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RESUMO

O MCA4R se destaca dentro da familia de receptores acoplados a proteina G como um
receptor transmembranar crucial. Apds ativagdo pelo seu ligante, este receptor inicia uma
cascata de sinalizagdo que modula principalmente a expressdao de neuropeptideos envolvidos
na regulagdo do comportamento alimentar e da fome em individuos. Consequentemente, a
obesidade representa um desafio complexo, impulsionado pelo acimulo excessivo de tecido
adiposo decorrente da desregulagdo nas vias de sinalizacdo da fome e saciedade. Varios fatores
contribuem para essa desregulagdo, resultando em uma série de complicagdes clinicas. Estudos
genéticos identificaram variantes no gene MC4r como importantes contribuintes para a
obesidade monogénica em humanos. Nossa pesquisa teve como objetivo investigar
abrangentemente essas variantes genéticas dentro do MC4r utilizando conjuntos de dados
disponiveis publicamente, com um foco particular em variantes com interpretagdes conflitantes
de patogenicidade e significancia incerta. Realizamos analises para prever os efeitos fenotipicos
de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), utilizando andlises bioquimicas e estruturais,
além de avaliar seu impacto na estabilidade proteica. Das 84 variantes encontradas na
plataforma ClinVar, 15 foram consideradas deletérias pelo PredictSNP, e das 350 encontradas
no dbSNP, 10 foram previstas para conter efeitos deletérios. Para essas 25 variantes, foram
conduzidas analises para determinar seus efeitos na proteina (conservacdo evolutiva,
estabilidade, efeitos estruturais e funcionais) usando plataformas distintas. Por fim, integramos
nossas descobertas em um modelo que elucida a interacdo entre MC4R e seu agonista,
Setmelanotida. Através desta analise, identificamos ndo apenas os aminoacidos especificos para
a ligacdo de Setmelanotida a proteina, mas também langamos luz sobre a farmacogenomica da
resposta a Setmelanotida no contexto de diferentes variantes do MC4R. Este estudo contribui
significativamente para nossa compreensdao de abordagens de medicina personalizada na
abordagem da obesidade relacionada ao MC4R, abrindo caminho para intervengdes
terap€uticas personalizadas baseadas em perfis genéticos individuais.

Palavras-chave: obesidade; MC4R; receptor; variantes; genes.



ABSTRACT

MCA4R stands out within the family of G protein-coupled receptors as a crucial transmembrane
receptor. Upon activation by its ligand, this receptor initiates a signalling cascade that primarily
modulates the expression of neuropeptides involved in regulating feeding behaviour and hunger
in individuals. Consequently, obesity poses a complex challenge, driven by excessive
accumulation of adipose tissue stemming from dysregulation in hunger and satiety signalling
pathways. Various factors contribute to this dysregulation, leading to a range of clinical
complications. Genetic studies have pinpointed variants in the MC4r gene as significant
contributors to monogenic obesity in humans. Our research aimed to comprehensively
investigate these genetic variants within MC4r using publicly available datasets, with a
particular focus on variants with conflicting interpretations of pathogenicity and uncertain
significance. We conducted analyses to predict the phenotypic effects of single nucleotide
polymorphisms (SNPs), employing biochemical and structural analyses as well as assessing
their impact on protein stability. Out of the 84 variants found in the ClinVar platform, 15 were
considered deleterious by PredictSNP, and out of the 350 found in dbSNP, 10 were predicted
to contain deleterious effects. For these 25 variants, analyses were conducted to determine their
effects on the protein (evolutionary conservation, stability, structural, and functional effects)
using distinct platforms. Finally, we integrated our findings into a model that elucidates the
interaction between MC4R and its receptor agonist, Setmelanotide. Through this analysis, we
not only identified the specific amino acids for the binding of Setmelanotide to the protein but
also shed light on the pharmacogenomics of Setmelanotide response in the context of different
MCA4R variants. This study contributes significantly to our understanding of personalized
medicine approaches in addressing MC4R-related obesity, paving the way for tailored
therapeutic interventions based on individual genetic profiles.

Keywords: obesity; MC4R; receptor; variants; genes.
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1 INTRODUCAO

No contexto brasileiro, segundo dados coletados pelo Sistema de Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (Satide. Ministério da,
2023), aproximadamente 24,3% dos adultos foram classificados como obesos, apresentando
semelhanga entre homens e mulheres. Quando analisada a frequéncia, observa-se uma
tendéncia para uma maior incidéncia de obesidade em faixas etdrias até 54 anos na populacao
total € nos homens, enquanto nas mulheres essa tendéncia se estendeu até os 64 anos.

Segundo as ultimas estimativas, aproximadamente 6,8% das criangas e adolescentes de
5 a 19 anos em todo o mundo apresentaram obesidade no ano de 2016. Comparando com os
dados de 2009, onde esse valor era de 4,9%, pode-se observar um aumento notavel. Ao avaliar
a prevaléncia da obesidade nessa faixa etaria, percebe-se também um aumento em todas as
regides avaliadas pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), e ainda uma permanéncia mais
alta na Regido das Américas. Entre os adultos com 18 anos ou mais, a prevaléncia padronizada
por idade também apresentou um aumento entre 2000 e 2016 em todos os continentes (WHO,
2022).

A obesidade ¢ uma doenga multifatorial, sendo um dos principais problemas de satide
publica no Brasil e no mundo (Greenberg et al., 2011; Kiess et al., 2008; McLaren, 2007).
Estudos epidemiologicos na area t€ém direcionado o mapeamento de possiveis condi¢des e/ou
situagdes que levam ao quadro de obesidade entre individuos de diferentes faixas etérias, género
e aspectos socioecondmicos (McLaren, 2007; Volaco et al., 2018). Nesse sentido, varias
possiveis causas tém sido consideradas na génese do processo de obesidade em diferentes graus,
levando a diferentes complicacdes clinicas (Apovian, 2016).

Pode-se caracterizar a obesidade como o acumulo excessivo de gordura, sendo esse
excesso de gordura subcutanea e/ou visceral. A gravidade da mesma pode ser determinada pelas
suas complicacdes, por exemplo, dislipidemias e doencas cardiovasculares, alguns tipos de
cancer, problemas dermatologicos, dificuldades respiratorias, diabetes tipo 2 e distarbios do
aparelho locomotor (NG; Henikoff, 2001). Em espécies como a nossa, ha dois tipos de gordura
descritos: o tecido adiposo branco € o marrom.

O tecido adiposo branco ¢é, em sua maior funcdo, responsavel por realizar o
armazenamento de lipidios em situacdo de alta disponibilidade de nutrientes, enquanto o tecido
marrom ¢ incumbido de gerar calor via oxidagdo lipidica (AlZaim et al., 2023; Sakers et al.,
2022). Decerto, o tecido adiposo branco ¢ um 6rgao que apresenta caracteristicas endocrinas,

sendo responsavel pela secrecdo de inimeros hormoénios e citocinas, conhecidos como
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adipocinas. Esses produtos secretados pelo tecido adiposo estdo envolvidos na regulagdo
metabolica, tendo influéncia na homeostase energética, metabolismo da glicose, resposta
inflamatoria e outros processos fisioldgicos (Arner & Spalding, 2010; Poitou et al., 2005, 2006;
Sakers et al., 2022).

Estudos anteriores tém reconhecido que a genética tem papel na obesidade, estimando
que a hereditariedade genética da obesidade esteja entre 40 e 70% (Clement et al., 2002;
Dubern, 2019; Singh et al., 2017). Do ponto de vista genético, pode-se dividir a obesidade
basicamente em duas formas: a forma monogénica e a forma poligénica. A obesidade conhecida
como monogénica ¢ aquela causada principalmente por mutagdes genéticas que ocorrem em
genes Unicos, tendo maior relevancia em um pequeno nimero de casos extremos de obesidade
de inicio precoce (Lotta et al., 2019b).

Estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS) conseguiram caracterizar, até o
momento, mais de 700 variantes genéticas (polimorfismos de nucleotideo unico, SNPs) em
genes diversos que estdo de alguma forma relacionados aos diversos fendtipos de sobrepeso e
obesidade em associacao com o indice de massa corporal (IMC) (Tam et al., 2019; Yengo et
al., 2018), o que corrobora a caracteristica fenotipica da obesidade poligénica. Entretanto, sabe-
se também que a obesidade poligénica tem sido caracterizada por ser atenuada por um estilo de
vida saudével, incluindo a pratica de exercicios fisicos (Rask-Andersen et al., 2017) e a adesdo
do individuo a padrdes alimentares mais saudaveis (Wang et al., 2002).

O estudo da fisiopatologia da obesidade e das conexdes com as variantes genéticas,
representa uma via promissora para avancos no diagnostico, progndstico e tratamento dessa
condicdo complexa e multifatorial. A identificacdo e compreensdo das variantes genéticas
envolvidas na predisposi¢do a obesidade ndo apenas esclarecem os mecanismos subjacentes,
mas também abrem oportunidades para abordagens terapéuticas mais direcionadas e
personalizadas. A investigagdo das bases genéticas da obesidade oferece informagdes para
desenvolvimento de terapias inovadoras e direcionadas, que podem revolucionar o tratamento

dessa condi¢do globalmente prevalente.

1.1 O RECEPTOR MC4R

O receptor de melanocortina 4 (MC4R), representado na Figura 1, ¢ uma proteina que

desempenha papel fundamental na regulagdo do apetite ¢ do peso corporal. O receptor ¢é

expresso majoritariamente no sistema nervoso central (SNC), mais especificamente em regides
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cerebrais envolvidas no controle da ingestao de alimentos e no metabolismo energético (Caruso
et al., 2014; Srinivasan et al., 2004).

O MC4R compde a familia dos receptores acoplados a proteina G, que sdo uma classe
importante de receptores transmembranares. Quando ativado, provocado pela conexdo com um
ligante, 0 MC4R modula, através de uma cascata de eventos intracelulares produzidos pela
proteina G acoplada, a atividade neuronal e a regulacdo da expressdo de neuropeptideos

envolvidos nos controles de fome e saciedade (N. A. Heyder et al., 2021; Kleinau et al., 2020).

Figura 1 — Estrutura tridimensional do receptor MC4R (receptor de melanocortina 4)
mostrando a organizacao em hélice alfa e folhas beta, obtida por modelagem de homologia.

Legenda: representacdo da estrutura tridimensional do receptor MC4R. O espaco entre as estruturas esféricas
representa a membrana plasmatica onde encontra-se o receptor.
Fonte: Estrutura gerada utilizando o servidor web de bioinformatica Swiss-model
(https://swissmodel.expasy.org/), utilizando ID Uniprot P32245, em maio de 2023.

1.1.1 Mecanismo de Sinalizacao

O sistema que envolve o receptor MC4 ¢ composto por varios agonistas, incluindo o
hormonio alfa estimulante dos melanécitos (a-MSH) (Figura 2), o hormonio beta estimulante
dos melandcitos (B-MSH), o hormonio gama estimulante dos melandcitos (y-MSH) e o
hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), juntamente com dois antagonistas enddgenos (Smith
& Funder, 1988). O sistema melanocortina, no qual o receptor MC4R est4 envolvido, € o inico
sistema conhecido que apresenta dois antagonistas endogenos diferentes, Agouti e Peptideo
relacionado ao Agouti (AgRP). O sistema melanocortina ¢ notavel por ter multiplos

antagonistas endégenos, agindo como inibidores naturais dos agonistas (Tao, 2010).


https://swissmodel.expasy.org/
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Figura 2 — Interagdo do MC4R com seu agonista a-MSH
A. B.

N-terminal ‘/)

extracelular d ,
}. a-MSH ()

C-terminal

- 7H

intracelular " a-MSH: Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH,

Legenda: (A) Ligagdo do Modelo ao agonista a-MSH; (B) Representagdo da ligagdo dos aminoacidos com o
modelo gerado.
Fonte: adaptado de N. Heyder et al., 2019.

A leptina, sintetizada pelo tecido adiposo, atravessa a barreira hemato encefalica e
atinge o hipotalamo onde liga-se aos seus receptores desencadeando sequéncias de sinais dentro
das células que ajustam a atividade de neuronios especificos (Figura 3A). A ativacdo dos
neurdnios pro-opiomelanocortina (POMC) (Figura 3B) resulta na redugao do apetite € no
aumento do gasto energético, ao passo que a ativacdo dos neurdnios do peptideo relacionado
ao gene agouti (AgRP)/neuropeptideo Y (NPY) estimula o apetite e diminui o gasto energético
(Myers et al., 2008). Integrando informagdes provenientes de outros hormonios e nutrientes, a
leptina contribui para regular o equilibrio energético ao longo prazo, comunicando ao cérebro
o estado energético do organismo (Myers et al., 2008).

A interacdo entre a leptina e 0 MC4R também tem grande papel na regulagdo do peso
corporal (Lau et al., 2014). A leptina tem sua acdo indireta nos neuronios hipotalamicos que
expressam MC4R, portanto, quando os niveis de leptina estdo altos (indicando fung¢do
adequada), leva a ativacao neuronal. Essa ativagao resulta na supressao do apetite e consequente
aumento no gasto energético, fazendo, de certa forma, uma regula¢dao no peso corporal.

Como exemplificacdo da sinalizagao exercida pelo receptor (Figura 3C), nas células que
possuem expressdao do MC4R, a presenca do agonista natural a-MSH resulta na ativacdo da
enzima adenilato ciclase, levando a um aumento na sintese de monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP) (Baldini & Phelan, 2019). A elevacao na quantidade de cAMP provoca a ativacdo da
proteina de troca diretamente estimulada por cAMP (EPAC), resultando na fosforilagao

dependente de ERK1/2 do fator de transcri¢do do elemento de resposta ao cAMP (CRE) e da
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proteina de ligacdo (CREB). Isso leva a um aumento na transcri¢do de cFos e uma diminui¢ao
na fosforilagao e atividade da proteina quinase ativada por AMP (AMPK). A ativacao do MC4R
e a subsequente elevagao de cAMP também inibem a atividade da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK), que desempenha um papel critico na regulacdo do metabolismo energético
celular. A diminui¢do na atividade da AMPK esta associada a um estado metabdlico mais ativo,
caracterizado pelo aumento da sintese de energia, da atividade metabdlica e da influéncia direta
nos processos como a ingestao alimentar (Glas et al., 2016; Tao, 2010).

Figura 3 — Ativa¢ao do receptor pelo agonista natural o-MSH
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Legenda: (A) ; (B) exemplificacdo da sinalizagdo dos melanotropos, que expressam PC1 e PC2, realizam a
clivagem do ACTH para gerar um fragmento N-terminal (precursor de a-MSH) e o CLIP (peptideo do lobo
intermediario semelhante a corticotropina), processo semelhante ao ocorrido na presenca de leptina. A produgéo
de o-MSH requer a participacdo de uma carboxipeptidase, PAM, e uma N-acetiltransferase (ndo representada);
(C) estimulagdo do agonista a-MSH leva a ativag@o da proteina G, realizando a cascata de sinaliza¢do
intracelular.

Fonte: adaptado de Gongalves et al., 2018; Kumar et al., 2016.

Estudos realizados em animais e em modelos experimentais t€m demonstrado que o

MCA4R esta também envolvido na regulagao de outros processos fisioldgicos, como a regulagio
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da termogénese, a modulagdo do metabolismo da glicose e a funcdo cardiovascular (Cone,

2006; Farooqi et al., 2003).

1.1.2 O papel das mutacoes genéticas

Estudos genéticos foram capazes de identificar muta¢des no gene MC4r como uma das
principais causas de obesidade monogénica em seres humanos (Cone, 2006; Farooqi et al.,
2003). Mutagdes no MC4r podem levar a uma fungao anormal do receptor, consequentemente
gerando um aumento do apetite e uma diminui¢ao da sensacao de saciedade, contribuindo assim

para o ganho de peso e a obesidade (Cone, 2006; Farooqi et al., 2003).

1.1.2.1 Relagdo do receptor com a hiperfagia

Muitas das variantes que ocorrem no MC4r resultam em perda de fungdo e sdo de
natureza heterozigotica. Isso significa que promovem um fenétipo considerado intermediario
entre as variantes do tipo selvagem, sendo estas as de forma mais comum ou natural de um
gene, ou seja, as que estdo associadas a caracteristica fenotipica predominante (Tao, 2010). Por
sua vez, as mutagdes homozigobticas t€ém impactos expressivos na obesidade, e os individuos
portadores dessas mutagdes podem apresentar quadros de hiperfagia (Branson et al., 2003).

A hiperfagia, condi¢do frequentemente associada a desordens metabdlicas ou
psicoldgicas caracterizada pelo aumento anormal do apetite e ingestdo de alimentos. E ainda,
uma caracteristica comumente relatada em pacientes com obesidade, estd amplamente
associada a variantes ocorridas na via da leptina-melanocortina (Branson et al., 2003). A
associacdo entre compulsdo alimentar aliada a hiperfagia e mutacdes no gene MC4r em
humanos ja ¢ descrita na literatura (A Hinney et al., 1999; Giles S.H. Yeo et al., 1998).

