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Principais Topicos
1. Definicao de mutacao, variante e polimorfismo

2. Tipos de polimorfismos e exemplos de associagcoes
com doencas genéticas

3. Classificagao das mutacoes pelos seus efeitos no
DNA

4. Classificacao das mutacoes na regiao codificadora ou
unidade de transcricao (fora da regiao codificadora)

5. Efeitos das mutacoes em genes para proteinas
multiméricas

6. Frequéncia das mutacoes ou variantes patogénicas no
genoma humano

7. Exercicios
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4. Definicao de|Mutacao, Variante e Polimorfismo,
Mutacao:

Qualquer mudanca na sequéncia de nucleotideo no genoma de uma
individuo.

A mutacao pode compreender uma substituicao de um par de bases,
uma delecao ou insercao de 1 ou mais pares de base ou uma
alteracao na estrutura do cromossomo.

Sequéncia

de referéncia

[ | = I ] I T I = [ ™
CAT@gmewARC C T:G T A!C C A:
G TAAGT:GGACAT.GG T
] | L ] = | - | . | L=t
Substituicao

I I = I . I T | ] ] B
CATIGEC AICCT!GTA!CC A
CTAEMIMRG G 4:C ATiGG T

In Thompson & Thompson, 2016 - Genética Médica - Capitulo 4




L 4

4. Definicao de|Mutacao, Variante e Polimorfismo,
Variante:

Até 2015: uma mutacao que nio produz alteracao fenotipica.

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

A terminologia variante nao leva em consideracao a frequéncia e
normalmente € expressa como variante de nucleotideo unico (SNV).

Em geral, a maioria das variantes sao raras e distribuidas ao acaso no
genoma humano.




1. Definicao,de Mutagao Variante e Rolimorfismo,

Classificacao das variantes:
- Patogénica
- Provavelmente patogénica (>90% de ser causal)

— Variante de Significado Incerto
— Provavelmente benigna (>90% de ser benigna)

— Benigna

VARIANT CALLS
VARIANT OF
BENIGN  0000000q LIKELY BENIGN p0000ood UNDETERMINED
SIGNIFICANCE

In Henrich, V.C., Orlando, L.A., Shirts, B.H., 2020 Chapter 3
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4. Definicao de|Mutacao, Variante e Polimorfismo,
Variante:

[

Dados de 2018 mostram que em humanos foram mapeados 700 milhdes de
SNV. As SNVs sao cerca de 20 vezes mais frequentes que SNPs.

Saale 20kb } i "?19
2z | 16,230000 | 16,240,000 | 16,250,000 | 16260,000 | 16,270,000 | 16,280,000 | 16,200,000 |
Na19223 | | Il " oo o noom Lorn (I T T R I (RN
Yoruba Nasi2e 10 | I m I 1 moo wooom I oo W 1o N
NA1B486 | 5 | | (TR T 1 Loen
NAOs9Bs | I I T I TR o woom o I ] I w1 "o T-
European  nawooo 11} 0o I n I I oo T 1 I Y C
NAOZ3S7 111 1 T nooa I e m I 1 moo nor I I 11
NATB&30 | I I n o I N 11 O wooom o I nr mn Tl "o
Han Chinese  naissao 1 | n o I 1 oo oo | no1on I 1 1o "o
NAIES42 | | m o1 I T I mooowm o T (I NI
NA20BOS |11 TR [B L I TR T I " I ot Y R
Indian  na2noo 111 0o I TR TR TR I mor 1 o
NA21144 nery i ] I | O I I | | n mn o A | (| | ] | 1 (I | (RN

Essa figura mostra uma regiao do cromossomo 22 e o numero de SNVs em
12 individuos de 4 populacdes. A direita & mostrado um gendtipo com mais
detalhes em que T € a base no genoma referéncia .

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 5
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1. Definicao,deMutacao, Variante,e Rolimorfismo

Polimorfismo:

Em genética de populagdes um polimorfismo ocorre quando o alelo
mais comum tem uma frequéncia menor do que 99%.

O concelto de polimorfismo néo depende do tipo

de mutagfo que o causou, do local onde ele esta

presente ou se ele tem efelto fenotipico sobre o
individuo. Depende exclusivamente de sua

frequéncia na populagéo.

In Schaefer & Thompson Jr., 2015 - Genética Médica - Capitulo 7
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1. Definicaode Mutacao, \Variante e Rolimoerfismo,
Polimorfismo:

Das 700 milhoes de variantes, 37 milhdes sao variantes comuns presentes
em mais que 1% da populagao e portanto sio classificadas como SNPs.

