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O que é a Genética?

« A Geneticaeo  Genética Humana -
estudo dos genes estudo cientifico da

. A Genética é uma diversidade bioldgica da
ciéncia multidisciplinar. especie humana
Envolve o estudo da « Genética Médica -
hereditariedade e da aplicacéo dos
variacdo nos conhecimento da Genética

Humana a clinica na
perspectiva de ajudar os
individuos com uma
desvantagem genética a
viver e reproduzir-se de
uma forma o mais normal
possivel (OMS)

organismos Vvivos
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Como comecou a aventura da genética

moderna?
1953, James Watson e Francis Crick,- descreveram a estrutura

molecular do DNA

Francis |
DMNA

By the tir
structure

- DNA s
parts: a
turn links
guanine
with pho
determi
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Avancos e perspectivas da Genética
Humana

Gregor Mendel, 1865 — descoberta dos principios da
hereditariedade

Hugo de Vries, Carl Correns e Erich von Tschermak, 1902 —
redescobriram e enunciaram as leis de Mendel

A. Garrod, 1902 — descreveu a alcaptonduria (erro inato de
metabolismo) como o 1° exemplo humano da heranca
mendeliana — herdada com caracter recessivo de acordo
com as leis de Mendel

Beadle e Tatum, 1941 — “um gene-um enzima”
James Watson e Francis Crick, 1953 — descreveram
a estrutura molecular do DNA (Préemio Nobel em 1962)
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Avancos e perspectivas da Genética

Humana
1950 - estudo dos cromossomas humanos e
desenvolvimento da citogenética

1970 - desenvolvimento de novas tecnologias para
manipulacéo e analise do DNA - genética molecular

1990 - Projecto do Genoma Humano...

2003 - sequenciacado completa do genoma
humano

Novas metodologias e questdes éticas

31 Dez 2001
Sequencing Progress

31 Dec, 2001

In Decer
finished,
22 This

Draft 34.8%

-
: — = Finished B3.0%
Froject r o g & q inishe
highly ac N E I " o
human [ =N | |
: = - || Total 97.8%
prECISEh 3 4 5 T 8 g 10 11 12
SeUEnC Assumptions and
= additional statistics...
because 2 2 2 -
already t E B[ H x
- % g
The seq 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 X Y

S T - CWPS BESSSE,— asiin o



wwyw..insa.pt

e

O Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo
Jorge (INSA,IP)

O INSA é composto
por varios
departamentos:

Geneética;

Doencas infecciosas;
Alimentacao e Nutricao
Epidemiologia
Promocéo da saude e
doencas cronicas

Saude ambiental

Fundado em 1899

Desenvolve actividade
como laboratoéri o do estado
no sector da saude

Diagnostico e prevencao da
doenca

Formacao

Difusao da cultura cientifica
Prestacao de servicos
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O Centro de Genética Humana (actual Departamento de
Genética) foi fundado em 1975 como laboratorio de
citogenética, expandindo-se posteriormente para outras
areas da Investigacao e do diagnostico de doencas
geneéticas.
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Departamento de Genética

Objectivos

 Desenvolvimento de projectos de Investigacao e
Desenvolvimento (I&D) em diversas areas da Genética
Humana,;

* Prestacao de servigos de diagnostico de doengas genéticas;

 Formacéao profissional e formacéo pré e poéds-graduada em
colaboracdo com as universidades, nas areas da biologia
molecular humana, oncobiologia, toxicologia genética e
citogenética.
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Unidade de Unidade Unidade de Unidade de Unidade de Unidade de
Genética de Genética Bioquimica Tecnologiae Investigacéo e
Médica Citogenética Molecular Genética Inovacéo Desenvolvimento
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Unidade de Genética Médica

S

Enfermagem
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Recursos Humanos
Recursos humanos por carreira
Investigacao
Bolseiros, estagiarios Cientifica Médica Hospitalar

e voluntarios - 6% 4%

30% Técnica Superior de

Saude+Técnica

superior
25%
Auxiliar
%
Técnico de Enfermagem
diagndstico e 2%
Administrativa terapéutica
6% 20%
Distribuicdo por carreira e area geogréafica
O Lisboa o Porto
35
30 [
25
20
15
10
0 "B | _ m | | |

Investigacéo M édica Técnica Enfermagem Técnico de  Administrativa Auxiliar Bolseiros,