Farooqi e colaboradores (Farooqi et al., 2003) corroboram as informagdes ao
caracterizar o fendtipo associado as mutagdes do MC4R, comprovando que individuos
portadores de determinadas mutacdes apresentaram hiperfagia e hiperinsulinemia (mais
perceptivel em pacientes com menos de 10 anos de idade), densidade mineral 6ssea acima da
média e um crescimento linear mais rdpido do que os controles pareados por indice de massa
corporal. Por outro lado, os portadores destas mutagdes ndo apresentaram alteragdes nos niveis
de leptina, lipidios, fungdo adrenal, taxa metabdlica em repouso, fungao tireoidiana e fungao

reprodutiva.
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Estudos realizados por van der Klaauw et al., 2016, demonstram que a preferéncia
alimentar ¢ complexa, uma vez que alimentos doces frequentemente também sdo ricos em
gordura e calorias, resultando em escolhas que raramente se limitam a alimentos ricos em
gordura ou ricos em sacarose. Cria-se desta forma um paradoxo quando se analisam as variantes
genéticas capazes de mudar o comportamento alimentar, tendo estudos (Panaro & Cone, 2013)
que indicam que a auséncia completa do MC4R em um animal ndo induz hiperfagia nem

aumenta a preferéncia por alimentos saborosos ricos em carboidratos ou gorduras.

1.2 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS PARA OBESIDADE

As variantes, como descrito anteriormente, em receptores como o MC4R, podem levar
a uma série de efeitos de exacerbacao ou disfungdo do receptor, os quais podem resultar em
diminui¢ao do gasto energético, desregulacao da saciedade e consequente hiperfagia. Para isso,
varios farmacos e medicamentos tém sido estudados como forma de atenuar as complicagdes
geradas pela obesidade.

A diretriz de obesidade pediatrica, publicada pela Endocrine Society, sugere alteragdes
no estilo de vida, como dieta equilibrada e exercicios fisicos, além do uso de Orlistate (Styne
et al., 2017). O Orlistate (Figura 4A), tem aprovacao da Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento da obesidade em jovens entre 12 e 16 anos de idade, atua inibindo as lipases
gastrointestinais, fazendo com que ocorra uma diminui¢do na absor¢do de gorduras, em até
30%, em adolescentes (McDulffie et al., 2002).

Ainda, nas diretrizes de obesidade pediatrica (Styne et al., 2017), a Metformina (Figura
4B) ¢ apresentada como sendo op¢do potencial, com evidéncias limitadas em um numero
reduzido de estudos; seu uso ¢ respaldado para combater o ganho de peso em pacientes com
mais de 10 anos de idade, que sofrem de sindrome dos ovarios policisticos ou estio em
tratamento com medicamentos antipsicéticos. Ainda, recentes estudos envolvendo a Liraglutida
(Figura 4C) e a Exenatida (Figura 4D), realizados em pacientes pediatricos com idades entre 7
e 17 anos, demonstraram ter um potencial para perda de peso moderada. (Mastrandrea et al.,
2019).

Os farmacos Orlistate, Metformina, Liraglutida e Exenatida, apesar de terem efeitos
proveitosos no controle do peso corporal em certos individuos em associagdo com outras
praticas, ndo foram avaliados quanto a sua eficicia em pacientes com obesidade gerada por
variantes genéticas. Entrentando, aparece como destaque a Setmelanotida, um agonista do

MCA4R desenvolvido pela Rhythm Pharmaceuticals para tratar distarbios genéticos ultrarraros
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de obesidade causados por deficiéncias de proopiomelanocortina (POMC), proproteina

convertase subtilisina/kexina tipo 1 (PCSK1) ou receptor de leptina (LEPR) (Markham, 2021).
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos medicamentos
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Legenda: (A) Estrutura quimica do Orlistate; (B) Estrutura quimica da Metformina; (C) Estrutura quimica da
Liraglutida; (D) Estrutura quimica da Exenatida.
Fonte: elaborado pelo autor, utilizando dados da plataforma Pubchem < https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/>.

1.2.1 A Setmelanotida

A Setmelanotida (Figura 5) ¢ um farmaco que tem sua ag¢do no receptor de

melanocortina-4 (MC4R), utilizada para o tratamento da obesidade grave causada por doencas

genéticas. A Setmelanotida recebeu aprovagdo da Food and Drug Administration (FDA) em 25

de novembro de 2020, para o controle cronico de peso em adultos e criangas a partir de seis

anos de idade com deficiéncia de pro-opiomelanocortina (POMC), pro-proteina convertase
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deficiente em subtilisina/kexina tipo 1 (PCSKT1) ou receptor de leptina (LEPR) (Clément et al.,
2018; Kiihnen et al., 2016; Markham, 2021).

Figura 5 — Estrutura da setmelanotida

H

Fonte: Pubchem < https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/119937021206>

Deficiéncias ou variantes no POMC, PCSK1 ou LEPR tém sido associadas a hiperfagia,
resultando em obesidade grave de inicio na infancia e podem levar a multiplas endocrinopatias,
como deficiéncia de hormonio adrenocorticotréfico, hipotireoidismo, hipogonadismo,
hipopigmentagao e hipoglicemia (Ayers et al., 2018; Ryan, 2020). Sobre sua farmacocinética,
a setmelanotida ¢ um octapeptideo dissulfeto ciclico que possui a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica e agir no hipotalamo. E metabolizado em pequenos peptideos e
aminoacidos por vias catabdlicas, com uma meia-vida de eliminacdo (t1/2) de
aproximadamente 11 horas (Polyzos et al., 2022).

A administracdo € realizada por via subcutanea e ¢ disponibilizada em frascos multidose
de 1 mL, contendo uma concentra¢ao de 10 mg/mL. A dose inicial para a populagdo pediatrica
com idades entre 6 ¢ menos de 12 anos ¢ de 1 mg (equivalente a 0,1 mL), administrada
diariamente durante duas semanas (Markham, 2021; Polyzos et al., 2022).

Em ensaios multicéntricos de fase 3 (Clément et al., 2020), a setmelanotida foi
amplamente associada a perda de peso e consequente diminui¢do nos indices de fome dos
individuos portadores de deficiéncia em LEPR e POMC. Ha nestes ensaios uma confirmagao

da eficacia e seguranga do farmaco, confirmada pelos individuos do estudo (Clément et al.,
2020).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/119937021206
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Eventos adversos em trés ou mais pacientes, de um n de 27, que participaram de estudos
abertos de 52 semanas recebendo setmelanotida (Markham, 2021), incluiram rea¢ao no local
da inje¢do, nauseas, vomitos e hiperpigmentagdo da pele. Além disso, dados da mesma
pesquisa, outros efeitos colaterais incluiram: depressao, infecgdes do trato respiratorio superior
e priapismo (ere¢do involuntaria e persistente). A compreensao e a gestdo dos efeitos adversos
sdo fundamentais para garantir a seguranga do paciente, a eficdcia do tratamento e o

aprimoramento continuo do medicamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo ¢ identificar variantes alélicas do gene MC4r em bancos
de dados de dominio ptblico que contenham uma ampla cole¢do de polimorfismos genéticos
de diversos tipos, € associar essas variantes a potencial perda ou ganho de fungdo da proteina

MCA4R, utilizando estudos de predi¢ao in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar e caracterizar as variantes alélicas missense do gene MC4r, estabelecendo

sua relagcdo com seu significado clinico (patogénico, ndo patogénico);

Avaliar o impacto funcional das variantes missense identificadas no gene MC4r, dando
énfase nas classificadas como incertas ou ambiguas pelos bancos de dados gendmicos,

analisando sua relagdo com a atividade e fun¢do da proteina MC4R;

Consolidar os dados obtidos das analises em plataformas de gendmica e bioinformatica
para criar uma lista de variantes destacando aquelas mais relevantes e clinicamente
significativas, facilitando a visualizacdo e interpretacdo das principais mutagdes missense

associadas ao gene MC4r;

Investigar a interagdo da setmelanotida com o receptor MC4R e explorar as implicagdes

das diferentes variantes genéticas na resposta terapéutica a setmelanotida.
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3 METODOLOGIA
3.1 EXTRACAO E ANALISE DE DADOS
O banco de dados de polimorfismos de nucleotideo tunico (dbSNP,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) e ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nth.gov/clinvar/) foram
consultados para o gene MC4r (ID do gene no NCBI: 4160, Uniprot ID: P32245) em maio de

2023. Todas as variantes foram coletadas, utilizando missense como filtro, sendo agrupados em
diferentes tabelas.

Ambas as plataformas utilizam termos para classifica¢des representando os cinco niveis
de significancia clinica: benigno, provavelmente benigno, significado incerto, provavelmente
patogénico e patogénico, para variantes germinativas associadas a doencas mendelianas. As
submissdes sdo incentivadas a documentar e descrever os critérios utilizados para a
classificagdo das variantes.

As figuras representativas das diversas analises foram geradas utilizando o software
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA), permitindo uma visualizagao

clara e precisa dos resultados obtidos.

3.2 FERRAMENTAS DE PREDICAO DE SUBSTITUICAO DE AMINOACIDOS

A ferramenta PredictSNP (https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) foi utilizada

com objetivo de prever se as substitui¢cdes das variantes sdo deletérias. Essa ferramenta pode
ser definida como um classificador de consenso capaz de combinar algumas das ferramentas de
melhor desempenho (MAPP, nsSNPAnalyzer, PANTHER, PhD-SNP, PolyPhen-1, PolyPhen-
2, SIFT e SNAP), prevendo assim os efeitos esperados da mutagao escolhida na fun¢ao (Bendl

et al., 2014).

3.3 PREDICAO DOS EFEITOS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS

Para predi¢ao e analise dos efeitos estruturais e funcionais, HOPE (Have (y)Our Protein
Explained) foi usado para criar um relatério com os efeitos que cada mutagdo pode ter no
tamanho da proteina, carga, interacdo com outras moléculas, padrdo de ligacdo, bem como na

acessibilidade da superficie (Venselaar et al., 2010). HOPE
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(https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/) utiliza a sequéncia FASTA e as alteragdes de aminoacidos

como entrada.
Juntamente com o HOPE, propde-se a utilizagdo do  MutPred2

(http://mutpred2.mutdb.org/index.html), pois o método de redes neurais ¢ capaz de estabelecer

o impacto fenotipico que as alteragcdes podem ter no referido polimorfismo, como estabilidade
de proteinas, problemas de ligacdo e perda ou ganho de acessibilidade a solventes (Li et al.,
2009). A entrada fornecida foi a sequéncia FASTA e as alteracdes de aminoacidos € o limiar

do valor P foi definido em 0,05.

3.4 DETERMINACAO DO IMPACTO NA ESTABILIDADE DA PROTEINA

Para determinar como os polimorfismos afetam a fungdo da proteina, duas ferramentas

foram selecionadas I-Mutant2.0 (https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) e

MuPro (https://mupro.proteomics.ics.uci.edu/). Essas ferramentas sdo capazes de prever o

efeito da mutagdo com base na maquina de vetores de suporte (Capriotti et al., 2005) e em um

conjunto de programas de aprendizado de maquina (Cheng et al., 2006), respectivamente.
Ambas as ferramentas utilizam a sequéncia FASTA da proteina e respectiva alteracao

de aminoécidos para o polimorfismo, além de predizer a alteragdo na variacdo de energia livre

de Gibbs (AAG) e o sinal na variagdo de energia.

3.5 CONSERVACAO EVOLUTIVA

A plataforma  ConSurf (https://consurf.tau.ac.il/consurf index.php)  fornece

informacgdes acerca da conservacao de cada aminoacido presente na proteina, possibilitando
estimar a taxa evolutiva de cada posi¢do de aminoacido. A analise baseia-se nas relacdes
filogenéticas entre sequéncias homologas, sendo importante para avaliar o impacto estrutural e

funcional do polimorfismo (Rubin & Ben-Tal, 2021).

3.6 DOCKING MOLECULAR

A execucdo das simulagdes computacionais requer a utilizagdo da estrutura

tridimensional da proteina em questdo. Para isso, ¢ necessario encontrar a proteina codificada

pelo gene selecionado, usando um identificador que atenda aos critérios estabelecidos. Esses
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critérios incluem uma resolugio méxima de 3A, e uma caracterizagio estrutural obtida por meio

da técnica de raio X, devido a sua maior qualidade.

3.6.1 Analise da qualidade estrutural da proteina e validacao dos modelos

Para a geracdo de cada modelo por homologia da cadeia de interesse das proteinas
MCA4R, foi utilizada a sequéncia FASTA correspondentes a proteina codificada com melhor
qualidade, analisada pelos parametros do item 3.6. Os dados complementarios necessario

podem ser consultados na base de dados UniProt (https://www.uniprot.org/).

Os algoritmos do servidor Swiss-Model, disponivel em https://swissmodel.expasy.org/,

tém como alvo as sequéncias FASTA das proteinas de interesse para criar modelos por
homologia. Dentre os modelos gerados, ¢ escolhido aquele que exibe a maior identidade (100%)
e a estimativa mais alta de qualidade global do modelo, conhecida como GMQE (Global Model
Quality Estimate), em comparagdo com os dados cristalograficos armazenados no banco de
dados (Waterhouse et al., 2018).

A avaliagdo da qualidade das estruturas 3D dos modelos ¢ conduzida através de

softwares como Swiss-Model Qmean (https://swissmodel.expasy.org/gmean/), ProSA-web

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), Procheck (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/PROCHECKY/), e PDBSum (http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/) (Laskowski et al., 2018; Roman Laskowski et al., 1983; Studer et al.,

2019; Wiederstein & Sippl, 2007). Essas ferramentas t€ém como objetivo avaliar a qualidade do
modelo 3D, considerando aspectos como estereoquimica, distancias e potenciais estatisticos.
Elas desempenham um papel crucial na valida¢ao dos modelos gerados.

Ainda, foi realizada a partir do software Ligplot+ v2.2 (https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/LigPlus/) a anélise da ligacdo entre a proteina e o ligante. Tal analise tem como

objetivo de verificar a existéncia de ligacdes de hidrogénio e de interagdes hidrofobicas

importantes para a formagao e manutencao do complexo proteina-ligante.

3.6.2 Analise do ligante (setmelanotida)

A estrutura quimica do ligante (setmelanotida) foi retirada do PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), um banco de dados de moléculas e compostos quimicos.

Para analisar a qualidade da estrutura, usaremos os softwares MarvinSketch 22.16


https://www.uniprot.org/
https://swissmodel.expasy.org/
https://swissmodel.expasy.org/qmean/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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(http://www.chemaxon.com) e Avogadro 1.2.0 (https://avogadro.cc/). Ambos os programas

permitem a construcao e visualiza¢ao de formulas estruturais € moleculares em 2D e 3D, além
de fornecer acesso a mecanismos de corre¢dao de erros de ligagdo e estrutura (Hanwell et al.,
2012).

Com os SMILES (Simplified Molecular Input Entry System) da estrutura, podemos
realizar o perfil de Absorg¢ao, Distribui¢ao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade (ADMET) do
ligante, avaliando descritores fisico-quimicos, propriedades farmacocinéticas e toxicidade. Foi
utilizado entdo, erramentas de predicao de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e

toxicidade, como as plataformas SwissADME (http://www.swissadme.ch/) e ADMETLab 2.0

(https://admetmesh.scbdd.com/) (Daina et al., 2017; Xiong et al., 2021). Essas ferramentas

proporcionam uma andlise abrangente que pode ser fundamental na fase de desenvolvimento e
otimizagdo de farmacos, permitindo uma compreensdo mais aprofundada do potencial do

ligante em termos de seguranca e eficacia.


http://www.chemaxon.com/
https://avogadro.cc/
http://www.swissadme.ch/
https://admetmesh.scbdd.com/
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4 RESULTADOS
4.1 INFORMACOES GERAIS
O M(C4r esta localizado no cromossomo 18q21.32 e ¢ um gene codificador de proteinas

que consiste em apenas 1 éxon. MC4R ¢é composto de 332 aminoacidos

(https://www.uniprot.org/), tendo apenas um transcrito descrito

(https://www.ensembl.org/index.html).

4.2 SNPS NO GENE MC4r

Os dados extraidos da plataforma ClinVar (APENDICE A) revelaram um total de 214
variantes no gene MC4r, destes 84 (39,25%) sdo classificadas como missense. Entre as
variantes, 7 (3,27%) foram classificadas como Frameshift, 9 (4,20%) nonsense e 18 (8,41%)

classificadas como ocorrendo em regioes nao traduzidas (UTR), apresentadas na Figura 6.

