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POR QUE ESTUDAR MUTACAQO?

B Processo absolutamente fundamental na biologia

B Fonte de variabilidade genética e em organismos mais
complexos responsavel por doencas geneéticas

® Em humanos é responsavel pelas variacao entre
individuos (variacao poliméoérfica)

B O sequenciamento do genoma humano mostrou-nos o
pouco que conhecemos sobre da diversidade genética
entre individuos, entre populacoes e entre espécies

B A nivel populacional é essencial para interpretar padroes
de prevaléncial/incidéncia observada para doencas
genéticas



Genoma Humano

46 cromossomos, 22 pares cromossomos
auvtossomicos e 1 par de cromossomos
sexuais

Genoma haploide: 3 x 10? bp de DNA

Exoma: 1-2% do genoma humano, o que
corresponde a ~35 Mb

Cada célula humana: 2 m DNA,
equivalente a 6x10? bp DNA



Cariétipo Humano Normal (bandeamento G)
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Variantes Gendémicas no Genoma Humano
individual

4 a 5 x 10¢ variantes

Destes 20.000 variantes estao no exoma (inclui 400
variantes raras potencialmente patogénicas)

99% das variantes incluem SNPs e curtos
indels

2.100 a 2.500 variantes estruturais (CNV, Alu
(SINE), insercoes L1 (LINE), STR (microsatélite) e
VNTRs (minisatélite) afetando 20 x 10¢ bp.



Variacao Genomica
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Microsatélite [2 a 5 bp]
Minisatélite [15 a 100 bp]



CATEGORIAS DE DNA REPETITIVO

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

rRNA

genes VNTRs STRs Alu L1




Regido centrédmero: rico em DNA satélite




MUTACAQ: CONCEITOS
ASSOCIADOS
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DEFINICOES

O que é Mutacao?
O Uma alteragao na sequéncia gendmica que provoca alteracao fenotipica

da sequéncia “normal” ou “selvagem".

O que é o polimorfismo?

O A existéncia de multiplas formas de um gene. Em genética de
populacoes, esse termo refere-se quando o alelo mais comum tem uma

frequéncia < 99% em um Jocus na populacaio.



DEFINICOES

O que é Variante?

0 Uma mutacio que nao produz uma alteracao fenotipica.

conceito adotado até 2015

d Em 2015, a ACMG (American College Medical Genetics and Genomics)
recomendou o uso do termo variante ao invez de mutagdo ou
polimorfismo.

ACMG - 2015



A PARTIR DE 2015:
CLASSIFICACAO DAS VARIANTES

e Variantes devem ser classificada em:

- Patogénica

- Provavelmente patogénica (>90% de ser causal)

— Variante de Significado Incerto

— Provavelmente benigna (>90% de ser benigna)

— Benigna

 Critérios para definicao em categorias de evidéncias:

Muito forte  Forte Moderada Suporte

Patogenicidade | NN
Benignidade



Como definir se uma mudanca na sequéncia de
DNA é uma variante patogénica ou uma
variante benigna?

1. A mudancga é na regido codificadora?

2. A mudanca é no sitio de splicing?

3. A mudang¢a é na regido infronica?

4. A mudanca é na regido promotora?

Obrigatoriamente, mutacao na regiao
codificadora € uma variante patogénica?




Fatores que devem ser considerados para avaliar se
uma sequéncia variante causa uma doenca
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Site - likely :mportoncc:' Disease causing
Evolutionary conservation [ )
Position within protein - N

L Minor allele frequency Probably disease
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Variant - likely impact: Subjective
Truncating, missense, etc. weighing and Unclear
Pathogenicity Score weighting of significance
Inheritance evidence <

. J ,
Gene - likely relevance:
Known causal genes
Functional models No plausible
Expression patterns candidates
Literature mining '

\_ J Patient - importance:

Family history
Phenotype




Como definir se uma mudanca na sequéncia de
DNA é variante patogénica ou variante
benigna?