DX e AR N

Individual A Individual B Individual C
TCATGACT TCATGACT TCACGACT
AGTACTGA AGTACTGA AGTGCTGA
TCATGACT TCACGACT TCACGACT
AGTACTGA AGTGCTGA AGTGCTGA
T TC CC
I
Genotypes

Exemplo de um polimorfismo em que um individuo tem A em uma posicao
do genoma e outro individuo tem G, na mesma posicao (A> G).

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 5



2. Tipos de Polimorfismos

5 10 15 20
I I I I

Sequéncia de referéncia .. GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...
a1 ...GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

S weoz ..GGATTTCJAGGTAACTCAGTCGA...
o a1 ..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...
e aeoz ..GGATTTCTAGGEJTAACTCAGTCGA..

asot ..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA..
Indel B

ooz ...GGATHEBMCTAGGTAACTCAGTCGA..

Cerca de 10% dos SNPs sao insercao ou delecao de um pequeno
numero de nucleotideos (indels).

In Thompson & Thompson, 2016 - Genética Médica - Capitulo 4



2. Tipos de Polimorfismos

Polimorfismo de inser¢ao
de elemento mobvel

Alelo 1

Alelo 2
LINE

(———3

Variante de namero de cépias

n-RE ABCDEFGH

L el ABCDEFGFGFGH

Polimorfismo de microssatélite

Alelo 1 .. GGATTTCAACAACAACAAGGTAACTCAGTCGA...

Alelo 2 .. GGATTTCAACAACAACAACAACAAGGTAACTCAGTCGA...
Alelo 3 ..GGATTTCAACAACAACAACAAGGTAACTCAGTCGA...

Polimorfismo de inversao

=>
Alelo 1 [AEICDE[HELS
Alelo 2 WA=IEDCFelZ

=

Quitro tipo de variacao genética individual sao as variagdes estruturais e
envolve segmentos maiores que 50 nucleotideos.

In Thompson & Thompson, 2016 - Genética Médica - Capitulo 4



2. Tipos de Polimorfismos

10Mbt 1 hgl19 .
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Variagcdes genémicas estruturais das sequéncias Alu, LINE1 e SVAem
uma regiao do cromossomo 22 entre 12 individuos de 4 diferentes
populacoes.

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 5



2. Tipos de Polimorfismos

Reference Genome

Gene 1 example sequence alleles
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Exemplos de alelos variantes de 4 genes, em relagao ao genoma
referéncia e a origem das respectivas SNPs.

In Henrich, V.C., Orlando, L.A., Shirts, B.H., 2020 Chapter 3




2. Tipos de Polimorfismos

SNPs associados com Doencas Genéticas:

Fenétipo SNP marcador Doenca Gene Varla_giaol
regiao
Anemia T>C/
r$334 falciforme HBB codificadora
Doenga '$28941770 Tay-Sachs | HEXA | AGT
Monogénica codificadora
's121908745 | Fibrose cistica | CFTR TATC>T/
codificadora

Com a era genémica € possivel associar alguns marcadores de SNPs com
doencas genéticas, ou risco para algumas doencas geneticas, ou
caracteristicas fenotipicas e sua nomenclatura inicia-se com as letras rs
(reference SNP).

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 5



2. Tipos de Polimorfismos

SNPs associados com risco para Doencas Genéticas:

lactose

Fenétipo SNP marcador Doenca Gene Varla_giaol
regiao
(7412 Alzheimer APOE C>T/
codificadora
rs35095275 Parkinson GBA A .>.C/G /
codificadora
rs112176450 Parkinson | EIF4G1 | __ dpi‘ﬁzgora
Risco para
Doengas rs4444903 Lelner el EGF | A>G/5UTR
figado
rs80359675 Cancerde | ppoag | -~ TCAAA/
mama codificadora
A A C > T/ elementos
rs4988235 Intolerancia a LCT reguladores do

gene

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 5




. 3. Classificacdo das mutacdes: efeitos no DNA
& o ) 5 e 6

(a) Substitution
Transition: Purine for purine, pyrimidine for pyrimidine

H C C u G| | c, m. u‘
IE, ‘C) \__ "E—j) ][ 1([‘ ]”

Transversion: Purine for pyrimidine, pyrimidine for purine

1r r*i C n \c. T G n_
G T !Cj Cl A

1 || G *1 ||'
‘Cz A & ( ” ""

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 7




3. Classificacdo das mutacdes: efeitos no DNA

Pyrimidines

H

N-H L0 HN_
OISR
—~— &
v > /)«

\

o o H
Cytosine Thymine Uracil

Purines H

HC ‘-':'I

] ‘}-‘_—i‘-

et

Adenine Guanine




3. Classificacdo das mutacdes: efeitos no DNA

FEEEEREEEREEER

(b) Deletion

EIEIIEIEISIIIEIEI

9111

(c) Insertion
1,

AHTLEEEH LR

Mutacdes podem ser classificadas conforme seu efeito na mudanga no DNA:
substituicao, delecao e insercao.

