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Resumo

= Nas aulas anteriores, nés comentamos que o genoma de um organismo € sua assinatura

»  Que asequéncia de DNA é igual numa mesma espécie

Ill

»  Embora esta afirmacdo seja verdadeira, “igual” neste caso nao significa “idéntica”

=  Veremos nesta aula, que a sequéncia de DNA (genoma) dos individuos de uma mesma espécie apresentam
pequenas diferencas, que podem ser importantes na saude e na doenca

»  Estasdiferencas, sdo o que chamamos de polimorfismo genético

»  Podem ser alteragcdes numa Unica base do DNA ou em longas sequéncias do cromossomo como insergoes,
dele¢des, inversdes e duplicagdes

=  Veremos como estas alteragdes podem causar grande diferencgas entre organismos, com implicacoes
importante na saude e na doenca




| ocus e alelos

LOCI GENE TRAIT

Eye colour gene
Brown
Hair colour gene y

»  Locus (plural, loci) ¢ uma posicao no DNA

=  Umlocus pode ser toda uma regiao
contendo varios genes

=  Pode ser uma regiao contendo apenas 1
gene

= Como pode, ainda, ser apenas 1

nucleotideo do DNA
Allele for short hair Allele for white fur

»  Como temos duas copias de cada
cromossomo, podemos ter duas variantes
Homologous pair of
de um mesmo locus P Locus for coat Locis o cost solor gins
length gene

Allele for long hair Allele for black fur




Do DNA ao RNA g, finalmente, as proteinas

GENE TRAIT

» (Cada alelo pode codificar para um

determinado traco genético (cor dos olhos, T T @

dO Ca be|O etC) Eye colour gene B

=  Portanto, podemos ter um alelo que
determina olhos castanhos e outro alelo
para olhos azuis

»  Podemos ter um alelo que determina pelos Hair colour gene
curtos e outro longos etc

- Enfim, estes diferentes aIeIos s3o0 Allele for short hair Allele for white fur
denominados de variantes

=  Qutros termos, pode ser selvagem ou Homologous pair of E——

Locus for coat color gene
mutante chromosomes length gene

Allele for long hair Allele for black fur




Quanto alelos existem?

LOCI GENE TRAIT

»  Geralmente, temos apenas 2 alelos para
uma determinado locus

Eye colour gene Brown
=  Porém, podem existir mais
Hair colour gene y

Allele for short hair Allele for white fur

=  Consideramos o alelo referéncia aquele que
€ mais comum na popula¢ao em geral

Homologous pair of
Locus for coat
chromosomes Locus for coat color gene
length gene

Allele for long hair Allele for black fur




Tipos de variantes genicas

»  Varias alteragdes podem ocorrer no DNA
» Desde a mudanga numa Unica base (troca de um A para T, por exemplo)

» Inserc¢des e delecdes de bases, inversdes de grandes regides cromossdmicas (p.ex., com mais de 1
milhao de pb)

=  Vamos olhar agora, com um pouco mais de detalhes, como estas mudancas podem acontecer e quais
as implicagoes biologicas

TABELA 4-2 Variacao Comum no Genoma Humano

Tipo de Variacao Extensao do Tamanho (Aprox.) Base para o Polimorfismo Nimero de Alelos

Polimorfismos de 1 pb Substitui¢io de um ou outro par de bases em uma Geralmente dois
nucleotideo tinico localizagio especifica no genoma
Inser¢ao/delegoes 1 pba> 100 pb Simples: Presenca ou auséncia de um pequeno segmento  Simples: 2
(indels) de DNA de 100-1.000 pb de comprimento Microssatélites:
Microssatélites: Geralmente, uma unidade de 2, 3 tipicamente 5 ou
ou 4 nucleotideos repetida em tandem 5-25 vezes mais
Variantes no namero 10 kba > 1 Mb Tipicamente a presenga ou auséncia de segmentos de DNA 2 ou mais
de copias de 200 pb a 1,5 Mb, embora a duplicagio em tandem
de 2, 3, 4 ou mais copias também possa ocorrer
Inversoes Poucos pba > 1 Mb Um segmento de DNA presente em qualquer uma das
duas orientagdes com respeito ao DNA circundante

pb, par de bases; kb, par de quilobases; Mb, par de megabases




SNP e indel

SNP, ou single-nucleotide polimorphism (polimorfismo de nucleotideo Unico), é quando a mudanca é de

uma unica base

Indel (insersion + deletion) significa quando temos insercao (in) ou delecdo (del) de bases num sequéncia

Abaixo, temos exemplos de um SNP e dois Indels (A e B)

A sequéncia referéncia de um genoma geralmente é a sequéncia encontrada na maior parte da populacao

Sequéncia de referéncia ...