COMO CLASSIFICAR AS MUTACOES?

As mutacoes podem ser
classificadas com base na
mudanca estrutural que ocorre
no gene



MUTACOES HEREDITARIAS:
qual seu papel?
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CLASSIFICACAO ESTRUTURAL DAS

Mutacoes

de Ponto

MUTACOES
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VARIANTES TIPO SNPS
PATOGENCIAS




Regioes génicas sujeitas a substituicoes de nucleotideos

Transcription factor

binding sites Splicing signals miRNA binding sites
TRANSFAC, JASPAR ESEfinder, AceView miRanda, miRBase, miRDB
= | ¥
UTR "~ UTR T
Long-range Amino acid substitutions Polyadenylation
enhancers A PolyApred, Polyadq, Erpin

EEL ? i

NSFECVCACP
NCFERVCACP
DSFERICASP
NSFERVCGCP
RAFERISVSP
NSVERVCACP

Sequence analysis Structure analysis
SIFT, Pmut, PANTHER, MutDB PolyPhen, SNPs3D, LS_MUT



MUTACOES DE PONTO

Uma purina é substituida por outra purina (A-G)

< 1. Transigao:
ou uma pirimidina por outra piriminida (T-C)

< 2. Transversao Uma purina é substituida por uma pirimidina ou
vice-versa

< 3. Silenciosa ou sinonima:

Nao altera o aminoacido que é incorporado na proteina por
conta do cédigo genético degenerado

< 4. Mutacao de sentido trocado, ou missense ou nao sinénima

Alteracao de base que se traduz em uma alteragcao de
aminoacido



MUTACOES DE PONTO

< 5. Mutacao neutra:

Uma mutacao de base que resulta em uma mudanca de um
aminoacido hidrofilico pequeno por outro em uma regiao
inativa da proteina e é improvavel que tenha impacto.

< 6. Mutacao sem sentido ou nonsense:

Uma mutacao de base que resulta em cédon de parada: UAA,
UAG ou UGA

< 7. Mutacao regulatoéria:
Mutacao na regiao promotora do gene
< 8. Mutacao de alteracao de quadro de leitura ou frameshift:

Uma mutacao de base que altera o quadro de leitura e sera
alterado para o restante do gene



TRANSICAO OU TRANSVERSAO

Pyrimidines

Adenine Guanine




First nucleotide

CODIGO GENETICO

Second nucleotide

U C A G
WU g | UCU UAU @ UGU
uuc uce UAC UGC
UUA 0 UCA @ UAA STOP | UGA STOP
UUG UCG UAG STOP | UGG
Ccuu ccu cau | ceu
cuc 0 ccC o | CAC CGC
CUA CCA CAA . CGA
CUG CCG CAG @ CGG
AUU ACU AAU AGU
AUC @ ACC AAC Q AGC @
AUA ACA @ AAA AGA
AUG Met | Acc ame ¥ | Ace
GUU GCU GAU GGU
GUC GCC GAC GGC m
GUA C GCA GAA - GeA o
GUG GGG GAG GGG

O rOCcC O>POC O>POC OG> O0OC

Third nucleotide



Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

() =»

Sequence for Wild-Type Hemoglobin
ATG GTG CAC CTG  ACT

Start Val His Leu Thr

ATG GTG CAC CTG ACT
Start Val His Leu Thr

A

GAG AAG TCT

CCT GAG GCC GTT  ACT

Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr

\

CCT @GAA GAG AAG TCT GCC GTT  ACT

Pro Glu Lys Ser Ala Val Thr



First nucleotide

CODIGO GENETICO

Second nucleotide

U C A G
WU g | UCU UAU @ UGU
uuc uce UAC UGC
UUA 0 UCA @ UAA STOP | UGA STOP
UUG UCG UAG STOP | UGG
Ccuu ccu cau | ceu
cuc 0 ccC o | CAC CGC
CUA CCA CAA . CGA
CUG CCG CAG @ CGG
AUU ACU AAU AGU
AUC @ ACC AAC Q AGC @
AUA ACA @ AAA AGA
AUG Met | Acc ame ¥ | Ace
GUU GCU GAU GGU
GUC GCC GAC GGC m
GUA C GCA GAA - GeA o
GUG GGG GAG GGG