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 7
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. Mutacao na regiao codificadora

Wild-type mRNA 5" ATG GGA GCA CCA GGA CAA GAU GGA 3
Wild-type polypeptide N Met Gly Ala Pro Gly Gin Asp Gly C

MUTACAO SILENCIOSA OU ATG GGA @ CA GGA CAA GAU GGA
MUTACAO SINONIMA Met Gly Pro Gly GIn Asp Gly

MUTACAO MISSENSE OU .ATG‘ GGA GCA CCA AGA AA GAU GGA
MUTAGAO NAO SINONIMA Met Gly Ala Pro Arg Gln Asp Gly

MUTACAO NONSENSE OU ATG GGA GCA CCA GGA

GANHO DE STOP CODON Met Gy Al Pro G\
MUTAGAO FRAMESHIFT ATG GGA GCC ACC AGG ACA AGA UGG A
OU MUDANGA DE

EASE DE LEITURA Met Gly Ala | Thr Arg Thr Arg Tip

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 8




4. Mutacao na regiao codificadora

Mutacéo do tipo transicéao, silenciosa ou sinénima
e variante benigna

G> A

Sequence for Wild-Type Hemoglobin

ATG GTG CAC CTG  ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC GTT  ACT
Start Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr

\ 4

ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAA GAG AAG TCT GCC GTT ACT
Start Val His Leu Thr Pro GLU Glu Lys Ser Ala Val Thr

Genétipo homozigoto dominante =‘ Q6/Q6




4. Mutacao na regiao codificadora

Mutacao do tipo transversao, missense ou nao
sindnima e variante patogénica

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

Genétipo homozigoto recessivo =

A\ >

T

GAG

CCT AAG TCT GCC GTT  ACT

Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr

\ 4

GAG

AAG TCT GCC GTT ACT

CCT GTG GAG
Pro VAL Glu Lys Ser Ala Val Thr

Q6VI/IQ6V




4. Mutacao na regiao codificadora

Qual é a doenca responsavel por essa mutacéo
ou variante patogénica?




4. Mutacao na regiao codificadora

Mutacao do tipo transicao, nonsense e variante

patogénica
38 39 40
Normal
f-globin — T — Gin

allele

|

I ACCIUIAGI| AGG |

f°-globin — Tht = STOP
allele 38

Arg =—
| ACCIC'AGI AGG |

Genétipo homozigoto recessivo =

Q39X/Q39X




4. Mutacao na regiao codificadora

Qual é a doenca responsavel por essa mutacéo
ou variante patogénica?

Hemoglobin Molecule

red blood cell
ff chain

helical shape of the
polypeptide molecule

Erythroblast

a thalassemia

Excess f chains

B hemichromes




4. Mutacao na regiao codificadora

Mutacéo do tipo indel (por insergao), frameshift e
variante patogénica

ACAT

...AUG\ CAG|GUGTACC|UCA‘ GUG ...

..... met ... gin. . val. mr .ser. . val .
Normal protein

AUG|CAG‘GUG|ACA|UAC|CUC|AGqG
..... met....gin....val ....thr.... tyr.....leu.... ser ...



. 4. Mutacao na regiéo codificadora

Qual é a doenca responsavel por essa mutacéo
ou variante patogénica?

Beta-Hexosaminidase B \)
AN ¢

lysosomes

Healthy neuron

bulging lysosomes

Neuron affected



. 4. Mutacéao fora da regido codificadora

Ribosome binding Transcription

site or 5' UTR Sk i termination
Sites needed  (ATG) 3'UTR
Enhancer  Promoter for splicing Stop codon (TAG) l
e e
Exon Intron Exon

Mutacdes na regiao promotora que prejudicam a RNA polimerase realizar a
transcricdo génica ou nas regides SUTR ou 3'UTR podem diminuir a
quantidade de mRNA transcrito e resultar em uma variacao fenotipica .