Alelo1 ...

SNP

Alelo2 ...

Alelo 1 ..

Indel A

Alelo2 ...

Alelo1 ..

Indel B

Alelo 2 ...

5 10 15 20
I | | I

GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...
GGATTTCE®MAGGTAACTCAGTCGA...

.GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

GGATTTCTAGG.TAACTCAGTCGA

GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA...

GGATRBCTAGGTAACTCAGTCGA...




Erros durante a duplicagao do DNA

»= O processo de duplicacdo do DNA é muito
preciso, mas nao é perfeito!

DNA primase

DNA-ligase
DNA-Polymerase (Pola)

=  Erros durante a duplicagao sao rapidamente
corrigidos por varias enzimas de reparo do
DNA

Lagging
strand

5

Topoisomerase

=  ADNA polimerase ocasionalmente insere A roymeane (o)
um nucleotideo errado (1 em cada 10 Helicase

Single strand,

m||h6e5) Binding proteins

=  Porém, sua atividade exonucleasica (3'-5'),
assim com as demais vias de reparo do
DNA, corrigem >99% destes erros

= Aofinal, o erro global é uma base a cada 10
bilhoes de nucleotideos

= QOuseja, menos de uma base errada por
genoma

https://scitechdaily.com/scientists-exploit-rhythm-of-dna-replication-to-kill-cancer-cells/




Como surgem as mutacoes?

= Elas podem ocorrer durante a replicacao do DNA ou
por processos quimicos (naturais ou induzidos), que
danificam o DNA

=  Estima-se que de 10 mil até 1 milhdo de bases do
DNA sao alterados diariamente numa célula

= Luzultravioleta (UV), radiagao, cigarro, e outros
agentes quimicos podem causar danos no DNA

= Este dano muitas vezes resulta na alteragao de /‘\ Original
bases do DNA -I-[n-l»

.L Original

= Quando este DNA mutado é copiado durante a Correct | | | [

copy

duplicacao, este dano se torna permanente

= Podemos ter troca, inser¢ao e/ou remogao de bases
do DNA




O que acontece se mudarmos a sequencia do DNA?

=  Estas mudancas sao conhecidas como
mutagoes

Transitions: pyrimidine to purine to
pyrimdine purine
, T - A -—
=  Quando ha mudancga na base, elas C G
podem ser de dois tipos: transi¢des ou Transversions: pyrimidine
transversoes to purine

= Astransi¢oes, indicam uma troca de
base da mesma familia (purina ou
pirimidina)

» Jaastransversdes envolvem alteragao
de uma purina para pirimidina e vice-
versa




O que acontece se mudarmos a sequencia do DNA?

Estas mudancgas sao conhecidas como
mutagoes

Se elas ocorrerem dentro de um gene,
podemos ter alteracao na informagao

Porém, por causa do cddigo genético, nem
sempre estas mutacdes alteram o produto do
gene (proteina)

Vejamos, quando a mutacao acorre na terceira
base do cddon, muitas vezes esta mutagao
pode ser do tipo silenciosa

Neste exemplo, temos uma transicao de C
para T na sequéncia

Porém, como a mudanca foi na terceira
posicao de um cédon do aminoacido alanina
(GCC-GCT), isto nao resultou numa alteracao
na sequéncia da proteina produzida

silent

missense

frameshift
(deletion -1)

frameshift
(insartion +1)

insertion +1,
deletion -1

AUG
met

AUG
met

AUG
met

AUG
met

AUG

met

AUG

met

AUG

met

GCC TGC AAA CGC TGG
ala cys lys arg trp

v
GCT TGC AAA CGC TGG

ala cys lys arg trp

v
GCC TGA AAA CGC TGG
G e e e e

-
GCC GGC AAA CGC TGG
ala arg Ilys arg trp
+
GC- TGC AAA CGC TGG
NN NN

ala glu asn ala

v
GCCC TGC AAA CGC TGG
VNS NN

ala leu gin thr leu

+ +
GCCC TGC AAA -GC TGG
VNS

ala leu gin thr trp




O gque acontece se mudarmos a sequéencia do DNA?