Figura 6 — Distribui¢do das mutagdes encontradas no ClinVar em porcentagem.
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Legenda: Mutagoes do tipo missense (n = 84, 39,25%); mutagdes frameshift (n = 7, 3,27%); mutagdes nonsense
(n=9, 4,20%); mutacdes UTR (n = 18, 8,41%).

Fonte: elaborado pelo autor, utilizando GraphPad Prism8.

A anélise do dbSNP (APENDICE B) revelou um total de 1.678 variantes no gene MC4r,
sendo que, conforme pode ser observado na Figura 7, 350 (20,86%) delas foram classificadas

como missense. Entre as variantes, 3 (0,18%) foram classificadas como inframe deletion, 2


https://www.uniprot.org/
https://www.ensembl.org/index.html
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(0,12%) foram classificadas como inframe indel, 2 (0,12%) foram classificadas como iniciador

de codon e 127 (1,61%) foram mutacdes sinonimias.

Figura 7 — Distribui¢ao das mutagdes encontradas no dbSNP em porcentagem.
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Legenda: Mutagdes do tipo missense (n = 350, 20,86%); mutagdes inframe deletion (n =3, 0,18%); mutagdes
inframe indel (n =2, 0,12%); mutacdes no iniciador de cddon (n =2, 0,12%); mutagdes sinonimias (n = 127,
1,61%).

Fonte: elaborado pelo autor, utilizando GraphPad Prism$.

Quando observadas as mutagdes do tipo missense das duas plataformas, pode-se notar
que das 84 mutagdes encontradas na plataforma ClinVar, 75 (89,2%) também estdo descritas

na plataforma dbSNP (Figura 8).

Figura 8 — Diagrama de Venn ilustrando os achados comuns das duas plataformas.

Fonte: elaborado pelo autor
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Para as analises realizadas nas demais etapas o filtro “missense” serd utilizado, tendo

em vista a sua maior frequéncia em ambas as plataformas.

4.3 ANALISE DOS DADOS DAS PLATAFORMAS

4.3.1 ClinVar

Os dados obtidos na plataforma ClinVar (APENDICE A) foram novamente analisados,

incluindo dois novos filtros: “patogénico” e “provavelmente patogénico”. A nova filtragem

(Tabela 1) apresenta 30 variantes ja definidas como patogénicas ou provavelmente patogénicas

pela plataforma.

Tabela 1 — Dados extraidos da plataforma ClinVar utilizando como palavra de busca MC4R,

99 ¢¢

aplicando o filtro “missense”, “patogénico” e “provavelmente patogénico”

Variacao Azlzgf)tigiilo Significado Clinico

NM_005912.3(MCA4R):c.947T>G (p.lle316Ser) 1316S e etz
patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.902T>C (p.I11e301Thr) 1301T Provavelmente patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.896C>A (p.Pro299His) P299H EEINCH TRt
patogenico

NM_005912.3(MC4R):c.838T>C (p.Phe280Leu) F280L Patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.812G>A (p.Cys271Tyr) C271Y Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.811T>C (p.Cys271Arg) C271R EEanCH TRt
patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.779C>A (p.Pro260GIn) P260Q Provavelmente patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.656C>T (p.Ala219Val) A219V Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.542G>A (p.Gly181Asp) GI181D Provavelmente patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.538T>C (p.Ser180Pro) S180P Provavelmente patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.508 A>G (p.lle170Val) 1170V Patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.496G>A (p.Vall66lle) V166l Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.494G>A (p.Arg165Gin) R165Q EEIn CH Tt
patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.493C>T (p.Argl 65Trp) RI65W Patogénico/Provavelmente
patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.449C>T (p.Thr1501Ile) T1501 Provavelmente patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.407C>T (p.Ser136Phe) S136F Patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.374 375inv (p.Ille125Lys) 1125L Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.305T>G (p.Ile102Ser) 11028 Patogénico

NM _005912.3(MC4R):c.289A>G (p.Asn97Asp) N97D Patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.281G>A (p.Ser94Asn) S94N Provavelmente patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.272T>G (p.Met91Arg) MOII1R Provavelmente patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.268G>A (p.Asp90Asn) D90ON Patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.258G>T (p.Leu86Phe) L86F Provavelmente patogénico


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14331/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/945179/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36488/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492863/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14329/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/372803/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976250/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14338/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976326/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36483/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14323/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/562224/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/327713/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1284736/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435829/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976165/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14328/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14322/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14333/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/381723/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1693543/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1301992/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339319/
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NM_005912.3(MC4R):c.206T>G (p.Ile69Arg) I69R Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.185A>G (p.Asn62Ser) N62S Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.181G>A (p.Glu61Lys) E61K PEioEoe O moois
patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.172A>T (p.Ser58Cys) S58C Patogénico

NM_005912.3(MC4R):c.148G>A (p.Val50Met) V50M Patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.127C>A (p.Gln43Lys) Q43K Provavelmente patogénico

NM 005912.3(MC4R):c.[105C>A;110A>T] Y35* D37V Patogénico

Legenda: A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutamico; F (Phe):
Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina; K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M
(Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (GIn): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser):

Serina; T (Thr): Treonina; V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.
Fonte: Elaborada pelo autor, com base nas informagdes da plataforma ClinVar.

Quando os dados extraidos da plataforma ClinVar (APENDICE A) foram analisados
acrescidos dos filtros “missense”, “benigno” e “provavelmente benigno”, a nova filtragem

(Tabela 2) apresenta 3 variantes.

Tabela 2 — Dados extraidos da plataforma ClinVar utilizando como palavra de busca MC4R,
aplicando o filtro “missense”, “benigno” e “provavelmente benigno”

Variagao ;:3:;:: Significado Clinico
NM 005912.3(MC4R):c.751A>C (p.Ile251Leu) 1251L Benigno/Provavelmente
Benigno
NM 005912.3(MC4R):c.368A>G (p.Asnl123Ser) N123S Provavelmente Benigno
NM 005912.3(MC4R):c.307G>A (p.Vall03Ile) V1031 Benigno

Legenda: I (Ile): Isoleucina; L (Leu): Leucina; N (Asn): Asparagina; S (Ser): Serina; V (Val): Valina.
Fonte: Elaborada pelo autor, com base nas informagdes da plataforma ClinVar.

A determina¢do do significado clinico da plataforma (Richards et al., 2015) ¢
determinado por critérios especificos que foram agrupados (APENDICE B), o mesmo é

aplicado para a determinacio da patogenicidade (APENDICE C).

4.3.2 dbSNP

Quando os dados ja& extraidos foram analisados, os filtros “patogénico” e
“provavelmente patogénico” foram acrescentados. Ao invés de 1.678 resultados (APENDICE
B), 44 resultados (Tabela 3) foram obtidos, tendo estas significado clinico bem estabelecido

pela plataforma.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/211442/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14334/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435831/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14321/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14320/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1693542/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917498/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/218329/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/790742/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/218330/
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Tabela 3 — Dados extraidos da plataforma dbSNP utilizando como palavra de busca MC4R,

aplicando o filtro “missense”,

29 <¢

patogénico” e “provavelmente patogénico”

V:l]:i:ll:l‘te Variacao AE;?S;&ZO Significado Clinico
1s2229616 NP_005903.2:p.Val103Ile V (Val) > 1 (Ile) Patogénico
1513447325 NP _005903.2:p.Asp37Val D (Asp) >V (Val) Patogénico

NP _005903.2:p.Asp37Gly D (Asp) > G (Gly) Patogénico
550804924 NP _005903.2:p.Pro299Leu P (Pro) > L (Leu) Patogénico
NP 005903.2:p.Pro299His P (Pro) > H (His) Patogénico
5121913557 NP _005903.2:p.Val50Leu  V (Val)>L (Leu) Patogénico
NP 005903.2:p.Val50Met  V (Val) > M (Met) Patogénico
rs121913558 NP 005903.2:p.Ser58Cys S (Ser) > C (Cys) Patogénico
15121913559 NP_005903.2:p.1le102Ser I (Ile) > S (Ser) Patogénico
NP_005903.2:p.11e102Thr [ (Ile) > T (Thr) Patogénico
15121913560 NP_005903.2:p.1le170Val I (Ile) > V (Val) Patogénico
NP_005903.2:p.Ile170Leu I (Ile) > L (Leu) Patogénico
rs121913561 NP _005903.2:p.Asn274Ser N (Asn) > S (Ser) Patogénico
5121913562 NP _005903.2:p.Cys271Phe  C (Cys) > F (Phe) Patogénico
NP _005903.2:p.Cys271Tyr  C (Cys)>Y (Tyr) Patogénico
rs121913563 NP _005903.2:p.Alal75Thr A (Ala) > T (Thr) Patogénico
5121913564 NP _005903.2:p.1le316Ser I (Ile) > S (Ser) Patogénico
NP 005903.2:p.1le316Asn I (Ile) > N (Asn) Patogénico
rs121913565 NP 005903.2:p.Asn97Asp N (Asn) > D (Asp) Patogénico
rs121913566 NP 005903.2:p.Asn62Ser N (Asn) > S (Ser) Patogénico
rs121913567 NP _005903.2:p.Ala219Val A (Ala) >V (Val) Patogénico
rs369841551  NP_005903.2:p.GIn156Lys  Q (GIn) > K (Lys) Patogénico
rs370479598 NP _005903.2:p.Glu61Lys  E (Glu) > K (Lys) Patogénico
15751160202 NP_005903.2:p.1le69Arg I (Ile) > R (Arg) Patogénico
NP _005903.2:p.11e69Thr I (Ile) > T (Thr) Patogénico
1s756232889 NP _005903.2:p.Phe280Leu F (Phe) > L (Leu) Patogénico
1s942758928 NP 005903.2:p.Vall66lle V (Val) > 1 (Ile) Patogénico
rs1057517991 NP _005903.2:p.Cys271Arg C (Cys) > R (Arg) Patogénico
rs1380965800 NP 005903.2:p.Ser136Phe S (Ser) > F (Phe) Patogénico
51435358988 NP 005903.2:p.Pro260Leu P (Pro) > L (Leu) Patogénico
NP _005903.2:p.Pro260GIn P (Pro) > Q (Gln) Patogénico
rs1555691402 NP _005903.2:p.Thr162Ile T (Thr) > I (Ile) Patogénico
152143967167 NP _005903.2:p.Asp90Asn D (Asp) > N (Asn) Patogénico
1s52834737 Mesclado ao 152229616 Patogénico
rs17848587 Mesclado ao rs2229616 Patogénico
15370479598 NP 005903.2:p.Glu6lLys E(Glu)>K (Lys) ©aogenico/Provavelmente
patogenico
rs549442687 NP 005903.2:p.Arg305Trp R (Arg) > W (Trp) Patogen}ﬁé zré‘;vigelmeme
1747681609 NP _005903.2:p.Argl65Gln R (Arg)> Q (Gln) 2togenico/Provavelmente
patogénico
rs13447331 Eg:ggzggg ;gzzg?ﬁs SS ((SSeerr)) i \]i/((]:;l;l))) Provavelmente patogénico
rs13447332 NP _005903.2:p.Argl65Trp R (Arg) > W (Trp) Provavelmente patogénico



rs13447333
rs121913561

rs121913564

15193922685
rs369841551
rs370479598

15766665118

rs772213710
15772393451
rs1057517991

rs1435358988

rs1915335064
1s2143967182

NP_005903.2:p.Arg165Gly
NP _005903.2:p.Gly181Asp
NP 005903.2:p.Asn274Ser
NP _005903.2:p.1le316Ser
NP _005903.2:p.1le316Asn
NP _005903.2:p.Ser180Pro
NP _005903.2:p.GIn156Lys
NP_005903.2:p.Glu61Lys
NP_005903.2:p.Thr150Ile
NP _005903.2:p.Thr150Ser
NP_005903.2:p.Ser94Asn
NP_005903.2:p.Leu250GIn
NP_005903.2:p.Cys271Arg
NP 005903.2:p.Pro260Leu
NP _005903.2:p.Pro260GIn
NP _005903.2:p.11e301Thr
NP_005903.2:p.Leu86Phe

R (Arg) > G (Gly)
G (Gly) > D (Asp)
N (Asn) > S (Ser)
I (Ile) > S (Ser)
I (Ile) > N (Asn)
S (Ser) > P (Pro)
Q (Gln) > K (Lys)
E (Glu) > K (Lys)
T (Thr) > I (Ile)
T (Thr) > S (Ser)
S (Ser) > N (Asn)
L (Leu) > Q (Gln)
C (Cys) >R (Arg)
P (Pro) > L (Leu)
P (Pro) > Q (Gln)
I (Ile) > T (Thr)
L (Leu) > F (Phe)
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Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico

Provavelmente patogénico

Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico

Provavelmente patogénico

Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico

Provavelmente patogénico

Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico

Legenda: A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutdmico; F (Phe):
Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina; K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M
(Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (Gln): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser):

Serina; T (Thr): Treonina; V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.

Fonte: Elaborada pelo autor, com base nas informagdes da plataforma dbSNP.

Como forma de ainda expressar os resultados, quando acrescidos os filtros “missense”

e “benigno”, ao invés de 1.678 resultados (APENDICE B), 5 resultados foram obtidos (Tabela

4).

Tabela 4 — Dados extraidos da plataforma dbSNP utilizando como palavra de busca MC4R,

aplicando o filtro “missense” e “benigno”.

ID da Ve Troca de Significado
Variante Aminoacido Clinico
12229616 NP _005903.2:p.Vall03lle  V (Val)> I (Ile) Benigno
rs52820871 NP _005903.2:p.I1le251Leu I (Ile) > L (Leu) Benigno
rs138281308 NP _005903.2:p.Phe202Leu  F (Phe) > L (Leu) Benigno
1s52834737 Mesclado ao rs2229616 Benigno
1517848587 Mesclado ao 152229616 Benigno

Fonte: Elaborada pelo autor, com base nas informagdes da plataforma dbSNP.

Legenda: F (Phe): Fenilalanina; I (Ile): Isoleucina; L (Leu): Leucina; V (Val): Valina.

A determinagdo do significado clinico da plataforma dbSNP ¢é determinado pelos

mesmos critérios estabelecidos no ClinVar, agrupados no APENDICE C, o mesmo ¢ aplicado

para a determinagéo da patogenicidade (APENDICE D).

4.4 ANALISE DAS SUBSTITUICOES DOS AMINOACIDOS NAS PLATAFORMAS
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Todas as variantes com significado clinico entendidas como interpretagdes conflitantes
de patogenicidade e significado incerto foram analisadas na plataforma PredictSNP. Tendo
como principal objetivo predizer quao deletéria € a substituicado do aminoacido na proteina.

Dos dados da plataforma ClinVar (APENDICE E) apenas 15 variantes foram preditas
como deletérias, ja para o PredictSNP (APENDICE F) 10 variantes foram entendidas como
causadoras de cfeitos deletérios. Para tal definicao do efeito deletério, foi estabelecido um
critério: apresentar resultado patogénico/deletério em 4 ou mais das plataformas utilizadas pelo
PredictSNP (PredictSNP, MAPP, PhD-SNP, Polyphen 1, Polyphen 2, SIFT ¢ SNAP), tal
critério considera a patogenicidade em 50% ou mais das plataformas, conforme j& descrito em
outros trabalhos do grupo de pesquisa (Bratti et al., 2023; Knihs & Filippin-Monteiro, 2024).

As mutac¢des génicas encontradas nas plataformas que serdo analisadas sdo mutagdes do
tipo missense, aquelas em que ha a substitui¢do de aminoacidos. Para tanto, se compara quais
foram os principais aminoacidos mutados no tipo selvagem (antes que sofram mutagdes),

analisando os mais encontrados nos mutados.

4.4.1 Analise dos aminoacidos da plataforma ClinVar

Na plataforma ClinVar 20 aminoacidos foram encontrados (Tabela 5) e tiveram sua

apresentacao selvagem (antes da muta¢do) e mutada comparadas.

