para um alelo (exemplo AA), a verde os homozigotos para outro

alelo (exemplo aa) e a amarela aos heterozigotos (exemplo Aa).

Além disso, um microarranjo pode conter sequéncias corres-
pondentes a diferentes subtipos de virus, por exemplo. Para analise
da amostra de interesse, apds a extracdo do DNA, ele sera multipli-
cado por PCR, associado a um determinado fluorocromo e colocado
para hibridar com as sondas presentes no microarranjo. Na analise
dos resultados obtidos, a presenca de um sinal fluorescente em um
ou alguns spots indica que o material em analise possui aquele deter-
minado subtipo de virus. Essa metodologia ja é usada no diagnostico
do virus HPV (sigla em inglés para Papilomavirus Humano), o qual &
associado ao cancer do colo de utero, e tem se mostrado muito util
pois além de permitir a detecgao precoce, é possivel identificar o(s)
subtipo(s) presente(s) em uma unica reagao. O exemplo de um proto-

colo usado é apresentado na figura 7.26.
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EXEMPLO DE UM
MICROARRANJO CONTENDO
SEQUENCIAS PARA
DIFERENTES SUBTIPOS DO
ViRUS HPV (NESSE CASO, A

MESMA SEQUENCIA ESTA
PRESENTE EM 5 SPOTS
CONSECUTIVOS).

GENOTIPAGEM DO HPV USANDO UM MICROARRANJO DE DNA

Extragdo do DNA

Resultado
E ‘ HPVe  |HPV4s || OOOO000000 0000000000 '
PCR e associagdo a Wi |Hevst || OOO0000000 0000000000
E um corante wevis  |[wevs2 | OOOOO00000 0000000000 i
fluorescente vis Hevss | OOOO000000 0000000000 |
Hibridagio |Vt _|wvss |OOO0000000| pager 0000000000
E CC@ V3 |Hevss | OOOO000000 0000000000| |
CC Wvis  |wvse || OO0O000000 0000000000 | !
; s lwves | 0000000000 0000000000| |
: wvao  lweves || OOO0000000 0000000000 | |
w2 | || 0000000000 0000000000] |
W |wvis | 0000000000 0000000000| |
wva | || 0000000000 0000000000

Figura 7.26: A) Microarranjo contendo sequéncias para diferentes subtipos do virus
HPV. B) llustragdo simplificada das etapas do uso dos microarranjos na genotipa-
gem do HPV, evidenciando a presencga do subtipo 18 na amostra.
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SUPERANDO O
‘ DIAGNOSTICO
GENETICO:

Relatos de casos reais

6’ Atualmente, existem diferentes técnicas
que permitem um diagnéstico preciso para
muitas doengas genéticas. Infelizmente, a
ciéncia ainda nao avangou o suficiente para
que a alteragdo responsavel pela condigao
em analise seja ‘corrigida’, o que permitiria
a sua cura. Como lidar com um diagndstico
genético? Esse capitulo apresenta 3 casos
reais de superagao.
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Ao longo desse livro abordamos aspectos relativos a estrutura e
funcdo do DNA, bem como suas possiveis alteragdes, as mutagdes
génicas e cromossOmicas e alguns exemplos de suas consequén-
cias. Esse capitulo apresenta relatos reais de pacientes que tiveram
o diagnostico de uma doenca, sindrome ou transtorno Genético e
como, junto com seus familiares, lidaram com essa situagcédo. O que
fazer diante de um laudo tao definitivo? Como lidar com uma ‘senten-
¢a genética’? Serao 3 relatos, elaborados a partir de um questionario
direcionado para as maes, as quais tiveram total liberdade de colocar
aqui tudo que vivenciaram com seus filhos. Vamos conhecer cada um

deles a partir de agora.
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8.1 -RELATO | -AMIOTROFIA ESPINHAL PROGRESSIVA (APE)
(CAUSADAPOR UMA MUTAGAO -DELEGAO —NO GENE SMN)

A INCRIVEL HISTORIA DO ENZO!