Cientifica Hospitalar Superior de diagndstico e estagiarios e

Satde+Técnica terapéutica voluntérios

superior
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Prevaléncia das doencas genéticas
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Unidade de Citogenética

« Estudos cromossdmicos no feto e na populacao (Diagnostico Pre-
Natal de Anomalias Cromossomicas e Diagnostico Pos-Natal);

« Estudos cromossomicos neoplasias (tumores solidos e doencas
hematoldgicas malignas);

* Analise molecular rapida de aneuploidias = permite uma tomada de
deciséo terapéutica mais precoce;

« Estudos por hibridacao in situ (FISH) contribuem para uma
caracterizacdo mais precisa em muitos casos de anomalia citogenética
constitucional e oncoldgica.




Citogenética Classica
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Alteracdes Cromossomicas:
Da Citogenética convencional a Citogenética

Molecular

Cariotipo
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Hibridacao in situ
(FISH)
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Unidade de Genética Molecular

Realizar testes genéticos de base molecular em diferentes
doencas genéticas,
Periodo: pré-natal, pds-natal;
Testes: de apoio ao diagnaostico, preditivos, de rastreio
populacional

I hLﬂmlmhmmumthnluh



Cancro da mama

Cancro do colon

Diferenciacéo sexual e Inf. masculina
Doencas hemorragicas hereditarias
Doencas prionicas

Factores genéticos de risco trombdético
Fibrose quistica

Hemocromatose

Hemoglobinopatias

Malignidade hematolégica
Neuroblastoma

Sindrome de Lowe e doenca de Norrie
Sindrome de imunodef. por hiper IgM
Trombofilias hereditéarias

Porto

v

Atrofia muscular espinhal
Cardiomiopatias

Distrofias musculares

Determinacéo de zigotia
Hipertermia maligna

Hipotiroidismo congénito

Miopatias congénitas

Neuropatias

Atraso mental ligado ao cromossoma X
Rastreio rapido de aneuploidias
Sind. Schwachman-Bodian-Diamond
Sind. de Gilbert e de Crigler-Najjar
Sind.de Cornélia de Lange
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Como se estudam as doencas geneticas?
1- Extraccao de DNA genomico de sangue periLg(r:ilco

SDS _ Sat.
Proteinase K l

Precipitacao
Eangue— ey — — > e

proteinas

Etanol
- +— [ «— [Ghona | o
I !

Tampé&o TE, pH 7,5 © 4°C Etanol 70%
H20 - -20°C

DNA - Extraido de qualquer tecido com células nucleadas
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2- PCR- Reaccao em
cadeia da polimerase

U permite a amplificagcao
enzimatica in vitro de uma
sequéncia especifica de DNA
(Saiki et al., 1985) utilizando
oligonucleotidos especificos
gue servirdo como iniciadores
(primers) da accéao da
polimerase

U Através da sintese repetida da
regido do DNA situada entre os 2
primers, essa regiao é
selectivamente amplificada de
uma forma exponencial.

0 Apds 30 ciclos de
amplificacdo = > 1 bilido de
coOpias da sequéncia

[ a

DNA segment to

be amplified

LY T e |
I O BB OO0 O A A QT

Denature and
Anneal primers

Forward primer ms
Reverse primer ==

Denature
Anneal primers

MNWMWW

DNA synthesis

Denature

Anneal primers

DNA synthesis

Denature

Anneal primers

DNA synthesis

—>
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Algumas aplicacdes da PCR em Genética Humana

O Amplificacéo de um fragmento de DNA para
pesquisa e identificacao de mutacdes pontuais

Amplificacdo de um fragmento de 390 pb
do gene da beta-globina para pesquisa
da mutacao drepanocitica CD6 (A->T)

* Os produtos de PCR podem ser clonados num vector e depois
sequenciados ou podem ser sequenciados directamente apos purificagéao.
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Organizacao estrutural do genoma —
do DNA aos cromossomas
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Hydrogen
bonds

34 A
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Do DNA aos cromossomas;
Os cromossomas humanos

Cro_mé[ides— 80 Mb 80 Mb
b i de DNA de DNA Cromatices
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de cromatina ‘ -
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e Bl i 10nm METACENTRICO SUBMETACENTRICO ACROCENTRICO
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Cariotipo normal do sexo masculino: 46,XY
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Citogenética