Tabela 5 — Dados da quantidade de aminoacidos em niimero absoluto e relativo em tipo-
selvagem e mutado na plataforma ClinVar

% dos % dos
Aminoacido Selvagem Aminoacidos Mutacdes Aminoacidos
Selvagens Mutados
Acido
- 7 8,43 5 6,02
Acido
Glutamico . o 2 2
Alanina 5 6,02 1 1,21
Arginina 6 7,23 7 8,44
Asparagina 4 4,82 2 2,41
Cisteina 4 4,82 3 3,61
Fenilalanina 2 2,41 4 4,82
Glicina 3 3,61 0 0
Glutamina 1 1,21 4 4,82
Histidina 2 2,41 2 2,41
Isoleucina 14 16,87 9 10,85
Leucina 7 8,43 5 6,02
Lisina 0 0 4 4,82
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Metionina 3 3,61 3 3,61
Prolina 4 4,82 4 4,82
Serina 6 7,23 11 13,25
Tirosina 2 2,41 3 3,61

Treonina 6 7,23 4 4,82

Triptofano 0 0 2 2,41

Valina 6 7,23 10 12,05

Fonte: elaborado pelo autor

Os aminoécidos mais frequentes no tipo-selvagem (Figura 9A), e que sofreram mutacao
foram Isoleucina (16,87%), Acido Aspartico (8,43%) e Leucina (8,43%), e os menos frequentes
Acido Glutamico (1,21%), Glutamina (1,21%), Lisina (0%) e Triptofano (0%). Ja quando
observamos os aminodcidos mais frequentes no mutado (Figura 9B), os mais frequentes sdo
Serina (13,25%), Valina (12,05%), Isoleucina (10,85%) e Arginina (8,44%), os menos
frequentes sendo Alanina (1,21%), Glicina (0%) e Acido Glutamico (0%).

Figura 9 — Gréficos representando porcentagem (%) dos aminodcidos presentes no tipo-
selvagem e mutado, na plataforma ClinVar.
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Legenda: A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutdmico; F (Phe):
Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina; K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M
(Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (GIn): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser):

Serina; T (Thr): Treonina; V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.
Fonte: elaborada pelo autor

4.4.2 Analise dos aminoacidos encontrados no dbSNP

Quando analisamos os dados extraidos da plataforma dbSNP, encontramos os mesmos

20 aminodcidos (tabela 6) com a sua distribui¢do nos tipo-selvagem e mutados.
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Tabela 6 — Dados da quantidade de aminodcidos em numero absoluto e relativo em tipo-
selvagem e mutado na plataforma dbSNP.

% dos % dos
Aminoacido Selvagem Aminoacidos Mutacdes Aminoacidos
, Selvagens Mutados
Acido
As’pé e 15 3,67 19 4,64
Acido
Glutamico . L2 : L2
Alanina 34 8,31 17 4,16
Arginina 22 5,38 29 7,09
Asparagina 15 3,67 18 4.4
Cisteina 12 2,93 16 3,91
Fenilalanina 15 3,67 31 7,58
Glicina 33 8,07 15 3,67
Glutamina 5 1,22 9 2,2
Histidina 9 2,2 16 391
Isoleucina 52 12,72 34 8,31
Leucina 34 8,31 32 7,82
Lisina 6 1,47 12 2,94
Metionina 27 6,6 9 2,2
Prolina 12 2,94 13 3,18
Serina 43 10,51 37 9,05
Tirosina 16 3,91 11 2,69
Treonina 18 4.4 37 9,04
Triptofano 1 0,24 4 0,98
Valina 32 7,82 42 10,27

Fonte: elaborado pelo autor

Os aminoacidos mais frequentes no tipo-selvagem (Figura 10A), e que sofreram
muta¢do foram Isoleucina (12,72%), Serina (10,51%), Leucina (8,31%) e Alanina (8,31%), e
os menos frequentes Acido Glutdmico (1,96%), Lisina (1,47%), Glutamina (1,22%) e
Triptofano (0,24%). Ja4 quando observamos os aminoacidos mais frequentes no mutado (Figura
10B), os mais frequentes sdo Valina (10,27%), Serina (9,05%) e Treonina (9,04%), os menos
frequentes sendo Acido Glutdmico (1,96%) e Triptofano (0,98%).
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Figura 10 — Graficos representando porcentagem (%) dos aminoéacidos presentes no tipo-
selvagem e mutado, na plataforma dbSNP.
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Legenda: A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutamico; F (Phe):
Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina; K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M
(Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (Gln): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser):

Serina; T (Thr): Treonina; V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina. Fonte: elaborada pelo autor

4.5 ANALISE DA PREDICAO DOS EFEITOS FENOTIPICOS DOS SNPS

As variantes previamente selecionadas foram submetidas a duas diferentes plataformas,
com objetivo de fornecer a predicao dos efeitos estruturais, funcionais e o impacto fenotipico
das mesmas.

Para ilustrar a localizacdo das variantes na sequéncia de transcricdo do MC4R, foi
elaborado o diagrama SNAKE (Figura 11) do gene MC4r, marcando na cor vermelha as
variantes encontradas no ClinVar, em verde as encontradas no dbSNP e em amarelo as

mutagdes comuns as duas plataformas.
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Figura 11 — Diagrama SNAKE do gene MC4r com variantes das duas plataformas
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Legenda: Coloridas em verde estdo as mutagdes do dbSNP, em amarelo as em comum das duas plataformas e em
vermelho as mutagdes do ClinVar. A (Ala): Alanina; F (Phe): Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina;
I (Ile): Isoleucina; L (Leu): Leucina; M (Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; R (Arg):
Arginina; S (Ser): Serina; V (Val): Valina; Y (Tyr): Tirosina.

Fonte: elaborado utilizando GPCRdb <https://gpcrdb.org/>, em abril de 2023.

4.5.1 Hope

A ferramenta HOPE foi capaz de fornecer informagdes das variantes das duas
plataformas. As informagdes obtidas referem-se acerca do tamanho do residuo mutante, o
residuo mais hidrofobico, a conservagdo e o dano dos residuos do tipo-selvagem, além dos
comentarios sobre a sequéncia de substituicdo da proteina.

As informagdes acerca da plataforma ClinVar foram tabeladas manualmente (Tabela 7)

a partir dos seus relatorios.


https://gpcrdb.org/
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Tabela 7 — Informagdes obtidas do relatorio gerado pela plataforma HOPE das variantes do

Clinvar
Tamanho Residuo Conser\:ag:ao
.~ do . do Residuo -
Variacao , mais . Dano Comentarios
residuo . oo tipo
hidrofobico
mutante selvagem
NM 005912.3(MC4R):c.929G>A Mernor i Muito Provavelmente
(p.Arg310Lys) conservado prejudicial
NM 005912.3(MC4R):c.914G>A Menor i Muito Provavelmente
(p.-Arg305GlIn) conservado prejudicial
NM 005912.3(MC4R):c.913C>T . Muito Provavelmente
Maior Mutante oo
(p.Arg305Trp) conservado prejudicial O resid
NM_005912.3(MC4R):c.890T>A . Tipo- resiauoy
Maior - - mutado esta
(p-11e297Asn) selvagem localizado em
NM_005912.3(MC4R):c.883T>C Maior Mutante i ) um dominio
(p-Ser295Pro) importante
NM_005912.3(MC4R):c.880A>C . Muito Possivelmente o
— . Maior - < e p
(p.Asn294His) conservado  ndo prejudlclal atividade da
NM_005912.3(MC4R):c.827A>G Menor Mutante Nao Posswelmgnte proteina e em
(p.Tyr276Cys) conservado prejudicial contato com
NM 005912.3(MC4R):c.815C>G . Tipo- Provavelmente  residuos de
— Maior Conservado o .
(p.Pro272Arg) selvagem prejudicial ~ outro dominio.
NM_005912.3(MC4R):c.806T>A Maior Tipo- Nao Possivelmente E pos:sivel que
(p-11e269Asn) selvagem conservado prejudicial esta mtgragﬁo
NM 005912.3(MC4R):c.776C>T Maior ) Nao Possivelmente - e
(p.Ala259Val) conservado prejudicial importante
Em casos raros fparg © Gy
NM 005912.3(MC4R):c.749T>A Maior Tipo- Muito pode ocorrer (;11’1C101’13}’1’1€1’1;f)
(p.Leu250GIn) selvagem conservado sem danificar a a proEelna.
proteina mutacdo pode
i . afetar esta
NM_005912.3(MC4R):c.677T>C Menor Tipo- i i inferacio e
(p.11e226Thr) selvagem co mg tal
NM_005912.3(MC4R):c.645G>A Menor i i i afetar a funcio
(p.-Met215Ile) proteica
NM_005912.3(MC4R):c.239A>G Provavelmente
Menor Mutante - . e
(p.Tyr80Cys) prejudicial
Em casos raros
NM_005912.3(MC4R):c.161T>C Menor i Muito pode ocorrer
(p.Leu54Pro) conservado sem danificar a

proteina

Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos relatorios da plataforma HOPE.

A Figura 12 ilustra as substitui¢cdes ocorridas, representando a proteina e juntamente os

aminoacidos que foram mutados em cada uma das variantes e tem como fonte o mesmo

relatorio da tabela. Na figura a proteina € colorida em cinza e as cadeias laterais do residuo do

tipo-selvagem e mutante sao mostradas e coloridas em verde e vermelho, respectivamente.
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Figura 12 — Close das variantes da plataforma ClinVar

4 3

Legenda: Representacdo tridimensional ampliada das variantes na proteina MC4R, mostrando diferentes
variantes em locais especificos da estrutura. As alteragdes estruturais sdo destacadas para ilustrar como as
variantes genéticas podem influenciar a conformacéo e fungdo da proteina. Proteina colorida em cinza e cadeias
laterais do residuo do tipo-selvagem e mutante sdo mostradas e coloridas em verde e vermelho, respectivamente.
(A) variante p.Arg310Lys; (B) variante p.Arg305Gln; (C) variante p.Arg305Trp; (D) variante p.[1e297Asn; (E)
variante p.Ser295Pro; (F) variante p.Asn294His; (G) variante p.Tyr276Cys; (H) variante p.Pro272Arg; (I)
variante p.Ile269Asn; (J) variante p.Ala259Val; (K) variante p.Leu250GIn; (L) variante p.11e226Thr; (M)
variante p.Met215]le; (N) variante p.Tyr80Cys; (O) variante p.Leu54Pro.

Fonte: elaborada pelo autor, a partir dos relatorios da plataforma HOPE.

O mesmo se deu para os dados gerados para as variantes do dbSNP, foram tabelados
manualmente (tabela 8) a partir dos relatorios fornecidos pelo HOPE. A Figura 13 ilustra as
substitui¢des, na figura a proteina é colorida em cinza e as cadeias laterais do residuo do tipo-

selvagem e mutante s3o mostradas e coloridas em verde e vermelho, respectivamente.
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Tabela 8 — Informagdes obtidas do relatorio gerado pela plataforma HOPE das variantes do

dbSNP.
Tamanho Residuo ConserYagao
.~ do . do Residuo -
Variacao , mais . Dano Comentarios
residuo . e tipo
hidrof6bico
mutante selvagem
. Tipo- Nao Possivelmente
NP_005903.2:p.11e269Asn Maior S
— selvagem conservado Prejudicial )
Altamente O ettt
NP_005903.2:p.Val95Phe Maior - d - mutado esta
. conservaco localizado em
NP_005903.2:p.1le137Thr Menor Tipo- - - um dominio
. selvagem importante
NP 005903.2:p.Phe82Leu  Menor i DIl paa
- conservado  ndo prejudicial  atividade da
NP_005903.2:p His76Arg Maior i Alimcie — Hovanelienis  proidin e en
conservado prejudicial contato com
i Tipo- Nao Possivelmente  residuos de
NI IS 2R it el selvagem  conservado prejudicial ~ outro dominio.
) Muito Provavelmente A mutagéo
NP_005903.2:p.Met791le Menor - conservado . po d.e afetaf
NP 005903.2:p.Ser190Gly ~ Menor - . s esta interagao
y . Tipo- €, Como tal,
NP _005903.2:p.Ser139Arg Maior selvagem - - afetar ;1 fung:éo
. Tipo- Provavelmente proteica
NP _005903.2:p.Gly252Asp  Maior e
- selvagem prejudicial

Fonte: elaborada pelo autor, elaborada pelo autor, a partir dos relatorios da plataforma HOPE.
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Figura 13 — Close das variantes da plataforma dbSNP

A, .

Legenda: Representacéo tridimensional ampliada das variantes na proteina MC4R, mostrando diferentes
variantes em locais especificos da estrutura. As alteragdes estruturais sdo destacadas para ilustrar como as
variantes genéticas podem influenciar a conformacao e fungdo da proteina. Proteina colorida em cinza e cadeias
laterais do residuo do tipo-selvagem e mutante sdo mostradas e coloridas em verde e vermelho, respectivamente.
(A) variante p.Ile269Asn; (B) variante p.Val95Phe; (C) variante p.Ile137Thr; (D) variante Phe82Leu; (E)
variante p.His76Arg; (F) variante p.Met241Thr; (G) variante p.Met791le; (H) variante p.Ser190Gly; (I) variante
p-Ser139Arg; (J) variante p.Gly252Asp;

Fonte: elaborada pelo autor, elaborada pelo autor, a partir dos relatorios da plataforma HOPE.

4.5.2 MutPred2

O MutPred2 foi empregado para avaliar a patogenicidade das mudangas nos

aminodacidos. Se a pontuagdo atingisse ou ultrapassasse 0,8, a variante era classificada como
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altamente patogénica. Uma caracteristica interessante deste servidor € sua capacidade de prever

se as variantes provocam a ocorréncia de algum distarbio intrinseco.

4.5.2.1 ClinVar

As variantes p.Arg305Trp, p.1le297Asn, p.Ser295Pro, p.Tyr276Cys, p.Pro272Arg,

p.1le269Asn, p.Leu250GlIn, p.Met215lle, p.Tyr80Cys e p.Leu54Pro tiveram pontuacao superior
a 0,8. Ja p.Arg310Lys, p.Arg305GIn, p.Asn294His, p.Ala259Val e p.[1e226Thr sao

consideradas moderadamente patogénicas, pois o valor de corte para patogenicidade ¢ 0,5.

Maiores detalhes podem ser observados na tabela 9.

Tabela 9 — Score e impacto previstos pelo MutPred2 na patogenicidade das variantes do

Clinvar.

Mecanismo molecular com valores de P

Variante Score . .
inferiores a 0,05
NM._005912.3(MC4R):c.929G>A 0,746 ]
(p-Arg310Lys) ’
NM 005912.3(MC4R):c.914G>A 0.748 Interface ordenada alterada; Perda do sitio alostérico
(p.-Arg305GlIn) ’ em Y302; Proteina transmembrana alterada.
NM 005912.3(MC4R):c.913C>T 0.843 Interface ordenada alterada; Perda do sitio alostérico em
(p.Arg305Trp) ’ Y302; Proteina transmembrana alterada.
NM_005912.3(MC4R):c.890T>A Proteifla transmembrana alterada; Metal binding.
(p.1I6297Asn) 0.829 alterada; Interface or(rle‘nada alterada; Ganho de sitio
alostérico em Y302.
INLAL OS2 S [CAIUREIRATAC 0.883 Proteina transmembrana alterada; Metal binding alterada.
(p.Ser295Pro)
NM_005912.3(MC4R):c.880A>C Proteina transmembrana alterada; Metal binding
: 0.781

(p-Asn294His) alterada.

Metal binding alterada; Interface ordenada alterada;
NM_005912.3(MC4R):c.827A>G 0.879 Proteina transmembrana alterada; Perda de Loop; Perda
(p.Tyr276Cys) ' de Strand; Perda de ligagao dissulfeto em C277; Perda de

sulfatacdo em Y276.

Interface ordenada alterada; Ganho de Strand;
NM_005912.3(MCAR):c.815C>G Proteing tr'ansmembraTla alterada; Ganl:o d; Loop;
(p Pro272Arg) 0.868 Metal binding alterada&, Ganhp de. ligacao dlssglfeto

em C277; Ganho de acido pirrolidona carboxilico
em Q273.

Proteina transmembrana alterada, Perda de Strand;

I(\S\ﬁggggilsi; BACRTRGReSU=4, 0.880 Interface ordenada alterada; Metal binding alterada;
Perda de sulfatagdo em Y268.

NM 005912.3(MC4R):c.776C>T 0.791 Interface ordenada alterada; Metal binding alterada;
(p.Ala259Val) ’ Proteina transmembrana alterada.
NM _005912.3(MC4R):c.749T>A 0.932 Perda de Hélice; Ganho de Strand; Interface ordenada

(p-Leu250GIn)

alterada; Proteina transmembrana alterada.
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NM_005912.3(MC4R):c.677T>C Ganho do sitio alostérico em H222; Estabilidade

0.790

(p.Ile226Thr) alterada; Metal binding alterada.
NM_005912.3(MC4R):c.645G>A 0.824 Interface ordenada alterada; Metal binding alterada;
(p-Met215lle) ’ Proteina transmembrana alterada.

NM 005912.3(MC4R):c.239A>G 0.897 Interface ordenada alterada; Perda de Strand,
(p.Tyr80Cys) ’ Proteina transmembrana alterada.

NM 005912.3(MC4R):c.161T>C 0.957 Perda de Hélice ; Ganho de Strand; Ganho de Loop;
(p.Leu54Pro) ) Proteina transmembrana alterada.

Fonte: elaborado pelo autor, com base nos dados da plataforma MutPred?.