1. Como foi a descoberta da doenga? O que a levou a suspei-
tar que havia algo diferente com seu filho?

De inicio ndo suspeitavamos de nada errado em relagcdo a saude
do Enzo e muito menos o pediatra que na
época o acompanhava. Minha irma mais ve-
Iha é que suspeitou e me indicou o pediatra
que acompanhava os seus filhos. O médi-
co logo que o consultou pediu um exame e
um parecer de um Neurologista. Assim, nos

orientou a procurar uma Neurologista pedia-

tra em Sao Paulo.

2. Como e com que idade o diagnoéstico foi realizado?

O diagndstico foi confirmado por um médico (neurologista pedia-
tra), apos resultado do
exame de Eletroneurolo-
gia (02/06/1999). Para que
fosse confirmado com exa-
tidao, ele requereu o exa-

me de DNA (13/07/1999),
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que confirmou a delegédo nos exons 7 e
8 do gene SMN e o diagndstico de AEP
(AME). Enzo nasceu em 23/12/1998,
portanto com aproximadamente 5 (cin-
C0) meses e meio tivemos o primeiro

diagnostico.

3. Qual o prognoéstico médico?

Na época o prognoéstico era de no

maximo 7(sete) meses de vida. Hoje a
média é de 2(dois) anos de vida. Contudo, existe a necessidade, ja
logo nos primeiros meses de vida, de equipamentos de suporte a vida

como respiradores mecanicos.

4. Como a familia lidou com isso?

No momento que tivemos o diagndstico foi muito dolorido, mas
meu marido falou: “Se ficarmos pensando que ele nao vai andar, fa-
lar e morrer ainda no primeiro ano, isso vai acontecer. Vamos viver
cada dia e cuidar com todo amor”. Assim, sempre oferecemos tudo
de melhor e principalmente amor e seguranca. Também nao havia
referéncias de casos reais que pudéssemos nos basear. Isso trouxe a
necessidade de buscar orientagdes na literatura médica fora do Brasil
e, muitas vezes, aprendemos o que seriam as melhores condutas por

“tentativa e erro”.
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5. Como foi (ainda é) o tratamento / acompanhamento?

A doenga é progressiva, mas temos mantido, com a graga de Deus
e o0s cuidados necessarios, uma excelente qualidade de vida. Com 1
(um) ano e dois meses ele entrou em faléncia respiratéria, apdés uma
pneumonia. Ficou 1(um) més na UTI de Sdo José do Rio Preto, onde
fez traqueostomia e passou a fazer uso de respirador. Apés, retorna-
mos para a Santa Casa de nossa cidade onde permaneceu internado
por 1 (um) ano e 1 (um) més. Nesse tempo teve que fazer outra inter-
vengao cirurgica para fazer uma gastrostomia. Passado esse tempo
voltamos a viver em casa com auxilio de Home Care. Em 2016 teve
um derrame pleural e ficou 3(trés) meses internado. Também faz uso
de fisioterapia diariamente, acompanhamento com fonoaudiologia,
avaliagao nutricional e cuidados 24 horas de enfermagem, além do
acompanhamento médico. Contudo, tem um excelente desenvolvi-
mento intelectual, social e afetivo. Com o uso de uma tabela, que
criei, ele se comunica com sinais usando os movimentos da face.
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6. Qual a idade do seu filho(a)
atualmente? Houve alguma melho-
ra/ superagao

Atualmente ele esta com 26 anos.
Enzo ndo possui os movimentos dos
membros inferiores e superiores, nao

possui capacidade de sustentagido do

tronco e pescogo, porém, felizmente,
os movimentos de face nao foram paralisados, visto que a doenca é

progressiva.

