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Programa
• Noção de bioinformática

• Sequenciamento

• Alinhamento

• Chamada de Variantes

• Análise da VCF

• Exemplo com caso clínico

• Padrão de Herança

• Banco de dados populacionais

• Predição in silico

• Descrição prévia

• Classificação ACMG



“reads”

Saindo da máquina...



Alinhamento

Genoma referência

Cobertura de profundidade

Cobertura de extensão

Mín 10x
Ideal 20x

Ideal ≥98%



Chamada de variantes e anotação

Genoma referência

Genoma paciente

AGGGCTGAATCG

AGGGCTGGATCG

Variantes
presentes 

no 
paciente

VCF

UCSC
Ensembl

gnomAD
1000G

ABraOM CADD
GERP

PolyPhen
Etc.....



Análise da VCF



Posição no
Cromossomo

Troca de base

Banco de dados:
Frequência

Nome do gene

Informações da variante:
Localização, troca de aa, 

impacto, etc

Planilha VCF no Excel



Exemplo de Caso clínico

• Filha de pais primos de 1º grau

• Baixa estatura aos 17 anos, com 1,25cm 
(ZAlt = -6,0)

• Diagnosticada com deficiência de GH, 
LH/FSH e TSH

• RM: neurohipófise tópica e adenohipófise
hipoplásica

• Puberdade induzida aos 21 anos

• Atingiu altura final de 1,51cm (ZAlt = -1,83)

Fang et al., 2016. Clin Endocrinol.



Importante!
• Conhecer a clínica do paciente de forma detalhada

• Definir padrão de herança esperado para o fenótipo,
levando em consideração o histórico familiar

Vale a pena fazer um familiar
para facilitar a busca no
exoma?

Autossômica
dominante?

Autossômica
recessiva?

DeNovo?

Ligada ao X?

O que você está buscando?

O maior número de 
informações iniciais facilita 

chegar em um resultado



Exemplo de Caso clínico

• Filha de pais primos de 1º grau

• Baixa estatura aos 17 anos, com 1,25cm 
(ZAlt = -6,0)

• Diagnosticada com deficiência de GH, 
LH/FSH e TSH

• RM: neurohipófise tópica e adenohipófise
hipoplásica

• Puberdade induzida aos 21 anos

• Atingiu altura final de 1,51cm (ZAlt = -1,83)

Fang et al., 2016. Clin Endocrinol.

• Apenas a paciente índice foi para o
sequenciamento por EXOMA



Padrão de Herança

Wild Type: 0/0

Heterozigoto: 0/1

Homozigoto: 1/1



Bancos de dados populacionais

2.504 genomas de 26 populações diferentes

Indivíduos sem doenças associadas

71.702 genomas de indivíduos não relacionados

Provindo de estudos feitos em doenças específicas ou 
estudos de população

6.500 exomas de indivíduos não relacionados

Provindo de estudos de doenças do coração, sangue e pulmão.

1000G

gnomAD
v3

ESP6500



Bancos de dados populacionais

609 exomas de indivíduos não relacionados

Idosos saudáveis da cidade de São Paulo

523 exomas de indivíduos não relacionados

Provindo de estudos feitos em doenças 
endocrinológicas

ABraOM

SELA



Frequência da variante

Frequência na população ≥1% = Polimorfismo 



Impacto: Região

Exonic

Splicing



Impacto: Função

Frameshift Indels

Stop Gain/Loss

Não sinônimas



Predição in silico
Splicing

MaxEntScan::score5ss

• Sítio de Splicing canônico: -2/+2 nos limites exon/intron

• Entretanto, variantes sinônimas ou intrônicas também podem 
alterar sítios de splicing!

+ dbcSNV: presente na VCF



Predição in silico
Não sinônimas

Diversos algoritmos...

• SIFT

• Mutation Assessor

• PROVEAN

• PolyPhen2

• GERP++

• MutationTaster

• CADD

Conservação evolutiva da proteína

Estrutura/Função da proteína

Conservação da sequencia de nucleotideos

Conservação da sequencia + frequência + 
integração com banco de dados

Integração de múltiplos dados

Apenas auxiliares, e não critérios de exclusão!



Descrição prévia
Associação do gene ao fenótipo

Associação da variante ao fenótipo

Artigos sobre o gene



Lista de genes

Opção:



HESX1
OMIM

ClinVar

Carvalho et al., 2003. J Clin Invest.; Carvalho et al., 2010. Mol Endocrinol.



Classificação ACMG

MUTAÇÃO VARIANTE



Classificação ACMG

Benigna
Provavelmente 

Benigna
VUS

Provavelmente 
patogênica

Patogênica

“Variante de 
Significado Incerto”



Critérios ACMG

Pontuação de acordo com:

• Descrição prévia de variantes no gene

• Tipo de variante (Frameshift? Stop gain? Missense?)

• Localização na proteína (Hotspot? Domínio importante?)

• Estudos de predição in silico

• Frequência da variante na população

• Segregação familiar

• Estudos funcionais in vitro ou in vivo

• Fenótipo e histórico familiar do indivíduo



Ferramentas online

InterVar

Para a classificação automática de vários dos critérios:

http://wintervar.wglab.org/about.php https://varsome.com/

http://wintervar.wglab.org/about.php
https://varsome.com/


Obrigada pela atenção!!

anna.benedetti@usp.br

@fm.usp.br

@hc.fm.usp.br

Contatos para dúvidas:

Orçamentos:

sela@fm.usp.br

Multiusuários SELA

mailto:anna.benedetti@usp.br
mailto:sela@fm.usp.br