4.5.2.2 dbSNP

Quando analisadas as mutacdes do dbSNP (Tabela 10), p.lle269Asn, p.Phe82Leu,
p.His76Arg, p.Met241Thr, p.Met791le e p.Gly252Asp obtiveram pontuacao superior a 0,8. Ja
as variantes p.Val95Phe, p.lle137Thr e p.Ser139Arg sdao considerados moderadamente
patogénicos, pois o valor de corte para patogenicidade € 0,5. Espera-se que p.Ser190Gly, com
score de 0,298, ndo tenha propriedades tdo patogénicas quanto as outras analisadas.

Tabela 10 — Score e impacto previstos pelo MutPred2 na patogenicidade das variantes do
dbSNP.

Mecanismo molecular com valores de P

Variante Score . .
inferiores a 0,05

Proteina transmembrana alterada; Perda de Strand;
NP_005903.2:p.11e269Asn 0.880 Interface ordenada alterada; Metal binding alterada;
Perda de sulfatagdo em Y268.

Proteina transmembrana alterada; Perda de

NP_005903.2:p.Val95Phe 0732 amidac¢do da ancora GPI no N97; Perda de
glicosilacao ligada a N em N97.
NP_005903.2:p.1le137Thr 0.768 Proteina transmembrana alterada.
NP _005903.2:p.Phe82Leu 0.806 Perda de Strand; Interface ordenada alterada.
Interface ordenada alterada; Ganho do sitio alostéricos
NP_005903.2:p.His76Arg 0.877 em H76; Metal binding alterada; Proteina transmembrana
alterada.

Interface ordenada alterada; Proteina
transmembrana alterada; Ganho de Strand; Ganho
NP 005903.2:p.Met241Thr  0.850  de 4cido pirrolidona carboxilico em Q237; Ganho de
sitio catalitico em K242; Ganho de metilagdo em
K242; Ganho de amida¢ao da ancora GPI no N240.

NP_005903.2:p.Met791le 0.834 Ganho de Strand; Interface ordenada alterada.
NP _005903.2:p.Ser190Gly 0.298 -
NP_005903.2:p.Serl39Arg 0.726 Interface ordenada alterada; Proteina transmembrana
alterada.
Ganho de Hélice; Perda de Strand; Proteina
NP _005903.2:p.Gly252Asp  0.950 transmembrana alterada; Interface ordenada
alterada.

Fonte: elaborado pelo autor, com base nos dados da plataforma MutPred?2.
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4.6 ANALISE E DETERMINACAO DO IMPACTO NA ESTABILIDADE DA PROTEINA

Para analisar as variagdes na estabilidade, empregou-se o MuPro e o [-Mutant 2.0.
Ambeas as ferramentas concedem uma pontuagdo para a mudanga na energia livre (AAG). Se a
pontuacao for inferior a -0,5 Kcal/mol, indica que a alteragao nos aminoacidos pode provocar
uma desestabilizacdo significativa da proteina. Por outro lado, se a pontuacao for superior a 0,5

Kcal/mol, ¢ possivel que a alteragao contribua para o aumento da estabilidade da proteina.

4.6.1 Impacto nas variantes do ClinVar

Os resultados obtidos nas plataformas (Tabela 11) foram ao encontro em 12 das
variantes  (p.Arg310Lys, p.Arg305GIn, p.Arg305Trp, p.[le297Asn, p.Asn249His,
p.Tyr276Cys, p.Pro272Arg, p.1e269Asn, p.Leu250GIn, p.[le226Thr, p.Met2151le e
p.Leu54Pro) corroborando que haja uma diminuicdo da estabilidade da proteina quando ha a
substituicdo. Para as outras 3 variantes (p.Ser295Pro, p.Ala259Val e p.Tyr80Cys) as
plataformas discordam [-Mutant2.0 leva o resultado para aumento da estabilidade, enquanto o
MuPro para a diminui¢do da estabilidade da proteina.

Tabela 11 — Informagdes obtidas nos relatorios gerados pelo I-Mutant2.0 e MuPro, usando as
variantes do ClinVar.

I-Mutant2.0 MuPro
ndice de Estabilidade
Estabilidade Confiabilidade da estrutura Delta delta G

da proteina

NM_005912.3(MC4R):c.929G>A

(p.Arg310Lys) Diminui 8 Diminui -0.93526341
NM_OOS9(§£I(;\;I§54(1§11:5.914G>A Diminui , L et
NM_005912.3(MC4R):c.913C>T . . . y S oecaine

(p-Arg305Trp)

NM_005912.3(MC4R):c.890T>A L o

(p.11e297 Asn) Diminui 8 Diminui -2.0257354
NM_005912.3(MC4R):c.883T>C ; B s

(p.Ser295Pro)

NM_005912.3(MC4R):c.880A>C L o

(p.Asn294His) I 6 Diminui -1.129227
NM_005912.3(MC4R):c.827A>G . . . ) B 0063803

(p.Tyr276Cys)

NM—Oosg(Eég\;%ﬁg BI3CG piminui 8 Diminui  -0.74678866
NM_005912.3(MC4R):c.806T>A . . . ; B surr90s

(p.Ile269Asn)
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NM_005912.3(MC4R):c.776C>T

(p.Ala259Val) Aumenta 4 Diminui -0.25056013
NM 005912.3(MC4R):c.749T>A . L
(p.Leu250GIn) Diminui 9 Diminui  -1.7661583
NM—0059(1p2_ ﬁ%ﬁﬁgcmnw Diminui 8 Diminui ~ -2.2831947
NM_005912.3(MC4R):c.645G>A . L
(p.Met2151le) Diminui 4 Diminui -0.69669072
NM_005912.3(MC4R):c.239A>G J—— 5 I 10859652
(p.Tyr80Cys)
NM _005912.3(MC4R):c.161T>C Diminui 6 — 19522707
(p.Leu54Pro)

Fonte: elaborada pelo autor, com base nos dados das plataformas I-Mutant2.0 ¢ MuPro.

4.6.2 Impacto nas variantes do dbSNP

O resultado dos relatorios gerados pelas plataformas [-Mutant2.0 e MuPro das
substitui¢des (Tabela 12), inferem que em todas as 10 mutacdes do dbSNP (p.lle269Asn,
p.Val95Phe, p.Ile137Thr, p.Phe82Leu, p.His76Arg, p.Met241Thr, p.Met791le, p.Ser190Gly,
p-Ser139Arg e p.Gly252Asp) hd uma diminuicao da estabilidade da estrutura proteica.

Tabela 12 — Informagdes obtidas nos relatdrios gerados pelo I-Mutant2.0 e MuPro, usando as

variantes do dbSNP.
I-Mutant2.0 MuPro
indice de Estabilidade
Estabilidade Confiabilidade da estrutura Delta delta G

da proteina

NP_005903.2:p.11e269Asn  Diminui 7 Diminui -1.5477705
NP _005903.2:p.Val95Phe Diminui 9 Diminui -1.0047358
NP_005903.2:p.1le137Thr Diminui 9 Diminui -2.1449585
NP_005903.2:p.Phe82Leu Diminui 6 Diminui -1.1064825
NP_005903.2:p.His76Arg Diminui 7 Diminui -0.46545416
NP _005903.2:p.Met241Thr Diminui 6 Diminui -1.3141646
NP _005903.2:p.Met791le Diminui 7 Diminui -0.6987252
NP _005903.2:p.Ser190Gly Diminui 7 Diminui -1.1475532
NP 005903.2:p.Ser139Arg  Diminui 4 Diminui -1.1445855

NP _005903.2:p.Gly252Asp Diminui 8 Diminui -0.76262226

Fonte: elaborada pelo autor, com base nos dados das plataformas I-Mutant2.0 ¢ MuPro.

4.7 ANALISE DA CONSERVACAO EVOLUTIVA

O ConSurf ¢ uma ferramenta que avalia a conservag@o dos residuos de aminoacidos em
proteinas, atribuindo uma pontuacdo de 1 a 9. Quanto mais alta a pontuagdo, maior a

probabilidade de um residuo ser conservado ao longo da evolugdo, indicando sua importancia
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potencial para a fun¢do ou estrutura da proteina. E uma maneira 1til de identificar regides que
desempenham um papel crucial com base na sua conservagao ao longo do tempo.

Utilizando o Uniprot ID (P32245) encontrado no site do Uniprot

(https://www.uniprot.org/) consegue-se informagdes acerca da estrutura e conservacido da

proteina (Figura 14). Além disso, a analise das muta¢cdes com base na plataforma pode ser

observada na Tabela 13.

Figura 14 — Informagdes obtidas no ConSurf sobre a proteina MC4R.
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Legenda: Resumo das informagdes obtidas na plataforma ConSurf. (a) Imagem obtida representando a
transcricdo da proteina. O esquema de coloragdo apresentado segue a escala de conservacdo dos aminodacidos. (b)
Escala de conservacdo da proteina seguindo a pontuagdo (score) de 1 a 9, sendo 9 o mais conservado. (c)
Sequéncia FASTA marcada no esquema de cores da Escala de Conservagdo, onde: ¢ (marcado em amarelo)
representa um residuo exposto de acordo com o algoritmo NACSES; b (marcado em verde) representa um
residuo internalizado de acordo com o algoritmo NACSES; f (marcado em vermelho) representa, um residuo
funcional previsto (altamente conservado e exposto); s (marcado em azul) representa um residuo estrutural
previsto (altamente conservado e internalizado).

Fonte: elaborado pelo autor, com base nos dados gerados na plataforma ConSurf.

Tabela 13 — Informagdes obtidas na analise do ConSurf, usando as variantes do ClinVar e

dbSNP.
ClinVar dbSNP
Variante Score Variante Score
p.-Arg310Lys 9 p-Ile269Asn 6
p-Arg305GIn 9 p.-Val95Phe 5
p-Arg305Trp 9 p-Ile137Thr 8
p-11e297Asn 8 p-Phe82Leu 8


https://www.uniprot.org/
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p-Ser295Pro 8 p.-His76Arg 9
p.Asn294His 9 p-Met241Thr 7
p.Tyr276Cys 5 p-Met791le 9
p.Pro272Arg 9 p-Ser190Gly 5
p.11e269Asn 6 p-Ser139Arg 8
p.Ala259Val 8 p-Gly252Asp 9
p.Leu250GIn 9 - -
p-11e226Thr 9 -
p-Met2151le 9 - -
p-Tyr80Cys 9 - -
p.Leu54Pro 8 - -

Fonte: elaborado pelo autor, com base na interpretagdo dos resultados da plataforma ConSurf.

Das variantes da plataforma ClinVar p.Arg310Lys, p.Arg305GIn, p.Arg305Trp,
p.Asn294His, p.Pro272Arg, p.Leu250GIn, p.[le226Thr, p.Met215l1le e p.Tyr80Cys pontuaram
9 nas andlises do ConSurf, o que significa que sdo provavelmente locais funcionais para a
proteina MC4R. p.11e297Asn, p.Ser295Pro, p.Ala259Val e p.Leu54Pro pontuaram 8, o que
significa que ainda sdo locais altamente conservados e também podem ser importantes para a
funcdo da proteina. No entanto, p.Ile269Asn obteve pontuacdo 6 e p.Tyr276Cys obteve
pontuagdo 5, o que significa que esses residuos provavelmente estdo em regides mais variaveis
que provavelmente ndo afetariam a fungao.

J& quando analisadas as mutagdes da plataforma dbSNP p.His76Arg, p.Met791le e
p.Gly252Asp obtiveram pontuagdo 9 na andlise no ConSurf, significando que sdo locais na
proteina que tem ampla funcionalidade. p.Ile137Thr, p.Phe82Leu e p.Ser139Arg tiveram
pontuagdo 7, que ainda ¢ um local altamente conservado e podendo ser um local importante
para a fungdo proteica. Entretanto, p.lle269Asn teve pontuagdo 6, p.Val95Phe e p.Ser190Gly
tiveram pontuacdo 5, estas apresentam substituigdes em regides onde ha uma menor

probabilidade de afetar a fungao da proteina.

4.8 DOCKING

Através de pesquisa na plataforma UniProt, identificou-se a estrutura da proteina
MCA4R, para a escolha selecionou-se a com identificador 6W25, isso por ter tido sua estrutura
por Raio-X, e apresentar boa resolugio (2.75 A).

Ap0s a selecao da melhor estrutura, foi encontrada a proteina na plataforma PDB onde

conseguimos mais uma vez identificar como seria a proteina (Figura 15), e ainda adquirir a
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sequéncia FASTA estabelecida para esta estrutura. Tal estrutura encontra-se ligada a um ligante

que sera excluido em passos posteriores.

Figura 15 — Estrutura do MC4R, gerado pelo identificador 6W25

Fonte: extraida do servidor web PDB <https://www.rcsb.org/3d-view/6W25/1>, em fevereiro de 2024

4.8.1 Analise da qualidade do modelo gerado

O escore Z obtido (-6.75) pela plataforma ProSA-web garante a qualidade do modelo
gerado para a proteina MC4R. Tal pontuacdo indica a qualidade geral do modelo e, através da
interpretagdo e analise dos graficos, € possivel identificar que a pontuagdo Z obtida da estrutura
do modelo estd dentro da faixa esperada, isso estabelecido pela comparacdo com as demais
proteinas nativas de tamanho semelhante ja resolvidas.

Ainda, com a utiliza¢do da mesma plataforma citada, a qualidade ¢ verificada por outro
grafico, neste os valores positivos sdo interpretados como partes problematicas da estrutura.
Levando em conta que a maior parte da estrutura se encontra dentro dos valores negativos,

pode-se, novamente, confirmar a qualidade do modelo gerado (Figura 16).


https://www.rcsb.org/3d-view/6W25/1
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Figura 16 — Qualidade do modelo gerado
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Legenda: Avaliag@o da qualidade do modelo gerado pela plataforma ProSA-web. (A) grafico escore X; (B)
grafico de energia, gerado pelo ProSA-web.; (C) PROCHECK do modelo gerado, a partir do PDBSum,

Fonte: elaborado pelo autor a partir do relatorio do ProSA-web, 2023.

A qualidade do modelo ainda foi analisada pelo PROCHECK, gerado pelo PDBSum. O
PROCHECK tem como utilidade verificar a qualidade esteroquimica de dada estrutura proteica,
fornecendo um gréafico que permite a analise da geometria geral, a partir de todos os residuos
da proteina (Figura 17). A partir da avaliacdo gerada observou-se que 94,2% dos residuos se
encontravam em regides mais favorecidas, as apresentadas em vermelho, e 5,6% em regides
adicionais permitidas, sendo as coloridas em marrom. Para critérios de interpretagdo, se espera
que um modelo obtenha mais de 90% dos residuos em regides mais favorecidas, sendo assim,
podemos aferir mais uma vez confirmar a qualidade e permitir a validagdo do modelo gerado,
ou seja, € possivel iniciar a preparacdo para o docking.

Figura 17 — PROCHECK do modelo gerado
6w25
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Legenda: Em vermelho apresenta as regides mais favoraveis, em marrom as regides adicionais permitidas, em
amarelo as regides generosamente permitidas e em bege as regides ndo permitidas. Os eixos Phi e Psi
correspondem aos angulos de tor¢do de cada residuo de aminoacido.

Fonte: elaborado pelo autor a partir do relatorio do PDBSum, 2023.
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4.8.2 Predigoes do perfil ADMET do ligante

Como mencionado no item anterior, 3.6.2, a estrutura do ligante setmelanotida
selecionada foi obtida no PubChem (Canonical SMILES:
CC1C(=O)NC(C(=O)NC(C(=O)NC(C(=O)NC(C(=O)NC(CSSCC(C(=O)N1)NC(=0)c(cce
N=C(N)N)NC(=0)C)C(=O)N)CC2=CNC3=CC=CC=C32)CCCN=C(N)N)CC4=CC=CC=C4
)JCC5=CN=CNY5), tendo em vista que a estrutura, apos a analise de qualidade, ndo apresentou
erros de ligacdo ou estruturais.