7. O que vocé diria para outras familias que vivenciam a mes-
ma situagao?

Diria que néo é facil dedicar todas suas forgas para ser cuidador,
abrindo mao de todos seus projetos e sonhos. Negar isso € hipocrisia!
Porém, o retorno é maravilhoso. Ver que seu filho, que ia viver apenas

7(sete) meses, hoje tem 26 anos. Hoje, ele é o portador de AME tipo 1
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mais velho no Brasil e 0 segundo no mundo. Ver que seu filho venceu
todas as barreiras e transformou tudo que ensinamos e dedicamos.
Ver que seu filho € um ser humano feliz, senhor de si, extremamente
inteligente e gentil, nos faz confiantes que cumprimos nossa fungao
de pais e educadores. Meu marido e eu temos o coragao e alma cheia
de gratidao a ele, por receber todos os dias sorrisos, varios “eu te
amo” e palavras amorosas e gentis. Acho que quando se aceita ver-
dadeiramente um filho como ele é, e se entrega com amor e dedica-
¢ao, tudo se transforma e se faz leve e prazeroso.

As fotos abaixo mostram diferentes momentos da vida do Enzo,
que € um rapaz que teve o direito de viver cada fase da sua vida com

plenitude.
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Acesse 0 QR Code e mergulhe nessa histéria inspiradora de supe-
racao e conquista da autonomia.

Nos videos acima, é possivel ver Enzo se comunicando com os pais pelo método que
eles mesmos desenvolveram quando ele ainda era crianga. Esse método foi fundamental para
alfabetizar Enzo e garantir sua autonomia na comunicagao. Hoje, ja crescido, ele utiliza essa
habilidade para expressar seus pensamentos e sentimentos com seguranga e independéncia.
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https://drive.google.com/file/d/1OULg9swIaK5OP8eIkNBjX1Yv0WW9mNOF/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/1psJZYse2QtfDMsq5LQJKEZ4mbKS3KUbZ/view?usp=drive_link
https://drive.google.com/file/d/1cmabJ1gaTlGciugqfs4V2BIB6awjiAnP/view?usp=drive_link

8.2 - RELATO Il — SINDROME DE DOWN (SINDROME CAUSA-
DA POR UMA TRISSOMIA DO CROMOSSOMO 21)

AS CONQUISTAS DO CAUE!

1. O que a levou a suspeitar da
presengca de uma alteragcao Genéti-
ca?

Foi diagnosticado no momento do
parto, pelo pediatra, através do fend-
tipo do recém-nascido. O mesmo néao
apresentou nenhuma complicagao de
saude. Sua estatura (51 cm) e peso (4

kg) estavam acima dos padrdes para

a sindrome de Down, ndo apresentou
cardiopatia, o que fez com que néo fos-

se identificado durante a gravidez.

2. Como e com que idade o diagnodstico foi realizado?

Recém-nascido.

3. Qual o prognéstico médico?
Caué nasceu em 1999. Naquela época o esteredtipo de um in-
dividuo com Sindrome de Down (SD) ainda era muito equivocado e

baseado em teorias e ndo em evidéncias. Os individuos ainda nao
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tinham oportunidade de inclusao social. Poucos se viam participando
da sociedade.

O prognéstico do pediatra
de plantdo (ndo era o pediatra
dele), poderia ter sido deses-
perador, porém foi revoltante.
Como eu e meu marido ja ti-

nhamos conhecimentos sobre a

SD, a primeira preocupagao foi == :
com a cardiopatia. Porém, o pediatra, teve uma postura muito impe-
tuosa e fria, no momento da noticia.

Eu fui a primeira a receber a noticia, quando me trouxe o Caué,
ainda na sala de parto e me perguntou o que eu achava do meu filho.
Se eu nao estava notando nada de diferente nele. Entdo, em uma
breve observagao, respondi que nao via nada de diferente, mas que
ele tinha tragos dos meus sobrinhos quando recém-nascidos.