Estas mudancgas sao conhecidas como

mutacoe AA CGC TGG

Second letter

Seelasc
podemo

Porém, |
sempre
gene (pr

Vejamos
base do
pode sel

Neste e)
paraT ni

Porém, «
pOsicao
(GCC-C
na sequé

First letter

C

A

U
UuU
uuc} Phe

UUA}L
wuag S

UAU
UAC
UAA Stop

UAG Stop

Tyr

Cuu
CucC
CUA
CUG

> Leu

CAU } _
His

CAC

CAA}GI
caGg S om

AUU
AUC > lle
AUA |
AUG Met

Asn

AAU}
AAC
AAA
AAG } Lys

GUU
GUC
GUA Val

GUG

GAUY
GAC} P
GAA

|
GAG}GU

OroCc|lo>»>O0Cc|O>»0C|O>» OC

1918] piy L

3 arg trp

CGC TGG
arg trp

KA CGC TGG

— -——

WA CGC TGG
, arg trp
PA CGC TGG
N NS
asn ala
MA CGC TGG
N N

thr leu

-
MAA -GC TGG
- N

thr trp




O que acontece se mudarmos a sequencia do DNA?

»  Porém, outra mudancga, agora uma transversao (A
para C), também na terceira base de um codon foi AUG GCC TGC AAA CGC TGG
mais drastica met ala cys lys arg trp

v
» [storesultou na alteragdo de um cédon de cisteina silent AUG GCT TGC AAA CGC TGG
(TGC) para um de parada (TGA) met ala cys lys arg tp

v
AUG GCC TGA AAA CGC TGG

» |storesultara na producao de uma proteina
met ala - - e e

truncada, menor, muitas vezes nao funcional

v
AUG GCC GGC AAA CGC TGG

»  Esta mutagao é conhecida como "sem sentido" missense
(do inglés, nonsense) met ala arg lys arg tp
+
< o _ AUG GC- TGC AAA CGC TGG
»  Seamutacao for em qualquer posi¢ao de um frameshift N NN N
cédon é resultar numa troca de aminoacidos (deletion -1) met ala gu asn ala
(neste caso, TGC para GGC) (Cys para Arg), a I
mutacgdo é de "sentido trocado" (missense) AUG GCCC TGC AAA CGC TGG
frameshift AV VY
(insettion+1)  met ala leu gin thr leu
= Inser¢Oes e delecdes (adicao e remocgao) de bases il +
podem ainda alterar o pago de leitura, levando a L AUG GCCC TGC AAA -GC TGG
producao de uma outra proteina diferente da dm:.z?:: T:' NS

original met ala leu gin thr trp




Mutacoes somaticas e germinativas

Ao longo da nossa vida, as células do nosso corpo podem acumular um grande numero de mutagdes
Sao as mutagdes somaticas, que ndo passam para nossos filhos/filhas

Porém, mutagoes nas células germinativas (6vulo e espermatozdide) podem ser transmitidas para as
proximas geracoes

germ-line cells germ-line cells

zygote \ zygote

v
Q/ \.

Y \ Y \
® O
x z

ZRE
00000000
.

somatic cells somatic cells

MOTHER DAUGHTER



Mutacoes e evolucao

= Aolongo de bilhdes de anos, mutagoes,
Indel, duplicagoes no DNA promoveram
a evolucao das espécies

=  Novos genes surgiram (duplicagao
génica), melhorar sua atividade
(mutacgoes) etc




Da rVVi n Pacific Ocean

Galapagos
Islands

=  Durante sua visita as ilhas Galapagos, Darwin
recolheu algumas espécies de passaros na
diferentes ilhas

» Inicialmente, ele imaginou que fossem
espécies diferentes

=  Porém, observou mais tarde que se tratavam
da mesma espécie (fringilideos)