Utilizando o SMILES foi possivel avaliar o perfil ADMET da setmelanotida, para isso
utilizou-se a plataforma SwissADME e AdmetLab

Tabela 14 — Perfil ADMET da setmelanotida

Propriedades fisico-quimicas Servidor
Peso molecular (g/mol) 1117.31 SwissADME
Numero de atomos pesados 78 SwissADME
Numero de ligagdes rotativas 20 SwissADME
Numero de aceptores de ligacdes de H 12 SwissADME
Numero de doadores de ligacdes de H 15 SwissADME
TPSA (A?) 499.76  SwissADME

Solubilidade em agua
Log S (ESOL) -4.07 SwissADME
Log S -7.46 SwissADME
Log S (SILICOS-IT) -11.23  SwissADME
Lipofilicidade
Log Po/w (iLOGP) 1.47 SwissADME
Log Po/w (XLOGP3) -2.49 SwissADME
Log Po/w (WLOGP) -5.46 SwissADME
Log Po/w (MLOGP) -4.30 SwissADME
Consenso Log Po/w -2.19 SwissADME
Farmacocinética
Absorcao gastrointestinal Baixa  SwissADME
Substrato P-gp Sim SwissADME
CYP1A2 inibidor Nao SwissADME
CYP3A4 inibidor Nao SwissADME
CYP2C9 inibidor Nao SwissADME
CYP2C19 inibidor Nao SwissADME
CYP2D6 inibidor Nao SwissADME
Toxicidade

AMES (mutagenicidade) - AdmetLab
Sensibilizag¢do cutanea --- AdmetLab
Carcinogenicidade - AdmetLab

DILI -—- AdmetLab
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Legenda: TPAS: Area de superficie polar topoldgica; ESOL: Solubilidade estimada; SILICOS-IT: Solubilidade
em agua calculada pelo programa FILTER-IT; iLOGP: Log P implicito; XLOGP3: Lipofilicidade calculada pelo
programa XLOG; WLOGP: Lipofilicidade aparente; MLOGP: Lipofilicidade calculada pelo método de
Moriguchi; P-gp: Glicoproteina P; DILI: Lesao hepatica induzida por drogas.

Fonte: Elaborado pelo autor pelas plataformas SwissADME e AdmetLab

Através da andlise do perfil ADMET, podemos constatar que a setmelanotida ¢ um
farmaco insolivel, com baixa absor¢do gastrointestinal, ndo sendo também inibidor das
principais coenzimas observadas. Quanto a toxicidade, a setmelanotida nao se apresentou toxica

nos 4 parametros descritos.

4.8.3 Analise da ligacido entre proteina e o ligante

Ap6s a confirmacdo da qualidade do modelo gerado, procedeu-se a andlise da ligacao
proteina com o ligante (Figura 18), neste caso com a Setmelanotida. Dessa forma, ¢ possivel
estabelecer as ligacdes de hidrogénio e as interagdes hidrofobicas realizadas, bem como quais

aminoacidos da estrutura proteica estdo envolvidos.

Figura 18 — Representacdo das interagdes entre o ligante e a proteina

Leal65(A)%, /= Il!}DJ.{AJ

s Ser138(A)
)
9 Ly

NhI3(B)
De185(4)
]

c).sm(fi’j;(-E__v 2
L“‘“-"‘:%ﬁ?;-.::::'_'_'_'_'.'.'.'.'.".'

P
Del29(4) J=

" Asnl23(a)

, Aspl26(A)
-

Legenda: as ligagdes de hidrogénio sdao destacadas por linhas tracejadas verdes e as intera¢cdes hidrofobicas sdo
destacadas por linhas pontilhadas vermelhas.
Fonte: elaborada pelo autor utilizando a plataforma LigPlot+.
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Com a andlise das ligagdes feitas entre proteinas e ligante, pode-se aferir que 16
aminoacidos estdo envolvidos na ligacao do receptor com a Setmelanotida (p.Leul97, p.Leu97,
p.Leu265, p.Tyr268, p.lle194, p.llel185, p.lle104, p.Thr118, p.Vall03, p.Thr101, p.Leu288,
p.Phe284, p.Ile129, p.Leul33, p.Phe261 e p.Cys130).

Nao foram encontradas, durante esta pesquisa, descricdo de variantes nas posigcdes
p.Leul97, p.Leu97, p.Leu265, p.Tyr268, p.lle194, p.Thr118, p.Leu288, p.Ille129 e p.Cys130.
No entanto, p.Ilel85, p.lle104, p.Thr101, p.Phe284, p.Leul33 e p.Phe261, aparecem no
Apéndice B, mas nido foram analisadas porque ndo atenderam aos critérios de selecao do
Apéndice F, apenas a variante p.Vall103 aparece no Apéndice A e também nas Tabelas 1 e 2, ja

identificada como Patogénica/Benigna.
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5 DISCUSSAO

O MCA4R ¢ um dos principais integrantes que compode a familia dos receptores acoplados
a proteina G que sdo uma classe importante de receptores transmembranares. Quando em sua
forma ativada, apds acoplamento de seu ligante, a cascata de sinalizagdo provocada resulta,
principalmente, na expressao de neuropeptideos envolvidos na alimentagdo (Cui et al., 2012),
ou seja, hd uma sinalizagcdo de saciedade no individuo. O presente estudo se concentrou em
investigar as implica¢des desses mecanismos em um contexto genético, explorando as variantes
do gene M(C4, a fim de contribuir para o desenvolvimento de estratégias personalizadas de
tratamento baseadas em perfis genéticos individuais.

A obesidade emerge como uma condi¢dao complexa, resultante do excessivo acumulo de
tecido adiposo. Este fendmeno representa um dos principais desafios para a saude publica tanto
no Brasil quanto globalmente (Greenberg et al., 2011; Kiess et al., 2008; McLaren, 2007).
Diversos fatores sdo apontados como possiveis impulsionadores desse processo, contribuindo
para uma gama variada de complicagdes clinicas em diferentes graus (Apovian, 2016), destes
fatores, estudos genéticos revelaram que variantes no gene MC4r desempenham um papel
significativo como uma das principais causas da obesidade monogénica em seres humanos
(Cone, 2006; Farooqi et al., 2003).

Muitos s3o os dados descritos em plataformas web para os genes e principais doencas
que afetam os individuos. Para este trabalho optou-se pela selecdo de duas plataformas de
dominio publico que agrupam as variantes descritas no National Library of Medicine e National
Center for Biotechnology Information. As analises se deram utilizando como chave de pesquisa
0 proprio gene, para que se obtivesse, de uma forma mais ampla, a cole¢do de dados. Para tanto
optou-se ainda pela aplicacdo do filtro missense, tendo em vista que grande parte das
plataformas para a andlise sdao voltadas a substituicdes de aminoacidos.

Em uma andlise primaria, conseguiu-se perceber que existe certa similaridade nos dados
das duas plataformas, extraindo-se 84 variantes missense no ClinVar e 350 no dbSNP, sendo
75 comuns nas duas plataformas. Para dar continuidade a pesquisa, foram selecionadas apenas
as variantes com significado clinico incerto e interpretagdes conflitantes, tendo em vista que
aquelas classificadas como patogénicas, provavelmente patogénicas, benignas ou
provavelmente benignas ja foram mais extensivamente estudadas e possuem metodologias
estabelecidas para sua classificagao.

As plataformas utilizadas para realizar a predicdo de substituigdes sao recursos de

curadoria e que auxiliam a interpretacao de variantes, permitindo assim que se possa construir
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um arquivo publico capaz de documentar as relagdes existentes entre as variantes gendmicas e
os fendtipos (Harrison et al., 2016). Outros estudos ja foram realizados com a finalidade de
analisar SNPs ndo-sindnimos em genes associados a obesidade (Patnaik et al., 2023), neste
estudo foram utilizados docking molecular e simulagdes para analisar a potencial capacidade
de ligacdo de trés polifenois naturais: acido rosmarinico, resveratrol e capsaicina. A ligagdo
dessas trés moléculas ndo foi afetada pelas mutagdes previstas.

Estudos semelhantes também foram realizados para a elucidacao dos efeitos de variantes
sindnimas (Zeng et al., 2021), este, permitiu a elabora¢do de um novo modelo (synVep) que se
baseia em aprendizado de maquina para a avaliagao do efeito de sSSNVs humanos. O synVep
nao se utiliza de dados de treinamento rotulados como doencas/deletérias, e sim sinais derivados
de sSNVs observados de projetos de sequenciamento.

Ainda, estudos desta natureza foram conduzidos em nosso laboratorio, o primeiro
relatando variantes do tipo missense em genes alvo com olhar voltado as mais relatadas no
Brasil (Bratti et al., 2023), os nsSNPs avaliados demonstraram efeitos significativos na estrutura
proteica e este estudo pode orientar o planejamento de experimentos de mutagénese
direcionados a detalhar os nsSNPs deletérios em genes centrais relacionados a obesidade; o
segundo estabelecendo relacdo de variantes genéticas relacionadas a ao receptor especifico e
sua ligagdo com farmaco, aferindo que abordagens personalizadas podem ser necessarias na
pratica ao considerar esses tratamentos (Knihs & Filippin-Monteiro, 2024).

A representacdo dos aminoacidos (Figuras 9 e 10 e Tabelas 5 e 6) nos mostra houve
variagdoes em todos os 20 aminoacidos e que ndo ha diferenca significativa entre eles antes e
apos a substituicao. Para um maior entendimento da patogenicidade das variantes selecionadas,
utilizou-se a plataforma PredictSNP para a selecdo das variantes de interesse, para tanto
optamos por um “filtro” ja utilizados em outras pesquisas de nosso grupo (Bratti et al., 2023;
Knihs & Filippin-Monteiro, 2024), estabelecendo que os resultados deletérios em mais de 50%
das plataformas seria o suficiente para considerarmos ela como deletéria/patogénica.

As ferramentas [-mutant2.0 e MuPro foram utilizados para avaliagdo do impacto na
estabilidade da proteina, através da analise da mudanga na energia livre, estabelecem o indice
de confiabilidade. Para as variantes do ClinVar, os resultados das plataformas foram similares
na maioria dos casos, apenas discordando em 3 das variantes (p.Ser295Pro, p.Ala259Val e
p.Tyr80Cys), ja para as variantes do dbSNP, ambas as plataformas forneceram corcordancia de
100% das analises, aferindo que h4a uma diminui¢@o na estabilidade da proteina.

A andlise da conservagdo evolutiva permitiu entender o quanto as variantes podem estar

em locais conservados da proteina, identificando de um modo mais facil as regides com maior
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papel na conservagdo. Em ambas as plataformas, dbSNP e ClinVar, obteve-se pontuagdes acima
de 5, indicando que as variantes selecionadas e analisadas eram realmente importantes tendo
em vista o estado de conservacao da proteina (Rubin & Ben-Tal, 2021).

As ultimas andlises realizadas tiveram como objetivo gerar o modelo do receptor, gerado
pela plataforma SwissModel, para realizar sua dockagem com o ligante, a setmelanotida. A
qualidade do modelo foi analisada utilizando plataformas distintas. Como uma forma de
produzir dados que corroborem a analise feita, tanto a plataforma ProSA-web, que realiza sua
interpretagdo por intermédio de analise e interpretacdo de dados, quanto a PROCHEK (gerada
na PDBSun), que verifica a qualidade estereoquimica da estrutura proteica, foram capazes de
assegurar que o modelo estd em boas qualidades para a analise do docking molecular.

A setmelanotida, farmaco que ja possui liberagao para comercializagdo pela associacao
Americana Food and Drug Administration (FDA) (Markham, 2021), foi analisada quanto ao
seu perfil ADMET. Pode-se verificar que ¢ um farmaco insoluvel, ndo sendo inibidor das
coenzimas observadas (CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6), apresentando
ainda baixa absorc¢ao intestinal. A mesma nao apresenta toxicidade para os 4 parametros vistos
(mutagenicidade, carcinogenicidade, lesdo hepatica induzida por drogas e sensibilizacao
cutanea).

Tendo a confirmacdo da qualidade do modelo e estrutura do ligante, analisou-se a
ligacdo entre ambos, sendo possivel determinar quais aminoacidos da estrutura proteica
estabelecem ligagdes de hidrogénio e ligagdes hidrofobicas com a Setmelanotida. Dos 16
aminoacidos que fazem ligagdo com o receptor (p.Leul97, p.Leu96, p.Leu265, p.Tyr268,
p.1le194, p. lle185, p. .I1le104, p.Thr118, p.Vall03, p.Thr101, p.Leu288, p.Phe284, p.lle129,
p.Leul33, p.Phe261 e p.Cys130), nenhum deles esté relacionado com os aminoacidos contidos
nas tabelas finais (Tabelas 7 em diante).

Avaliando os dados contidos na literatura (N. Heyder et al., 2019), percebe-se que
alguns dos aminoacidos que fazem ligagdo com o agonista alfa-MSH sao os mesmos que fazem
ligacdo com a setmelanotida (p.Leu288, p.Phe261 e p.Tyr268). Ainda que as variantes
analisadas e que apresentaram possiveis efeitos deletérios ndao estejam correlacionadas
diretamente com a ligacdo da setmelanotida ou alfa-MSH, ¢ necessario observar a sua

proximidade dos aminoécidos envolvidos.
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6 CONCLUSOES

Foram encontradas diversas variantes associadas ao MC4r, mas nem todas causam
efeitos deletérios na proteina;
Este estudo permitiu a redu¢do a uma lista especifica (Tabela 15) de variantes que
podem ser mais bem estudadas e compreendidas em termos de seus efeitos sobre a proteina
MCA4R;

Tabela 15 — Variantes identificadas como importantes pelas analises

Identificador Troca de aminoacido Plataforma
NM 005912.3(MC4R):c.929G>A (p.Arg310Lys) p.-Arg310Lys ClinVar
NM _005912.3(MC4R):c.914G>A (p.Arg305GIn) p-Arg305GIn ClinVar
NM 005912.3(MC4R):c.913C>T (p.Arg305Trp) p-Arg305Trp ClinVar
NM _005912.3(MC4R):c.890T>A (p.11e297Asn) p.1le297Asn ClinVar
NM_005912.3(MC4R):c.883T>C (p.Ser295Pro) p-Ser295Pro ClinVar
NM_005912.3(MC4R):c.880A>C (p.Asn294His) p-Asn294His ClinVar
NM_005912.3(MC4R):c.827A>G (p.Tyr276Cys) p.Tyr276Cys ClinVar
NM 005912.3(MC4R):c.815C>G (p.Pro272Arg) p.Pro272Arg ClinVar
NM _005912.3(MC4R):c.806T>A (p.1le269Asn) p.1le269Asn ClinVar
NM 005912.3(MC4R):c.776C>T (p.Ala259Val) p.Ala259Val ClinVar
NM _005912.3(MC4R):c.749T>A (p.Leu250GIn) p.Leu250GIn ClinVar
NM_005912.3(MC4R):c.677T>C (p.11e226Thr) p.11e226Thr ClinVar
NM 005912.3(MC4R):c.645G>A (p.Met215lle) p-Met2151le ClinVar
NM 005912.3(MC4R):c.239A>G (p.Tyr80Cys) p.Tyr80Cys ClinVar
NM 005912.3(MC4R):c.161T>C (p.Leu54Pro) p.Leu54Pro ClinVar
NP_005903.2:p.1le269Asn p.1le269Asn dbSNP
NP_005903.2:p.Val95Phe p.Val95Phe dbSNP
NP_005903.2:p.1le137Thr p.lle137Thr dbSNP
NP 005903.2:p.Phe82Leu p.Phe82Leu dbSNP
NP_005903.2:p.His76Arg p.His76Arg dbSNP
NP_005903.2:p.Met241Thr p-Met241Thr dbSNP
NP_005903.2:p.Met791le p-Met791le dbSNP
NP _005903.2:p.Ser190Gly p-Ser190Gly dbSNP
NP_005903.2:p.Ser139Arg p.Ser139Arg dbSNP
NP 005903.2:p.Gly252Asp p-Gly252Asp dbSNP

Fonte: elaborada pelo autor

As variantes analisadas ndo se encontram no local de ligacdo do ligante, como a
Setmelanotida, mesmo assim, sugere-se que a substituicdo de aminoacidos pode ser prejudicial
a fun¢do da proteina;

Estudos futuros focados na andlise dessas variantes especificas podem elucidar o nivel

de comprometimento do receptor MC4R e sua influéncia na conformacao da proteina;
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A compreensao detalhada das variantes do MC4r pode contribuir significativamente
para a regulagao de comportamentos alimentares ¢ desenvolvimento de terapias personalizadas
para a obesidade.