O mesmo riu, e disse: “Seu filho tem sindrome de Down. Ele pode
ter complicagbes de saude, durar meses, ou anos, vai andar por volta
dos 4 anos, vai demorar para falar, isso vai depender de uma ava-
liacdo mais completa”. Neste momento, eu passei muito mal e me
colocaram para dormir.

Quando o mesmo deu a noticia para meu marido, foi a mesma
coisa e acrescentou que: “Se vocés treinarem bem ele, talvez ele con-

siga ser um guardador de livros em alguma biblioteca” (choro até hoje
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em lembrar). No meu ponto de
vista, totalmente sem compai-
xdo ou até mesmo, ética. Pois
apesar de ser um FATO, deveria
ter conversado conosco apés o
parto e em tom de acolhimento

e esclarecimento sobre as pers-

pectivas teodricas dele.

4. Como a familia lidou com isso?

A noticia nos causou preocupagao com a saude e qualidade de
vida dele. Em nenhum momento, nos desesperamos. Imediatamente
apos a noticia, ainda estavamos internados, meu marido procurou o

centro de reabilitagdo em Piracicaba e com 15 dias de vida Caué ini-

ciou sua estimulagao precoce.

Quando saimos do hospital, le-
vamos ele ao pediatra da nossa filha
mais velha e 0 mesmo observou que

nao havia um grau severo de com-

prometimento apds exame clinico.
A 4 Orientando que iniciassemos a esti-

“«. mulag&o precoce e dentro dos limites
dele, oferecéssemos 0s mesmos es-

timulos que oferecemos a nossa filha
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mais velha, inclusive regras e
limites. Se é que existe nor-
malidade, faltava 1% para ele

ser normal.

5. Como foi (ainda é) o

tratamento / acompanha-

mento?

Caué ficou no centro de reabilitacido até os 30 meses de idade,
com terapia ocupacional e fonoaudiéloga, trés vezes na semana e
diariamente com estimulacbes orientadas pelos profissionais, em
casa. O desenvolvimento dele estava acompanhando os marcos do
desenvolvimento infantil de forma limitrofe para fala, porém no geral
sempre dentro da media supe-
rior.

Com este quadro evolutivo,
fomos orientados matricula-lo
em uma escola regular de edu-
cacao infantil. E assim o fize-

mos. Sé mantivemos o acom-

panhamento fonoaudidlogico
até os 6 anos.
Ainsercao na rede regular de ensino foi um grande desafio, porém

foi muito importante para a socializagao, autonomia e desenvolvimen-
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to cognitivo dele. A partir desta
etapa ele seguiu estudando em
rede regular de ensino, prati-
cando esporte (natacao, judo,
atletismo) e tendo uma rotina
organizada. Sempre foi acom-

panhado pelo pediatra e atual-

mente por um endocrinologista,
para monitoramento dos horménios da tireoide, os quais nunca foram

alterados, mas sempre monitorados a titulo de prevencgao.

6. Qual a idade do seu filho(a)
atualmente? Houve alguma melhora
| superagao?

Melhora, ndo! SUPERACAO SIM!
Hoje Caué tem 26 anos. Podemos dizer
que tudo deu certo! O seu desenvolvi-
mento foi excelente, dentro de seus li-
mites o0 seu desenvolvimento cognitivo
vem se mantendo muito satisfatorio.
Ele fez curso de informatica, de fotogra-
fia profissional e concluiu a graduacéao

em Educacao Fisica. Trabalha em uma

rede de farmacias como Assistente
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operacional e é totalmente auténomo.
Podemos dizer que ele é uma evidéncia

da importancia do conjunto de estudos cien-

tificos, estimulos e emocdes para o desen-

volvimento integral do ser humano.

7. O que vocé diria para outras fami-
lias que vivenciam a mesma situagao?

Acolham com amor. Nao existe receita

para nada que envolva o ser humano. Cada
um € unico. Mesmo que dentro de uma realidade adversa. Procurem
se informar com especialistas no assunto, tomem como base de in-

formacgao dados cientificos e adaptem as necessidades do individuo.
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Eduquem. Ensinem regras e coloquem limites, n&o vitimizem a si-
tuacdo. Promovam a socializagao. Nao criem expectativas, mas lutem

por eles. Vivam um dia de cada vez.