O rOCcC O>POC O>POC OG> O0OC

Third nucleotide



Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

() =»

Sequence for Wild-Type Hemoglobin
ATG GTG CAC CTG  ACT

Start Val His Leu Thr

ATG GTG CAC CTG ACT
Start Val His Leu Thr

A

GAG AAG TCT

CCT GAG GCC GTT  ACT

Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr

\

CCT @GAA GAG AAG TCT GCC GTT  ACT

Glu Lys Ser Ala Val Thr

Pro GLU

\

Transicao, Silenciosa ou Sinénima e Benigna



QUAL O GENOTIPO




Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

Sequence for Wild-Type Hemoglobin

ATG GTG CAC CTG ACT
Start Val His Leu Thr
ATG GTG CAC CTG ACT
Start Val His Leu Thr

T

/A\ =

CCT GAG GAG AAG TCT GCC GTT ACT
Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr
CCT GTG GAG AAG TCT GCC GTT ACT
Pro Glu Lys Ser Ala Val Thr



First nucleotide

CODIGO GENETICO

Second nucleotide

U C A G
WU g | UCU UAU @ UGU
uuc uce UAC UGC
UUA 0 UCA @ UAA STOP | UGA STOP
UUG UCG UAG STOP | UGG
Ccuu ccu cau | ceu
cuc 0 ccC o | CAC CGC
CUA CCA CAA . CGA
CUG CCG CAG @ CGG
AUU ACU AAU AGU
AUC @ ACC AAC Q AGC @
AUA ACA @ AAA AGA
AUG Met | Acc ame ¥ | Ace
GUU GCU GAU GGU
GUC GCC GAC GGC m
GUA C GCA GAA - GeA o
GUG GGG GAG GGG

O rOCcC O>POC O>POC OG> O0OC

Third nucleotide



Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

/A = T

ATG GTG CAC CTG  ACT CCT GAG GAG  AAG TCT GCC GTT  ACT

Sequence for Wild-Type Hemoglobin

Start Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr

ATG GTG CAC CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT GCC GTT ACT

Start Val His Leu Thr Pro Glu Lys Ser Ala Val Thr
VAL 4

\

Transversao, missense ou de sentido trocado ou nao sinénima e patogénica



QUAL O GENOTIPO




Qual é o tipo de doenca responsavel por essa mutacao ou variante?




Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

C=T

39 40

Normal
f-globin —_— Tht = Gin Arg —
llel -
aee | ACCIC'AGI AGG |

ll,

Pl

'Y

| ACCI,U'AG I AGG |

po-globin == Thr =—— STOP
allele 38

\

Transicao, Nonsense e Patogénica



QUAL O GENOTIPO




Qual é o tipo de doenca responsavel por essa mutacao ou variante?

Erythroblast
Hemoglobin Molecule
heme
«a chain f chain
B thalassemia AN
2 Excess a chains
red blood cell
B chain s achain  Thalassemia Chromosome Genetic error
helical sh f th :
po?ylsgptsid:pne\cgecuele Alpha 16 Deletions
Beta 11 Mutations

a hemichromes



Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

I =C

CODON 1399 | 140 | 141 | 142 |
m-RNA ... AAAUACCGU UAA GCU GGA ...
....... lys ......tyr...... arg... STOP c globin
CODON 198 130 o180 Foaa8 a3 a9 | 12 13
m-RNA ... AAAUAC CGU CAA GCU GGA ... GAA UAA
e e g i Al gy dd - STIDP
CODON 139 | 140 | 141 | 142 |

m-RNA ... AAAUACCGU UAAGCU GGA ...