Diagnostico Pre-Natal (DPN — liquido amnidtico ou
vilosidades corionicas);
Diagnostico Pds-Natal (Sangue periférico);
Doencas hematoldgicas (Sangue medular)
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CARIOTIPO DE BANDAS G EM LINFOCITOS
1. Colheita de linfocitos de sangue periférico

Centrifugacdo () R

Choque hipotonico:
‘ » KCI 0,075 M, 37°C
v
tentrifugagéo
(3

=\

Fixacao (3x):
» Metanol/Ac. Acético (3:1)

Centrifugacéo

@«

Fixacao e espalhamento Cont.=
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CARIOTIPO DE BANDAS G EM LINFOCITOS
2. Espalhamento e coloracao

(3
v L W J
Linfocitos _ Observacao em contraste de fase:
ressuspendidos Espalhamento sobre lamina ~ * N° metafases/campo?
Em fix « qualidade das metafases?

L S -~/

Bandeamento (bandas GTL):
 Tripsina
* Leischman

§ =

Secagem e montagem
Com lamela

Analise das
metafases

CARIOTIPO

Informacéo do
Resultado ao médico

Observacao



CROMOSSOMAS EM METAFASE

Bandeamento GTL

(Bandas G por tripsina e estrutura dos
Leishmann) cromossomas

Estudo do numero e
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Anomalias cromossomicas

« Anomalias herdadas - alteracoes
presentes nos cromossomas de um ou

ambos 0s progenitores

- Anomalias de novo - alteracoes que
nao estao presentes nos progenitores



Anomalias cromossomicas

« Anomalias numeéricas - alteracao do
numero basico de 46 cromossomas

« Anomalias estruturais - alteracao da
sequéncia de bandas tipica dos
cromossomas
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Principais indicacoes para DPN:
-ldade materna
-Anterior anomalia cromossomica
-Pais portadores de anomalia cromossdmica
-Anomalia ecografica
-Marcadores biogquimicos alterados
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IndicacOes para DPN cromossémico

« |dade materna avancada 71%
« Anterior anomalia cromossomica 4%
« Pais portadores de anom. cromos. 1%
« Anomalia ecogréfica fetal 13%
« Marcadores bioquimicos alterados 4%

 Qutros %
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Técnicas de recolha de amostras para DPN

Amniocentese Colheita de amostras de vilosidades coridnicas

Metodo Método
Dispositivo de transcervical transabdominal

ultra-sons

Liquido
amnidtico

Placenta Placenta FPlacenta
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Anomalias cromossdomicas em DPN

Total cariotipos 10000 100,0 100,0

Anomalias numéricas 310 3,1 65,0

- Trissomia 21 140 1,4 29,4

- Outras anomalias 170 1,7 35,6
numéricas

Anomalias estruturais 167 1,7 35,0

- Anomalias 134 1,4 28,1

estruturais equilibradas

- Anomalias estruturais 33 0,3 76,9
desequilibradas

Total anomalias 477 4.8
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Diagnostico Pos-Natal:
IndicacOes para cariotipo

 Recém-nascido com malformac0es compativeis com
anomalia cromossomica

 |ndividuo com atraso mental

 Individuo com facies dismorfica, malformacoes
multiplas, anomalias da genitalia

 Problemas de infertilidade: amenorreia, abortos
espontaneos repetidos, infertilidade do casal
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Monossomia parcial:
Sindrome Cri-du-chat

Incidéncia— 1 em 50 000

Etiologia — deleccao parcial de 5p

Ex: 46,XX,del(5)(p13) ou
46,XY,del(5)(p13)

Caracteristicas fenotipicas:

Malformacdes anatomicas
Complicacdes cardiacas e
gastrointestinais

Atraso mental

Desenvolvimento anormal da laringe e
da glote — choro semelhante ao miado
do gato

Deleted
a I I « region

Cri-du-chat Chromosome 5 pair




Triploidia (3n)

Causas:

Fecundacao de 1 ovulo por
2 espermatozoides

falha de uma das divisdes
da meiose durante a
maturacao — do ovocito
(6vulo diploide) ou do
espermatozoide
(espermatozoide diploide)

88 €

D BY e e

SRS T IRIRIT
BhE 600 %eg ppe ags

388 ass 28 }Q i

69,XXY
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Monossomia parcial:
Sindrome Cri-du-chat

Incidéncia— 1 em 50 000

Etiologia — deleccao parcial de 5p

Ex: 46,XX,del(5)(p13) ou
46,XY,del(5)(p13)