Nas fotos abaixo, vamos conhecer mais um pouco sobre o Caué e

sua incrivel trajetoria.

N f "
' Gratidao
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8.3 - RELATO Ill - TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA
(CONDICAO COM CAUSA MULTIFATORIAL: COMPONENTES
GENETICOS - MAIS DE 100 GENES JA FORAM DESCRITOS
COMO ENVOLVIDOS NO TEA - E FATORES AMBIENTAIS)

A INCRIVEL SUPERAGAO DO THEO!

Observacao: nesse relato, tive um ‘bate papo’ por telefone com a
mae e o Théo, entdo o ‘formato geral’ esta diferente porque ele me
relatou experiéncias importantes que gostaria que fossem incluidas

aqui (e assim foi feito!).

1. O que a levou a suspeitar que ha-
via algo diferente em seu filho?

Isso comegou durante a gestacao,
notei que o Théo era mais quietinho...
mexeu tarde e mexeu pouco. Na 262 se-
mana de gestacao entrei em trabalho de

parto, mas tive um bom atendimento e a

gestagao seguiu. Apresentou o desen-

volvimento no que os desenvolvimentistas da Psicologia consideram
dentro do que € esperado até, em media, média até 1 ano. Porém,
como mae eu ja percebia algumas diferengcas, como rolar apés os
4 meses, comportamentos diferentes dos esperados para a idade,

nao falava nem silabas e nem frases com aproximadamente 18 me-
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ses, 0 que ja & esperado nessa
fase do desenvolvimento. Nessa
época ja frequentava a escola no
maternal, pois sempre trabalhei
muito e estava no mestrado na
FMUSP em S&o Paulo, o que me

ausentava bastante ja do convi-

vio diario com o Théo. Tive muita
parceria e rede com minha mae, meu filho mais velho, na época com
16 anos e o pai. Théo, até aproximadamente 2 ou 3 anos, andava na
ponta dos pés, gostava de seriar objetos e tinha um encantamento por
tudo o que girava. Aos 12 meses, estudando as possibilidades de um
possivel diagnéstico (como mae e Psicéloga) identifiquei que essas
caracteristicas se encaixavam no diagnostico de Transtorno do Es-
pectro Autista, porém, em 2014 nao haviam tecnologias psicodiagnés-
ticas como temos hoje, para um diagnéstico precoce. Conversei com
a coordenacgao da escola e, como muitas maes, escola, familiares e
amigos diziam que meu filho, por conviver com adultos tinha esses
comportamentos e que eu “estava inventando diagndstico”. Procurei
outros colegas psicologos, uma psicomotricista e a fala foi a mesma.
Aos 18 meses a escola me pediu uma conversa e referiu que meu
filho, de fato tinha caracteristicas marcantes de TEA, como eu havia
apontado 6 meses antes e pediu um parecer médico. Entdo comecei

a busca por um profissional especializado, o que era muito caro e difi-
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cil naquela época, mas encontrei o Dr. Caio Abujad, psiquiatra infantil,
especialista em TEA e iniciei as consultas com a ajuda inicialmente do

pai que acompanhava as idas a Sao Paulo.

2. Como e com que idade o diagnodstico foi realizado?
Dr. Caio Abujad, nos inferiu um diagnéstico de autismo de modera-
do a grave, como era classificado ha 10 anos pelos médicos, afirman-

do ainda que era possivel que fosse nao verbal.