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 8



4. Mutacao fora da regiao codificadora

CGG/ 200-4000 mutant

ccGf 6-—55 normal

FMR-1 gene ORF.. ——

/ 5'UTR
Beginning of gene

A sindrome do X-fragil € caracterizada pela expansao do trinucleotideo CGG
na regiao 5'UTR do gene FMR-1. O alelo normal tem de 6 - 56 repeticoes,
enquanto no alelo mutante esse numero € > 200 repeticdes e como
consequéncia nao ha a sintese da proteina FMR-1

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 7



4. Mutacao fora da regiao codificadora: regiao intergénica

LCR

BLC11A

aYaY,
£ Gy Ay \ d B
e *
.\__,S./

HBE1 HBG2 HBGI HBD HBB

[ J | | J

Embryonic Fetal liver Adult bone
yolk sac marrow

Locus da -globina e a regulacao fetal das cadeias de globina. A proteina
BLC11Aliga-se a regiao enhancer entre os genes HBG1 e HBD e regula
negativamente os genes fetais. Mutagdes nessa regiao aumenta o nivel de

hemoglobina fetal

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 10



4. Mutacéo dentro ou fora da regido codificadora

Amount

of

protein
Threshold
for wild-type
eye color

~7 x (00 -7 x (oS - x
Ggx 07 o O O

Alelos mutantes com perda de funcao e fendtipo com padrao recessivo.

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 7



5. Mutacoes em genes para proteinas multimericas

Proteina cristalina: 2 subunidades idénticas

32 lens crystallin

@ @

Two identical subunits

B2 lens crystallin gene

As duas subunidades da a-cristalina sao codificadas pelo mesmo
gene. Uma mutacao no DNA em determinada regiao ira alterar ambas
subunidades e a estrutura quarternaria da proteina.

In Hartwell, Goldberg, Fischer, Hood, 2018: Genetics: from Genes to Genomes - Chapter 7




5. Genes que codificam proteinas + de uma cadeia

Gene do sistema imune: cadeia gama do receptor de ILs

IL-4 Receptor IL-2 Receptor IL-7 Receptor
IL-2Ra
o @

4R y IL-2Rs\{ / IL-TR %
A &

1 /
/ Gamma-chain subunit

!

( Defective
gamma chain — XSCID

Os receptores de diferentes interleucinas sdo proteinas multiméricas que
apresentam em comum a cadeia gama. Mutacao do gene para essa cadeia
resulta na doenga X-SCID (imunodeficiéncia combinada grave ligada ao X)
em que ha a perda de funcio de trés receptores de interleucina.

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



6. Frequencia das mutacoes

Analise em 70.000 variantes patogénicas

________ Mutagéo Percentagem
~ Missense 368
Nonsense 20,0
Frameshift (delecao) 18,9
Frameshift (insergao) 8,4
Sin6nima 0,44
Regiao codificadora Delecao sem frameshift 1,53
Substituicao com frameshift 1,34
Substituicao sem frameshift 0,59
Insercao sem frameshift 0,32
Perda do Stop codon 0,11
Exonico desconhecido 0,24

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 6



6. Frequencia das mutacoes

Analise em 70.000 variantes patogénicas

Mutagde Percentagem _

UTRsum """""""" 0,16
3’UTR 0,06

Sitio de splicing 8,44
Intron 1.89
Exon em ncRNA 0,10
intron em ncRNA 0,04
Intergénica 0,41

In Samuelson T, 2019, The Human Genome in Health and Disease - Chapter 6



REVISANDO
CONCEITOS




1. Explique o conceito de mutacao e qual a diferenca entre
mutacao e variante.

2. Explique o conceito de SNP e qual a diferenca entre
SNP e SNV.

3. Quantos SNPs e SNVs existem no genoma humano?



4. Considere a seguinte sequéncia de DNA de 18 nt e as
seguintes mutacoes:

5’ - ATG-CAA-GTA-TTA-CGC-TGA-3’

1. 1 A>G
2. 5 A>G
3. 11 T>A
4. 12 A>G
5. 16 T>C
6. 17 G>A

Quais as mutacoes pode ser classificadas como: nao
sinObnimas, sinbnimas, missense e nonsense?



O codigo genético

UUU Phe F UCU Ser S UAU Tyr Y UGU Cys C
UUC Phe F UCC Ser S UAC Tyr Y UGU Cys C
UUA Lleu L UCA Ser S UAA Stop UGA Stop
UUG Leu L UCG Ser S UAG Stop UGG Trp W
CUU Leu L CCU Pro P CAU His H CGU Arg R
CUC Leu L CCC Pro P CAC His H CGC Arg R
CUA Leu L CCA Pro P CAA GIn Q CGA Arg R
CUG Leu L CCG Pro P CAG GIn Q CGG Arg R
AUU lle | ACU Thr T AAU Asn N AGU Ser S
AUC lle | ACC Thr T AAC Asn N AGC Ser S
AUA lle | ACA Thr T AAA Lys K AGC Arg R
AUG Met M ACG Thr T AAG Llys K AGG Arg R
GUU Vval V GCU Ala A GAU Asp D GGU Gly G
GUC Vval V GCC Ala A GAC Asp D GGC Gly G
GUA Vval VvV GCA Ala A GAA Glu E GGA Gly G
GUG Val V GCG Ala A GAG Glu E GGG Gly G