Caracteristicas fenotipicas:

Malformacdes anatomicas
Complicacdes cardiacas e
gastrointestinais

Atraso mental

Desenvolvimento anormal da laringe e
da glote — choro semelhante ao miado
do gato

Deleted
a I I « region

Cri-du-chat Chromosome 5 pair
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Nao disjuncao dos cromossomas sexuais na

melose

spermatocyte
1st meiosis

Secondary
spermatocyte

2nd meiosis

\
Spermatozoa pp ﬁ p
Fertilization ”@ 1+@ l+

Zygote

1st cleavage

A\ 4

46,XX

Normal
female

a

46, XY

Normal
male

47 ,XXY

Klinefelter
syndrome

Paternal meiotic
non-dis

junction

ORNO

45,X

Turner
syndrome

Mitotic non-
disjunction at
cleavage

Non-disjunction

! '

Gl Gl

45,x/ 45,x/
47 XXX 47 XYY
Mosaic Mosaic
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Exemplo de cariotipo anormal — Sindroma de
Klinefelter

A X i

4 5

N2 I O T I |

6 7 8 9

T T T T
15 16 17 18

13 14

5¢ it LL) =8 ') [
20 x

19 21 22
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Sindroma de Turner — 45,X

Short stature

Low hairline

Shield-shaped

thorax

Widely spaced
nipples
Shortened
metacarpal IV

Small
fingernails

Brown spots (nevi)

Characteristic
facial features

Fold of skin
Constriction
of aorta

Poor breast
development

\ Elbow

deformity

Rudimentary
ovaries

Gonadal streak
(underdeveloped
gonadal
structures)

No menstruation

« Caracteristicas fenotipicas:

— Baixa estatura
— Inteligéncia média
— Pescoco alado a nascenca

— Torax largo com mamilos
muito espacados

— Frequéncia elevada de
anomalias renais e
cardiovasculares

— Gobnadas vestigiais
— Amenorreia
— Infertilidade
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Homens XX
(translocacao entre cromossoma X e Y)

» Caracteristicas fenotipicas:

lf ?i I - erenmenenens

normal

— Infértil (azoospermia)

%f '[ (: (3 Bﬂg 312) ~ Tem o gene SRY (sex-

determination region on the
Y) na extremidade do

“ “ n 8 le i cromossoma X
13 14 15 16 g o

— 46,XX,der(X)t(X;Y)

:
% 0 0 e v

21 22 X Y
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MosalClsmo

Presenca num individuo ou tecido de pelo menos 2
linhagens celulares que diferem geneticamente mas

provém de um Unico zigob
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% Permite a localizacé&o in situ de sequéncias especificas de acidos nucleicos
(DNA ou RNA) nos cromossomas, nucleo e citoplasma de células

5 ? Dupla cadeia
3’

5 de DNA-alvo
FISH E

Sonda de DNA

Desnaturacao -
DNA em cadeia simples

Hihridagdo DNA-sonda
e

Ai i ? Imunodetecc&o



wwvi.insa.pt

Trissomia 21: Citogenética classica e FISH em interfase

(FISH — Fluorescence in situ hybridization)
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Sindrome de DiGeorge (del em 22g11.2)

Sindrome de
microdelecao —
delecao nao
visivel em
microscopia
Optica mas que o
maior nivel de
resolucao do
FISH permite
detectar

FISH em metafase normal com sonda especifica daregiao
criticado S. DiGeorge — 22911.2 (®) e sonda-controlo —
22qter (@)



wwywi.insa.pt

mea PR

FISH com sondas-biblioteca dos cromossomas 1 e 12 mostrando o
rearranjo cromossomico entre os cromossomas 1 e 12

Cromoss 1
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Doencas hematoldgicas malignas

« Cariotipo em sangue medular permite:

 Relacionar anomalias cromossomicas e
determinadas patologias

« Direcionar o Diagnostico, Prognostico e Tratamento
de leucemias e linfomas

« Ex: 1(9;22) (Cromossoma de Filadélfia) - Fusao de
genes bcr(cromossoma 9)/abl (cromossoma 22) —
leucemia mieldide cronica



Projecto do Genoma Humano
1990 —inicio; 2003 — sequénciacao completa
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Agoravamos ver cromossomas,
fotografias e folhetos, enquanto
conversamos sobre Genética

Doulor Ricardo Jorge
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