3. Como foi (ainda é) o tratamento / acompanhamento? Houve
alguma evolugao?

O Dr. Caio Abujad acompanhou
meu filho por um ano, e a expectativa
inicial era que ele seria ndo verbal, o
que de fato se observou até os 3 anos

de idade. Nessa época, Théo ja néo se N

e amamos!

alimentava adequadamente, devido a
alta seletividade alimentar e era sila-
bico (falava “Da”, “QUé”, M&@”, “Pa”). A

partir dos 2 anos as crises de auto e

hetero agressdo (ao menos uma por
dia) comecgaram e ele nao dormia a noite quase toda, além de iniciar
um pouco de comportamento de isolamento na socializagdo. No Bra-

sil, segundo os estudos, de fato meu filho seria uma pessoa nao ver-
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bal, porém, nos estudos no
exterior eu ja comegava a
descobrir casos de criancgas
que passavam silabicas a
verbais através da estimu-

lacao adequada estudando

sobre o assunto, encontrei
um artigo cientifico que relatava que criangas silabicas ndo seriam
nao verbais. A partir disso, foquei 0 acompanhamento dele em nossa
cidade (interior de Sao Paulo) e comegamos com sessodes sistema-
ticas com uma fonoaudiologa especializada em TEA e, em 6 meses,
Théo iniciou as primeiras frases e passou a ser verbal, embora muito
houvesse que trabalhar ain-
da para que esta linguagem
fosse funcional.
Em seguida, consegui
uma vaga no programa TEA

da APAE, o que foi um gran-

de diferencial para evolugao
do meu filho. Ele passou a ter acompanhamento com psicéloga, fo-
noaudidloga, psicomotricista, fisioterapeuta e, também iniciou um tra-
balho na equoterapia. As crises de agressao foram diminuindo e hoje

nao acontecem mais. O autismo passou de ‘moderado a grave’ para
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nivel de suporte 1 nessa época (3 a 4
anos de idade). Aos 8 anos, ele teve
alta da APAE.

Sempre frequentou a escolari-
zagao regular, sem necessidade de
acompanhante, mas com atendimento
em AEE, o que foi fundamental para

a compreensao da escola no funda-

meu amigo Theo « 3

@joicecozza_psicologa

mental 1 para lidar com meu filho. Na

pandemia do COVID- 19, quando ele

iria para o 1° ano do ensino fundamental eu e a equipe que estava
cuidando dele, entendemos que ele ndo estava emocionalmente pre-
parado para a volta a escola quando fosse possivel. Entdo passei a
alfabetiza-lo em casa, inicialmente sozinha e com a ajuda do meu filho
mais velho, Heitor que sempre foi meu parceiro incondicional nesse
caminho com o Théo (ndo sei o que seria dessa histéria aqui con-
tada se o Heitor ndo estivesse comigo). Tive muito apoio também e
uma rede familiar e de amigos que a
maioria das mées nao tem, pois como
houve a separacéo do pai dele quando
Théo tinha 2 anos, passei a mae solo
como € a realidade e de uma porcenta-

gem imensa de maes de criangas que

recebem o diagndstico.
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Hoje o Théo esta no 6° ano do en-
sino fundamental 2, tem 11 anos, apre-
senta muita seletividade alimentar, por
isso € acompanhado por uma nutricio-
nista especializada, ainda € acompa-
nhado por psiquiatra infantil (embora
nunca tenha tomado medicagdo, mes-

mo nas fases mais dificeis, por escolha

minha, visto que a medicalizagéo pode
ser evitada se a familia e a rede de apoio assim decidem junto com a
equipe). Também faz psicoterapia, aulas de natagao e bateria sema-
nalmente, o que € um diferencial na existéncia de qualquer crianga, no
espectro ou ndo. Por isso, considero nossa familia muito privilegiada.
Vale lembrar também do apoio que sempre tive de colegas, coordena-
dores (sobretudo a minha coordenadora da Psicologia) e da Reitoria
da Universidade que ministro
aulas ha 24 anos (UniSALE-
SIANO de Aragatuba).

Um dia quero escrever um
livro sobre o apoio e a rede
para méaes de criangas no es-

pectro.