Esta pesquisa ressalta a importancia da andlise de variantes genéticas na abordagem
de medicina personalizada, oferecendo insights para intervengdes terapéuticas mais eficazes

baseadas no perfil genético individual.
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APENDICE A - DADOS EXTRAIDOS DA PLATAFORMA CLINVAR UTILIZANDO COMO PALAVRA DE BUSCA MC4R,

APLICANDO O FILTRO “MISSENSE”

Variacao

Troca de

. .. Condicao Significado Clinico
Localizacdo Aminoacido
NM 005912.3(MC4R):c.949A>T (p.lle317Phe) 1317F ) Obesidade Significado incerto
LIS COUURSE 9 o] Patogénico/Provavelmente
NM_005912.3(MC4R):c.947T>G (p.lle316Ser) 1316S quantitativo trago locus 20, g A
Obesidade patogenico
NM 005912.3(MC4R):c.935C>G (p.Thr312Ser) T312S nao fornecido Significado incerto
NM 005912.3(MC4R):c.929G>A (p.Arg310Lys) R310K Obesidade Significado incerto
Indice de massa corporal
NM 005912.3(MC4R):c.914G>A (p.Arg305GIn) R305Q quantitativo traco locus 20, Significado incerto
Obesidade
NM_005912.3(MC4R):¢.913C>T (p.Arg305Trp) R305W niio fornecido, Obesidade ST CoailEniEel
patogenicidade
NM _005912.3(MC4R):c.902T>C (p.1le301Thr) I301T ’ nao fornecido Provavelmente patogénico
B9 EB R Gl Patogénico/Provavelmente
NM 005912.3(MC4R):c.896C>A (p.Pro299His) P299H quantitativo traco locus 20, ndo & .
 fornecido, Obesidade patogenico
NM_005912.3(MC4R):c.895C>T (p.Pro299Ser) P299S e € mEss CopeE] Siurlifoado fnceris
quantitativo traco locus 20
NM_005912.3(MC4R):c.890T>A (p.11e297Asn) 1297N ndo especificado Significado incerto
Indice de massa corporal
NM 005912.3(MC4R):c.883T>C (p.Ser295Pro) S295P quantitativo traco locus 20, Significado incerto
Diabete monogénica
NM_005912.3(MC4R):c.880A>C (p.Asn294His) N294H ~ ndo especificado Significado incerto
NM_005912.3(MC4R):c.847C>T (p.His283Tyr) H283Y ;Ss;fﬁact‘fvgli‘:;socﬁfgzlo Significado incerto
NM 005912.3(MC4R):c.838T>C (p.Phe280Leu) F280L Obesidade Patogénico
NM_005912.3(MC4R):c.836G>A (p.Cys279Tyr) C279Y Obesidade Significado incerto
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890361/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14331/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1804514/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890917/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/524206/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/586138/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/945179/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36488/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1803912/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/447711/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/549550/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/447710/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339317/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492863/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890918/

NM 005912.3(MC4R):c.835T>C (p.Cys279Arg)

NM_005912.3(MC4R):c.827A>G (p.Tyr276Cys)

NM 005912.3(MC4R):c.821A>G (p.Asn274Ser)

NM 005912.3(MC4R):c.815C>G (p.Pro272Arg)
NM 005912.3(MC4R):c.812G>A (p.Cys271Tyr)

NM_005912.3(MC4R):c.811T>C (p.Cys271Arg)

NM_005912.3(MC4R):c.806T>A (p.1le269Asn)

NM_005912.3(MC4R):¢.779C>A (p.Pro260Gln)

NM_005912.3(MC4R):c.776C>T (p.Ala259Val)
NM 005912.3(MC4R):c.763G>A (p.Val2551le)
NM 005912.3(MC4R):c.757G>A (p.Val2531le)

NM_005912.3(MC4R):c.754G>A (p.Gly252Ser)

NM 005912.3(MC4R):c.751A>C (p.Ile251Leu)

NM 005912.3(MC4R):c.749T>A (p.Leu250GIn)

NM_005912.3(MC4R):c.719A>G (p.Asn240Ser)

C279R

Y276C

N274S

P272R
C271Y

C271R

1269N

P260Q

A259V
V2551
V2531

G2528

1251L

L250Q

N240S

indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20, ndo
especificado

nao fornecido, Obesidade

Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20,
Obesidade
Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20, ndo
fornecido
indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20, nao
especificado, ndo fornecido,
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Obesidade
nao fornecido
nao especificado, Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Diabete monogénica, indice de
massa corporal quantitativo trago
locus 20, ndo especificado,

Diabete monogénica, Obesidade

ndice de massa corporal
quantitativo traco locus 20,

Significado incerto

Significado incerto

Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade

Significado incerto

Patogénico
Patogénico/Provavelmente
patogénico

Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade
Provavelmente patogénico

Significado incerto
Significado incerto
Significado incerto

Significado incerto

Benigno/Provavelmente Benigno

Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade

Significado incerto
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1705372/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435827/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14324/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890919/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14329/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/372803/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36486/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976250/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/327712/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1321145/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492862/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1709503/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/218329/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/549551/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917432/

NM_005912.3(MC4R):c.691G>A (p.Gly231Ser)

NM_005912.3(MC4R):¢.677T>C (p.1le226Thr)
NM_005912.3(MC4R):c.656C>T (p.Ala219Val)

NM 005912.3(MC4R):c.655G>T (p.Ala219Ser)
NM_005912.3(MC4R):c.645G>A (p.Met215lle)
NM 005912.3(MC4R):c.631C>G (p.Leu211Val)

NM_005912.3(MC4R):c.606C>A (p.Phe202Leu)

NM _005912.3(MC4R):c.585C>G (p.Ile195Met)
NM_005912.3(MC4R):¢.549G>C (p.Leul83Phe)

NM_005912.3(MC4R):c.542G>A (p.Gly181Asp)
NM_005912.3(MC4R):¢.538T>C (p.Ser180Pro)

NM_005912.3(MC4R):¢c.523G>A (p.Alal75Thr)

NM_005912.3(MC4R):c.508A>G (p.Ile170Val)

NM_005912.3(MC4R):c.496G>A (p.Vall66lle)

NM_005912.3(MC4R):c.494G>A (p.Arg165GIn)

NM_005912.3(MC4R):c.493C>T (p.Argl65Trp)

NM_005912.3(MC4R):c.487G>A (p.Vall63Ile)

G231S

1226T
A219V

A219S
M2151
L211V

F202L

1195M
L183F

GI8ID
S180P

A175T

1170V

V166l

R165Q

R165W

V163l

Diabete monogénica, nao
fornecido
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20, ndo
fornecido
Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Obesidade
Obesidade
nao fornecido
Diabete monogénica, nao
especificado, nao fornecido,
nao especificado
Obesidade hereditéria
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20, nao
especificado, nao fornecido,
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20,
Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20, nao
fornecido
Doengas genéticas congénitas

Significado incerto

Significado incerto
Patogénico

Significado incerto
Significado incerto
Significado incerto
Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade
Significado incerto
Significado incerto

Provavelmente patogénico
Provavelmente patogénico
Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade
Patogénico

Patogénico

Patogénico/Provavelmente
patogénico

Patogénico/Provavelmente
patogénico

Significado incerto
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/995181/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36485/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14338/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890920/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/892153/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2096100/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36484/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/930151/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1328154/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976326/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36483/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14330/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14323/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/562224/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/327713/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1284736/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2485997/

NM_005912.3(MC4R):c.485C>T (p.Thr1621le)

NM_005912.3(MC4R):c.461C>T (p.Alal54Val)

NM_005912.3(MC4R):¢.449C>T (p.Thr1501Ile)

NM_005912.3(MC4R):c.437A>T (p.Asp146Val)

NM 005912.3(MC4R):c.422T>G (p.Leul41Arg)
NM_005912.3(MC4R):c.419T>C (p.Leul40Pro)
NM 005912.3(MC4R):c.410T>C (p.Ile137Thr)

NM._005912.3(MC4R):c.407C>T (p.Ser136Phe)

NM 005912.3(MC4R):c.380C>T (p.Serl27Leu)

NM_005912.3(MC4R):c.374 375inv (p.lle125Lys)

NM 005912.3(MC4R):c.373A>G (p.Ile125Val)
NM_005912.3(MC4R):c.368A>G (p.Asn123Ser)

NM _005912.3(MC4R):¢.335C>T (p.Thrl12Met)

NM 005912.3(MC4R):c.307G>A (p.Val103lle)
NM 005912.3(MC4R):c.305T>G (p.Ile102Ser)

NM_005912.3(MC4R):c.289A>G (p.Asn97Asp)
NM 005912.3(MC4R):c.281G>A (p.Ser94Asn)

T1621

Al154V

T150I

D146V

L14IR
L140P
1137T

S136F

S127L

1125V
N123S

T112M

V1031

11028

N97D
S94N

nao fornecido, indice de massa
corporal quantitativo trago locus
20
nao fornecido
Obesidade, autossomico
dominante, indice de massa
corporal quantitativo trago locus
20, nao fornecido,

Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Doengas genéticas congénitas
nao fornecido
nao fornecido
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20, ndo
fornecido, Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Obesidade
nao fornecido
ndo fornecido, indice de massa
corporal quantitativo trago locus
20, Obesidade
Diabete monogénica, Obesidade,
nao fornecido
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
nao fornecido

Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade

Significado incerto

Provavelmente patogénico

Significado incerto

Significado incerto
Significado incerto
Significado incerto

Patogénico
Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade
Patogénico

Significado incerto
Provavelmente Benigno

Interpretagdes conflitantes de
patogenicidade

Benigno
Patogénico

Patogénico

Provavelmente patogénico
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/499550/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2413010/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435829/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339323/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2265224/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2088159/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1712021/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976165/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14336/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14328/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/892156/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/790742/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/712327/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/218330/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14322/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14333/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/381723/

NM_005912.3(MC4R):c.272T>G (p.Met91Arg)
NM_005912.3(MC4R):¢.268G>A (p.Asp90Asn)

NM_005912.3(MC4R):¢c.258G>T (p.Leu86Phe)

NM 005912.3(MC4R):c.239A>G (p.Tyr80Cys)

NM_005912.3(MC4R):c.235A>G (p.Met79Val)
NM_005912.3(MC4R):c.227A>G (p.His76Arg)

NM 005912.3(MC4R):c.221A>T (p.Asn74lle)
NM_005912.3(MC4R):c.206T>G (p.Ile69Arg)

NM_005912.3(MC4R):c.185A>G (p.Asn62Ser)

NM_005912.3(MC4R):c.181G>A (p.Glu61Lys)

NM_005912.3(MC4R):c.172A>T (p.Ser58Cys)
NM 005912.3(MC4R):c.161T>C (p.Leu54Pro)
NM_005912.3(MC4R):c.148G>A (p.Val50Met)
NM_005912.3(MC4R):c.127C>A (p.Gln43Lys)

NM_005912.2(MC4R):c.110A>T (p.Asp37Val)

NM 005912.3(MC4R):c.[105C>A;110A>T]

MO91R
DI9ON

L86F

Y80C

M79V
H76R

N741
I69R

N62S

E61K

S58C
L54P
V50M
Q43K

D37V

Y35*, D37V

Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
ndo especificado, indice de massa
corporal quantitativo trago locus
20, nao fornecido
nao fornecido
ndo fornecido
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Obesidade, autossomico
dominante
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Obesidade, autossémico
dominante, indice de massa
corporal quantitativo trago locus
20, nao fornecido
Indice de massa corporal
quantitativo traco locus 20
Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20
Obesidade
Indice de massa corporal
quantitativo trago locus 20, nao
especificado, Obesidade
Obesidade

Provavelmente patogénico

Patogénico

Provavelmente patogénico

Significado incerto

Significado incerto
Significado incerto

Significado incerto
Patogénico

Patogénico

Patogénico/Provavelmente
patogénico

Patogénico
Significado incerto
Patogénico

Provavelmente patogénico

Interpretagdes conflitantes de

patogenicidade

Patogénico
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1693543/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1301992/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339319/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435830/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1356151/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2078431/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1803919/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/211442/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14334/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435831/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14321/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492861/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14320/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1693542/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14319/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917498/
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Indice de massa corporal

NM_005912.3(MC4R):c.53G>T (p.Argl8Leu) R18L quantitativo trago locus 20, ndo Significado incerto
fornecido
Indice de massa corporal
NM 005912.3(MC4R):c.31A>G (p.Thr11Ala) TI1A quantitativo traco locus 20, Significado incerto

Diabete monogénica
Indice de massa corporal
NM_005912.3(MC4R):c.14C>A (p.Thr5Asn) T5N quantitativo trago locus 20, Significado incerto
Diabete monogénica

A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutimico; F (Phe): Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina;
K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M (Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (Gln): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser): Serina; T (Thr): Treonina;
V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.

Fonte: elaborada pelo autor, utilizando os dados extraidos da plataforma ClinVar.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1500886/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917433/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917434/

APENDICE B — DADOS EXTRAIDOS DA PLATAFORMA DBSNP UTILIZANDO
COMO PALAVRA DE BUSCA MC4R, APLICANDO O FILTRO “MISSENSE”

ID da e Troca de
Variante Aminoacido
1s2229616 NP _005903.2:p.Vall103Ile V (Val) > 1 (Ile)
1513447325 NP 005903.2:p.Asp37Val D (Asp) > V (Val)

NP_005903.2:p.Asp37Gly D (Asp) > G (Gly)
NP 005903.2:p.Thr112Met T (Thr) > M (Met)
rs13447329
NP _005903.2:p.Thr112Arg T (Thr) > R (Arg)
1513447331 NP 005903.2:p.Serl27Leu S (Ser) > L (Leu)
NP _005903.2:p.Ser127Trp S (Ser) > W (Trp)
1513447332 NP 005903.2:p.Argl65Trp R (Arg) > W (Trp)
NP _005903.2:p.Argl65Gly R (Arg) > G (Gly)
rs13447333 NP _005903.2:p.Glyl181Asp G (Gly) > D (Asp)
NP_005903.2:p.Pro299Leu P (Pro) > L (Leu
1$52804924 NP:005903.2:112.Pr0299His P EProg > H((His§
rs52820871 NP _005903.2:p.1le251Leu [ (Ile) > L (Leu)
rs79783591 NP _005903.2:p.1le269Asn I (Ile) > N (Asn)
NP_005903.2:p.Val50Leu V (Val) > L (Leu
1s121913557 NP:OOS903.2:5.Va150Met v ((Val))> M ((Met))
rs121913558 NP _005903.2:p.Ser58Cys S (Ser) > C (Cys)
NP_005903.2:p.1le102Ser I (Tle) > S (Ser
rs121913559 NP:005903.2:g.Ile102Thr I ((Ile)) >T EThr))
NP _005903.2:p.Ile170Val I (Ile) > V (Val)
1s121913560  \1pT005903 2:p.dle170Len I (lle)> L (Lew)
rs121913561 NP 005903.2:p.Asn274Ser N (Asn) > S (Ser)
NP_005903.2:p.Cys271Phe C (Cys) > F (Phe)
15121913562 \p 005903.2:p.Cys271Tyr  C (Cys)> Y (Tyr)
rs121913563  NP_005903.2:p.Alal75Thr A (Ala) > T (Thr)
NP_005903.2:p.1le316Ser I (Ile) > S (Ser)
RIIRISE NP_005903.2:§.Ile3 16Asn  I(Ile)> N (Asn)
rs121913565 NP _005903.2:p.Asn97Asp N (Asn) > D (Asp)
rs121913566 NP _005903.2:p.Asn62Ser N (Asn) > S (Ser)
rs121913567  NP_005903.2:p.Ala219Val A (Ala) >V (Val)
rs138281308 NP _005903.2:p.Phe202Leu F (Phe) > L (Leu)
rs187152753 NP_005903.2:p.Val253Ile V (Val) > 1 (Ile)
rs193922685 NP _005903.2:p.Ser180Pro S (Ser) > P (Pro)
rs193922686 NP_005903.2:p.11e226Thr I (Ile) > T (Thr)
rs202228712 NP _005903.2:p.Asn240Ser N (Asn) > S (Ser)
1s368264587 NP _005903.2:p.Ser295Pro S (Ser) > P (Pro)
rs369841551 NP _005903.2:p.GInl56Lys  Q (GIn) > K (Lys)
rs370479598 NP_005903.2:p.Glu61Lys E (Glu) > K (Lys)
1s372794914 NP_005903.2:p.Thr11Ala T (Thr) > A (Ala)
rs376439188 NP_005903.2:p.Leu54Pro L (Leu) > P (Pro)
1s549442687 NP _005903.2:p.Arg305Trp R (Arg) > W (Trp)
rs747681609  NP_005903.2:p.Argl65GIn R (Arg) > Q (Gln)
rs748627503 NP 005903.2:p.Tyr276Cys Y (Tyr) > C (Cys)
5751160202 NP_005903.2:p.1le69Arg I (Ile) > R (Arg)

NP _005903.2:p.11e69Thr

1 (Ile) > T (Thr)



15752432398
rs756232889
15756424832

1s761982475
rs762825773

1765147772

15766665118

15768687497
rs772213710
15772393451

rs775382722

1s778685158

rs780671601
1s942758928
rs1049385311

rs1057517991
rs1250816750
rs1363347811

rs1368643838

rs1380965800
151429906794

rs1435358988

rs1555691402
151598932263
11915335064
rs1915337291
rs1915338291

rs1915344558

rs1915346892
rs2143966570
rs2143966795
rs2143967167
rs2143967182
rs2143967235
rs52834737
rs17848587
rs1016862
rs2282556
rs13447323

NP_005903.2:p.Thr5Ile

T (Thr) > I (Ile)