\

Transigao, Frameshift e patogénica



QUAL O GENOTIPO




Qual é o tipo de doenca responsavel por essa mutacao ou variante?

Hemoglobin Molecule

Erythroblast a thalassemia

Excess f chains

B hemichromes

red blood cell

ff chain

helical shape of the
polypeptide molecule




INDELS




DELECOES E INSERCOES

< Delecao ou insercao de base unica

<> Pequenas delecoes e insercoes
<> Grandes delecoes e insercoes
< Crossing-over desigual

< Retrotransposicao



DELECOES E INSERCOES

Sequéncia de referéncia ...

Alelo1 ...

GGATTTC[AGGTAACTCAGTCGA...

SNP

Alelo 2 ..

Alelo 1 ...

GGATTTCTAGG[ETAACTCAGTCGA...

Indel A

Alelo 2 ..

Alelo 1
Indel B

Alelo 2 ..

fls 1|o 1|5 2|o
GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...
GGATHECTAGGTAACTCAGTCGA...

Qual o principal tipo de mutacao induzida pela insercao ou delecao
de nucleotideo unico (tipo de indel)?

Frameshift ou mudanca de matriz de leitura



Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

ACAT

...AUG‘ CAG\GUGTACC‘UCA\ UG

..... met....gln....val ....thr.... ser..... val....
Normal protein

AUG‘CAG\GUG|ACA‘UAC‘CUC|AGL4 5.,

..... met....gln....val ....thr.... tyr....leu.... ser ...

\ 4

Insercao, frameshift e patogénica



Qual é o tipo de doenca responsavel por essa mutacao ou variante?

lysosomes

Beta-Hexosaminidase B Q
| \,7

Healthy neuron

bulging lysosomes

Neuron affected by Tay-Sachs



Como classificar o seguinte tipo de mutacao ou variante?

~ |le = lle = Phe=Gly - Val =
NormalDNA ... T ATC ATC TTT GGT GTT..

AFS08
—

CFONA ... T ATC AT- -=T GGT GTT..

~le —lle Gly-Val -

\ 4

Delecao



Qual é o tipo de doenca responsavel por essa mutacao?

Gene: CFTR (regulador de condutancia transmembranal)

Cystc ° j’“ /jsm
ibrosis ;
Ve R " Carbohydrate

\
OO

TATATATATATasAY

slelslailanly
SIS

Slte of ooﬁnon, ;
~ phenylalanine.
/ o deletion\ "“Gorges

© MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED



QUAL E A NOMENCLATURA DAS
MUTACOES

O Ha um banco de dados onde encontram-se todos os polimorfismos
do genoma humano.

www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/

< Inicia com o codigo rs (SNP referéncia) + identificador.

o Exemplo: rs76763715

o Substituicdo de aminoacido: p.N409S



QUAL E A NOMENCLATURA DAS
MUTACOES

www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/

o A mudanca no nucleotideo pode ser escrita de diferentes formas:

o AIC T=G C>T 432G>C T73C

o Recomendacées HGVS:

= “c.” para sequéncia codificadora (c.76A>T)

= “g.” para sequéncia genémica (g.476A>T)

= “m.” para DNA mitocondrial (m.8993T>C)



QUAL E A NOMENCLATURA DAS
MUTACOES

= “p.” para proteina: Ex. PPARg
= p.Pro12Ala
= p.GIn410=
= p.Pro12X

o DeleclOes e insercgoes:

= pF508del em uma proteina (p), delecao de fenilalanina (F) 508

= ¢.6232_6236del — delecdo de cinco nucleotideos iniciando no
nucleotideo 6232 do cDNA

= g.409_410insC - insere C entre os nucleotideos 409 e 410 do
DNA genGmico



EXERCICIOS: DINAMICA
DE GRUPO

CORRIDA INTELECTUAL ACADEMICA
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