Participacao especial do Théo
Eu perguntei o que ele gostaria que as pessoas soubessem sobre

a sua histodria, eventos importantes da sua vida etc. Vamos la!

A vida na escola:

‘O primeiro dia de aula... eu gos-
tei, fui para o primeiro ano, mas
como fui alfabetizado pela minha
mae antes de ir para escola fiz uma
prova de nivelamento para saber

em qual série eu iria que, no inicio

foi o segundo ano, mas no segundo

dia fiquei s6 uns minutinhos e ja fui para o terceiro ano’.

Conhecendo outros lugares:

Eu ja fui para Sdo Paulo de ‘buzdo’ com minha méae duas vezes
porque a gente gosta de viajar juntos. Na primeira, ela ainda era
gestante, entdo eu ndo me lembro. Na segunda, fomos ficar com os
tios Fabio e Sandro e eu fui ao bairro Liberdade... eu ndo gostei, eu

amei!lll Mas s6 gosto das comidas salgadas.

O dia do acidente (acidente de carro em meados de 2024):
Antes do acidente, eu, minha mae e minha avé estavamos indo

tomar sorvete. Tomamos sorvete e fomos dar uma volta. Minha avo,
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que é deficiente visual, sem querer abriu o vidro da janela do carro e
comegou a bater no ombro da minha mae que estava operada de um
melanoma... a mae foi ajudar a fechar e aconteceu um acidente. Fi-
quei muito assustado. A vé machucou, o SAMU chegou e esqueceram

meu chinelo (mas voltamos |a depois e pegamos).

Coisas que eu também gosto:
Gosto de jogos, de microbiologia e histéria... gosto de saber das

coisas e sei ler inglés bem facinho.

Para um menino que seria ‘ndao verbal’, tinha dificuldade de
socializagao e crises de agressao, a superagao que ele apresenta é
incrivel! Abaixo, algumas fotos que retratam diferentes fases da sua

vida.
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8.4 - CONSIDERAGOES FINAIS

Esse capitulo ndo tem como objetivo discutir a fundo a base
genética de cada caso aqui apresentado e uma possivel explicagao
para uma realidade tdo diferente do que se esperava a principio (fe-
lizmente!). Isso certamente nos levaria a uma incrivel analise sobre o
que a literatura cientifica tem de mais recente sobre cada um deles e,
no momento, ndo é nosso foco. Quem sabe num proximo livro?

No entanto, acredito ser importante apresenta-los a cada aluno
da area da saude ou mesmo a um familiar para que se prepare para
lidar com situagdes como essas. Além disso, € preciso ressaltar a ne-
cessidade de um cuidado especial por parte do profissional ao relatar
aos familiares o resultado de um diagnéstico genético que pode soar
como uma ‘sentenca’.

Recentemente li uma frase muito interessante (infelizmente n&o
anotei a autoria) que dizia mais ou menos o seguinte: ‘existe Genéti-
ca, existe Epigenética e existe uma escolha’. E exatamente isso que
os 3 casos apresentam em comum: a escolha de ndo se conformar
e lutar por uma vida incrivel diante de diagndstico tao dificil. Que as
historias aqui apresentadas sejam uma inspiragao para que, quando

tudo parecer contrario e tdo definitivo, desistir nunca seja uma opgéo.
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Descubra os segredos do DNA e o fascinante
mundo da Genética!

Neste livro, vocé vai entender como funciona a
molécula que carrega toda a informacéo da vida: o DNA.
De forma clara, acessivel e envolvente, sao explorados .
temas como estrutura e replicagcdo do DNA, sintese de
proteinas, controle da expressao génica, epigenética,
Biologia Molecular e muito mais.

Ideal para estudantes e apaixonados por cién-
cia, “Genética: Ciéncia da Vida” é o ponto de partida
perfeito para quem deseja compreender os mecanismos
gue nos tornam unicos — e, quem sabe, se apaixonar
por essa area tanto quanto a autora.
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