= Quandoisolados, as espécies evoluiam,
tomando formas diferentes (p.ex., formato do
bico)

» |sto é um exemplo da mutagoes naturais que
sao passadas de pais/maes para os filhos/filhas

» Com o passador dos anos, séculos, todos os
individuos da espécie passam a ter o mesmo
genotipo




Mutacoes somaticas e 0 mosaicismo

[NHS|

National Genetics Education and
Development Centre

Mosaicism

*  Notem, porém, que durante o
desenvolvimento embrionario, nossas
células se dividem bilhoes de vezes

= Neste caso, algumas mutag¢des podem
acontecer ao longo do processo * mutation in single gene
* chromosomal anomaly

Mosaicism can be:
»  Apenas as células filhas carregarao esta ssomate (SISt b sy ceIR)or

mutagao somatica * gonadal (confined solely to the gonads).

©2009 NHS National Genetics Education and Development Centre Genetics and Genamics for Healtheare
wwvew. geneticseducation nhs.uk

*» Ao final, seremos uma combinacgao de
células sem e com a mutacao

= Aisto, da-se o nome de mosaicismo (de
Mosaico)




Mutacoes somaticas e 0 cancer

Na grande maioria da vezes, mutacoes somaticas serao
inofensivas

Isto porque elas podem ocorrem em regides intergénicas (sem
genes) ou mesmo dentro de introns, sem prejuizo para a produgao
de uma proteina, por exemplo

Porém, algumas vezes, elas podem ocorrer em regides
importantes, alterando a sequéncia de uma proteina ou inativando
um promotor

Quando varias mutacgdes prejudiciais se acumulam numa mesma
célula, a mesma pode se tornar uma célula "transformada",
maligna

Estas células, crescem sem controle e se tornam células tumorais,
um cancer

] . epithelial cells
accidental production  growing on

of mutant cell basal lamina

® ® © 0 0 000 000 00 00 0 0 00 00

B T L e T & e ——

CELL PROLIFERATION

cell with 2 mutations

® ® 0 0 0 0 0 0 0 ® © 0 0 06 0 0 0 0 0 0
s amer

s Sy e S s e b s i e st ams e aes av weas v

l CELL PROLIFERATION

cell with

3 mutations
| : ElElslsletslsts

DANGEROUS
CELL PROLIFERATION




Polimorfismo genico na nutricao

Alteracdes génicas podem ter
implicagdes importantes na nutricao

Como veremos ao longo do curso
(proximo semestre), Nosso
metabolismo é controlado por
proteinas (enzimas, hormonios etc)

Mutagoes que alteram a sequéncia
destas proteinas, sem inativa-las,
podem mudar seu comportamente

Por exemplo, dependendo do alelo,
uma enzima por ser mais ou menos
ativa

Vamos analisar o metabolismo de
etanol como exemplo

ﬂ
@ Health or
. @ Performance

Exposure * Response

Genotype 1 Improve

: Genotype 2
— = No Effect

Genotype 3
Impair

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnut.2019.00008/full

L




Polimorfismo genico na nutricao

O alcool que ingerimos é metabolizado por duas enzimas:
ADH e ALDH

A ADH (alcool desidrogenase) converte o etanol em
acetaldeido, que é convertido pela enzima Acetaldeido

desidrogenase (ALDH) em acetato Ethanol
(CH;CH,OH)

Temos dois alelos para a ALDH (0o ALDH2*1 e o ALDH2%*2)

NADPH + H* +'0,

No caso do alelo *2, temos uma troca de bases (G>A) que
resulta na mudanca do aminoacido acido Glutamico para
Lisina

Isto faz com que a enzima fique praticamente inativa (sem
atividade), resultando no acumulo de acetaldeido, que é
bastante toxico

Este alelo *2 é bastante comum na populagao de origem
asiatica, fazendo com que a ingestao de bebidas alcoolicas
seja bem desagradavel para estas pessoas

Acetaldehyde
(CH3CHO)

NADP + 2HO

Acetate
(CH;COOH)




Polimorfismo genico na nutricao

» O primeiro genoma humano foi completado no ano 2000 a um custo de milhoes de ddlares
=  Atualmente, o genoma de uma pessoa pode ser feito em algumas horas a um custo proximo de US$ 1 mil

=  Comiisto, estudos populacionais com dados gendmicos de milhares de individuos ja esta ao nosso alcance

TABELA 4-1 Bancos de Dados Uteis sobre Informacoes da Diversidade Genética Humana

Descricao URL

O Projeto Genoma Humano, concluido em 2003, foi uma colaboragio internacional http://www.genome.gov/10001772
para sequenciar e mapear o genoma da nossa espécie. O rascunho da sequéncia http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGatewa
do genoma foi divulgado em 2001, e a montagem do genoma de referéncia http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
“essencialmente completo” foi publicada em 2004.

O Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) e o Structural Variation Database htep://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
(dbVar) sao bancos de dados de variagoes em pequena e larga escala, incluindo htep://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/
variantes de nucleotideo tinico, microssatélites, indels e CNVs.

O 1.000 Genomes Project esta sequenciando os genomas de um grande niimero www.1000genomes.org
de individuos para fornecer uma fonte abrangente sobre a variagio genétics
em nossa espécie. Todos os dados estao disponiveis publicamente.

O Human Gene Mutation Database é uma cole¢io abrangente de mutagoes www.hgmd.org
germinativas associadas a ou causadoras de doengas hereditirias humanas
(atualmente incluindo mais de 120.000 mutagdes em 4.400 genes).

O Database of Genomic Variants é um catalogo de curadoria de variagdes estruturais http://dgv.tcag.ca
no genoma humano. Desde 2012, o banco de dados contém mais de 400.000
entradas, incluindo mais de 200.000 CNVs, 1.000 inversdes e 34.000 indels.

O Japanese Single Nucleotide Polymorphisms Database (JSNP Database) relata http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/

SNPs descobertos como parte do Millennium Genome Project.

CNV, variagido no nimero de copias; SNP, polimorfismo de nucleotideo tinico.
Atualizado de Willard HF: The human genome: a window on human genetics, biology and medicine. In Ginsburg GS, Willard HE, editors: Genomic and personalized
medicine, ed 2, New York, 2013, Elsevier.




GWAS studies

=  Genome wide association studies (GWAS) procuram por associa¢oes entre um fendtipo (uma doenca, p.ex.) um
determinado gendtipo

»  Estes estudos sdo possiveis gracas ao barateamento dos custos para sequenciar um genoma completo

»  Busca-se por uma correlacdo entre a presenca de um determinado alelo (variagao génica) e uma doenca

controls

Variant Frequency
Cases - 58.3%
Controls - 16.7%

https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/gwas-catalog-exploring-snp-trait-associations-2019/what-gwas-catalog/what-are-genome-wide




Bioinformatica

Os estudos de gendmica, principalmente, estudos
GWAS, sdo possiveis gragas ao avangos da
bioiformatica

Comparagoes das longas sequéncias de DNA (com
bilhdes de nt) de milhares de individuos nao é trivial

A bioinformatica € um campo de estudo que vém
crescendo em importancia a cada ano

Estudos de GWAS em cancer, nutricdo e outras areas
envolvem conhecimentos de ciéncia da
computagao, biologia e matematica
(principalmente, estatistica)

L~;;~;A"L"AA'I‘(, 5
'A.,‘;’C;;TAGCTT A =
T AGa C Taw
G;‘” GT AGT
r T
TTGA DG z‘z} CTCcy ,
CTIAGA GCA, -
STAGTCA GA p,

anl > GATCPA~A~—A PO

Biology

Bioinformatics

Computer
Science

https://www.fiosgenomics.com/what-is-bioinformatics/



GWAS e nutrigenomica

A nutrigendmica busca por associacdes entre determinadas variacdes génicas e os nutrientes

E um campo novo, bastante ativo, e que gracas aos avancos no sequenciamento de DNA, bioinformatica, esta
crescendo bastante

Nas proximas décadas, deveremos aprender muito sobre as implicagdes das variagdes genéticas na nutri¢ao

controls %

Health or
d Performance
Variant Frequency e
Cases - 58.3%

Controls - 16.7%

Genotype 1 Improve

: Genotype 2
— = No Effect

Genotype 3

Impair

https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/gwas-catalog-exploring-snp-trait-associations-2019/what-gwas-catalog/what-are-genome-wide
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