NP _005903.2:p.Thr5Asn T (Thr) > N (Asn)
NP 005903.2:p.Phe280Leu F (Phe) > L (Leu)
NP_005903.2:p.Val255Phe V (Val) > F (Phe)
NP_005903.2:p.Val255Ile V (Val) > 1 (Ile)
NP _005903.2:p.Asn123Ser N (Asn) > S (Ser)
NP _005903.2:p.Ala259Val A (Ala) >V (Val)
NP _005903.2:p.Asn294Asp N (Asn) > D (Asp)
NP_005903.2:p.Asn294His N (Asn) > H (His)

NP_005903.2:p.Thr150Ile T (Thr) > I (Ile)
NP_005903.2:p.Thr150Ser T (Thr) > S (Ser)
NP_005903.2:p.Met215lle M (Met) > I (Ile)

NP _005903.2:p.Ser94Asn S (Ser) > N (Asn)
NP _005903.2:p.Leu250GIn L (Leu) > Q (GIn)
NP _005903.2:p.Arg305Leu R (Arg) > L (Leu)
NP 005903.2:p.Arg305GIn R (Arg) > Q (GlIn)
NP_005903.2:p.Ile317Phe I (Ile) > F (Phe)

NP_005903.2:p.Ile317Val I (Ile) > V (Val)
NP_005903.2:p.Argl8Leu R (Arg) > L (Leu)

NP 005903.2:p.Argl8His R (Arg) > H (His)

NP_005903.2:p.Vall66lle V (Val) > 1 (Ile)

NP_005903.2:p.11e297Thr I (Ile) > T (Thr)
NP_005903.2:p.11e297Asn I (Ile) > N (Asn)
NP 005903.2:p.Cys271Arg C (Cys) > R (Arg)
NP_005903.2:p.His283Tyr H (His) > Y (Tyr)
NP 005903.2:p.Gly231Ser G (Gly) > S (Ser)

NP_005903.2:p.Tyr80Phe Y (Tyr) > F (Phe)

NP 005903.2:p.Tyr80Cys Y (Tyr) > C (Cys)
NP_005903.2:p.Ser136Phe S (Ser) > F (Phe)
NP 005903.2:p.Arg310Lys R (Arg) > K (Lys)
NP_005903.2:p.Pro260Leu P (Pro) > L (Leu)
NP _005903.2:p.Pro260GIn P (Pro) > Q (Gln)

NP_005903.2:p.Thr162lle T (Thr) > I (Ile)

NP _005903.2:p.Ile125Val I (Ile) > V (Val)

NP_005903.2:p.11e301Thr I (Ile) > T (Thr)
NP_005903.2:p.Cys279Tyr C (Cys) > Y (Tyr)
NP _005903.2:p.Pro272Arg P (Pro) > R (Arg)
NP 005903.2:p.Ala219Ser A (Ala) > S (Ser)
NP _005903.2:p.Ala219Ser A (Ala) > T (Thr)
NP_005903.2:p.Ile195Met I (Ile) > M (Met)
NP_005903.2:p.Leul83Phe L (Leu) > F (Phe)
NP _005903.2:p.Aspl46Val D (Asp) >V (Val)
NP _005903.2:p.Asp90Asn D (Asp) > N (Asn)

NP_005903.2:p.Leu86Phe L (Leu) > F (Phe)

NP_005903.2:p.Met79Val M (Met) >V (Val)

Mesclado ao rs2229616
Mesclado ao rs2229616

NP_005903.2:p.1le169Ser I (Tle) > S (Ser)

NP_005903.2:p.Gly98Arg G (Gly) > R (Arg)

NP_005903.2:p.Ser30Phe S (Ser) > F (Phe)
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rs13447326
rs13447327

rs13447328

rs13447330
rs13447334

rs13447335

rs13447336
rs13447337

rs62097821
rs74679969
rs76500026
rs138690991
rs140040360
rs141148170
rs142837166

15146099234

1s147000967
rs151102515
rs188384098
rs193213449
rs199558727
rs200771015
rs201736647
rs201813179
rs202029579
rs202081467
rs371201478
rs373881556
rs375095163
1s376773982
rs528415193

1s532750731

1s536312911
rs543153918
1s545718295
rs551371840
rs558155361
rs574333723
rs745919097
rs746393702
15746906443
15746959546
1s748913072
rs749070050

NP_005903.2:p.Pro78Leu
NP 005903.2:p.Ser94Arg
NP 005903.2:p.Val95Phe
NP_005903.2:p.Val95lle
NP_005903.2:p.1le121Thr
NP_005903.2:p.Pro230Leu
NP_005903.2:p.Ala244Val
NP_005903.2:p.Ala244Gly
NP_005903.2:p.Ala244Glu
NP_005903.2:p.Gly252Ser
NP_005903.2:p.1le317Ser
NP_005903.2:p.11e317Thr
NP_005903.2:p.Gly181Arg
NP_005903.2:p.Ala89Gly
NP_005903.2:p.Ala239Asp
NP 005903.2:p.Cys257Ser
NP_005903.2:p.Thr178Met
NP_005903.2:p.Thr531le
NP_005903.2:p.Arg7His
NP _005903.2:p.Ser4Phe
NP _005903.2:p.SerdTyr
NP_005903.2:p.Phe51Leu
NP_005903.2:p.1le137Thr
NP _005903.2:p.Phe82Leu
NP _005903.2:p.Tyr35Cys
NP 005903.2:p.His76Arg
NP_005903.2:p.Met241Thr
NP 005903.2:p.Ala227Thr
NP _005903.2:p.Pro275Ser
NP _005903.2:p.Leu207Val
NP_005903.2:p.His158Arg
NP 005903.2:p.Glu308Val
NP_005903.2:p.11e251Thr
NP _005903.2:p.Glu308Lys
NP_005903.2:p.Alal76Val
NP _005903.2:p.Vall45Ala
NP_005903.2:p.11e198Thr
NP _005903.2:p.1le198 Asn
NP_005903.2:p.Met791le
NP_005903.2:p.Ser190Gly
NP_005903.2:p.Leu31Phe
NP 005903.2:p.Ser139Arg
NP_005903.2:p.Gly252Asp
NP _005903.2:p.Gly238Ser
NP_005903.2:p.Ala27Thr
NP _005903.2:p.Val46Ala
NP_005903.2:p.Met161Thr
NP_005903.2:p.Ile137Val
NP_005903.2:p.Ile169Val
NP_005903.2:p.1le57Leu

P (Pro) > L (Leu)
S (Ser) > R (Arg)
V (Val) > F (Phe)
V (Val) > 1 (Ile)
[ (Ile) > T (Thr)
P (Pro) > L (Leu)
A (Ala) >V (Val)
A (Ala) > G (Gly)
A (Ala) > E (Glu)
G (Gly) > S (Ser)
I (Tle) > S (Ser)
I (Ile) > T (Thr)
G (Gly) >R (Arg)
A (Ala) > G (Gly)
A (Ala) > D (Asp)
C (Cys) > S (Ser)
T (Thr) > M (Met)
T (Thr) > I (Ile)
R (Arg) > H (His)
S (Ser) > F (Phe)
S (Ser) >Y (Tyr)
F (Phe) > L (Leu)
I (Ile) > T (Thr)
F (Phe) > L (Leu)
Y (Tyr) > C (Cys)
H (His) > R (Arg)
M (Met) > T (Thr)
A (Ala) > T (Thr)
P (Pro) > S (Ser)
L (Leu) >V (Val)
H (His) > R (Arg)
E (Glu) >V (Val)
I (Ile) > T (Thr)
E (Glu) > K (Lys)
A (Ala) >V (Val)
V (Val) > A (Ala)
I (Ile) > T (Thr)
I (Ile) > N (Asn)
M (Met) > I (Ile)
S (Ser) > G (Gly)
L (Leu) > F (Phe)
S (Ser) > R (Arg)
G (Gly) > D (Asp)
G (Gly) > S (Ser)
A (Ala) > T (Thr)
V (Val) > A (Ala)
M (Met) > T (Thr)
I (Ile) >V (Val)
I (Ile) >V (Val)
I (Ile) > L (Leu)
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rs749222637
rs749768113

1s749834711
rs749957300
15750396034

rs750835367
rs750959864

rs751428978

rs752031670
15752298997
1s752424263
15752660087

1s752820152

1s753796542

rs754205197
rs754227294

15754646857

rs754799513

rs755818059

rs756438149
1s758068983
rs758160499
1s758426526
rs759028574
1$759904803

rs760199460

rs760380326
1s761322927
rs761529157

1s761855498

15762251697

1s762757992
rs763327351
rs764197417
rs764575014

1s765201271

NP_005903.2:p.Leu247Met
NP_005903.2:p.Argl18Cys
NP 005903.2:p.Argl8Ser
NP_005903.2:p.Ser36Phe

NP _005903.2:p.Gly324Asp
NP_005903.2:p.Ile63Phe
NP_005903.2:p.Ser1711le
NP 005903.2:p.Ser171Asn
NP_005903.2:p.Phel52Ser
NP_005903.2:p.Gly238Val
NP_005903.2:p.Gly238Ala

NP_005903.2:p.Gly238Asp

NP_005903.2:p.Met200Val
NP_005903.2:p.Ile143Val
NP_005903.2:p.Ser270Phe
NP_005903.2:p.Pro260Ala
NP_005903.2:p.Ala234Val

NP_005903.2:p.Ala234Asp
NP _005903.2:p.Arg7Cys

NP 005903.2:p.Arg7Ser

NP_005903.2:p.Thr110Arg
NP 005903.2:p.Argl47Ser
NP_005903.2:p.Asp146His

NP 005903.2:p.Asp146Asn
NP_005903.2:p.Gly34Val
NP_005903.2:p.Gly34Ala
NP_005903.2:p.Gly34Asp
NP_005903.2:p.1le195Ser
NP_005903.2:p.11e195Thr
NP _005903.2:p.Ser1 71Gly
NP_005903.2:p.Ile102Val
NP_005903.2:p.11e291Ser
NP _005903.2:p.Arg236Cys
NP _005903.2:p.Leu263lle
NP_005903.2:p.Met208Ile
NP 005903.2:p.Asp298His

NP_005903.2:p.Asp298Asn
NP _005903.2:p.GIn273His
NP _005903.2:p.Gly38Arg

NP _005903.2:p.Thrl1lle

NP_005903.2:p.Alal54Val
NP _005903.2:p.Alal54Asp
NP_005903.2:p.Ala303Pro
NP_005903.2:p.Ala303Thr
NP _005903.2:p.Lys71Arg
NP_005903.2:p.Ser329Phe
NP_005903.2:p.Phe201Leu
NP _005903.2:p.Ser329Pro
NP_005903.2:p.Phe261Leu
NP_005903.2:p.Phe2611le

L (Leu) > M (Met)
R (Arg) > C (Cys)
R (Arg) > S (Ser)
S (Ser) > F (Phe)
G (Gly) > D (Asp)
I (Ile) > F (Phe)
S (Ser) > I (Ile)
S (Ser) > N (Asn)
F (Phe) > S (Ser)
G (Gly) >V (Val)
G (Gly) > A (Ala)
G (Gly) > D (Asp)
M (Met) >V (Val)
I (Ile) >V (Val)
S (Ser) > F (Phe)
P (Pro) > A (Ala)
A (Ala) >V (Val)
A (Ala) > D (Asp)
R (Arg) > C (Cys)
R (Arg) > S (Ser)
T (Thr) > R (Arg)
R (Arg) > S (Ser)
D (Asp) > H (His)
D (Asp) > N (Asn)
G (Gly) >V (Val)
G (Gly) > A (Ala)
G (Gly) > D (Asp)
[ (Ile) > S (Ser)
I (Ile) > T (Thr)
S (Ser) > G (Gly)
I (Ile) > V (Val)
I (Ile) > S (Ser)
R (Arg) > C (Cys)
L (Leu) > I (Ile)
M (Met) > I (Ile)
D (Asp) > H (His)
D (Asp) > N (Asn)
Q (GIn) > H (His)
G (Gly) >R (Arg)
T (Thr) > 1 (Ile)
A (Ala) >V (Val)
A (Ala) > D (Asp)
A (Ala) > P (Pro)
A (Ala) > T (Thr)
K (Lys) > R (Arg)
S (Ser) > F (Phe)
F (Phe) > L (Leu)
S (Ser) > P (Pro)
F (Phe) > L (Leu)
F (Phe) > 1 (Ile)
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rs765520842
rs765544256
rs765599719
rs765650289
1s765769471
rs766896933
rs768051051
rs768916374
1s769164724
rs769365891
1770469626
rs770874431

rs771382165

rs772131442
rs773076641
rs773199277
rs773217210

rs774123955

rs774600898
15774918906

15775043984

rs775933215
rs776032308

rs776051881

1s776267117
rs776520178
1s768806551
rs777389542

15777940806

1s778632018
rs779140402
15779658706
15780913404
1s868309222
rs905335629

1s926626133

1$939392402
rs940167950
1s954123325
rs960831118
15961394506
rs979837739
1s992193764
rs992501527

NP_005903.2:p.Leul5Phe
NP_005903.2:p.Met208Val
NP _005903.2:p.Vall1791le
NP _005903.2:p.Lys73Arg
NP_005903.2:p.Pro321Ser
NP_005903.2:p.Leu64lle
NP _005903.2:p.Tyr153Cys
NP _005903.2:p.Tyr157Ser
NP_005903.2:p.His14GIn
NP _005903.2:p.Arg220Ser
NP _005903.2:p.Ser25Arg
NP_005903.2:p.1le160Thr
NP_005903.2:p.Tyr80His
NP_005903.2:p.Tyr80Asn
NP _005903.2:p.Ser188Leu
NP_005903.2:p.Ala209Asp
NP_005903.2:p.1le185Val
NP 005903.2:p.Asn120Asp
NP _005903.2:p.Met215Arg
NP_005903.2:p.Met215Thr
NP_005903.2:p.Vall24lle
NP_005903.2:p.Leu304Phe
NP_005903.2:p.Met218Thr
NP 005903.2:p.Met218Lys
NP _005903.2:p.Asn72Ser
NP 005903.2:p.Tyr332His
NP_005903.2:p.Glu42GlIn
NP _005903.2:p.Glu42Lys
NP_005903.2:p.1le266Leu
NP 005903.2:p.Pro48Leu
NP_005903.2:p.Asp126Tyr
NP 005903.2:p.Tyr287Cys
NP_005903.2:p.Gly55Cys
NP_005903.2:p.Gly55Ser
NP_005903.2:p.Gly32Glu
NP 005903.2:p.11e235Thr
NP_005903.2:p.1le195Val
NP _005903.2:p.Leul33Val
NP_005903.2:p.Gly243Arg
NP_005903.2:p.His24Asn
NP _005903.2:p.Gly323Val
NP _005903.2:p.Gly323Glu
NP_005903.2:p.Gly323Arg
NP _005903.2:p.Ser306Asn
NP_005903.2:p.Ser36Thr
NP _005903.2:p.Leu229Pro
NP_005903.2:p.Val56Ala
NP _005903.2:p.Leul34Pro
NP_005903.2:p.Tyr320His
NP_005903.2:p.Met2811le

L (Leu) > F (Phe)
M (Met) >V (Val)
V (Val) > 1 (Ile)
K (Lys) > R (Arg)
P (Pro) > S (Ser)
L (Leu) > 1 (Ile)
Y (Tyr) > C (Cys)
Y (Tyr) > S (Ser)
H (His) > Q (Gln)
R (Arg) > S (Ser)
S (Ser) > R (Arg)
I (Ile) > T (Thr)
Y (Tyr) > H (His)
Y (Tyr) > N (Asn)
S (Ser) > L (Leu)
A (Ala) > D (Asp)
I (Ile) >V (Val)
N (Asn) > D (Asp)
M (Met) > R (Arg)
M (Met) > T (Thr)
V (Val) >1(1le)
L (Leu) > F (Phe)
M (Met) > T (Thr)
M (Met) > K (Lys)
N (Asn) > S (Ser)
Y (Tyr) > H (His)
E (Glu) > Q (GIn)
E (Glu) > K (Lys)
I (Ile) > L (Leu)
P (Pro) > L (Leu)
D (Asp) > Y (Tyr)
Y (Tyr) > C (Cys)
G (Gly) > C (Cys)
G (Gly) > S (Ser)
G (Gly) > E (Glu)
[ (Ile) > T (Thr)
I (Ile) >V (Val)
L (Leu) >V (Val)
G (Gly) >R (Arg)
H (His) > N (Asn)
G (Gly) >V (Val)
G (Gly) > E (Glu)
G (Gly) >R (Arg)
S (Ser) > N (Asn)
S (Ser) > T (Thr)
L (Leu) > P (Pro)
V (Val) > A (Ala)
L (Leu) > P (Pro)
Y (Tyr) > H (His)
M (Met) > 1 (Ile)
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rs1006923386
rs1009938037
rs1015296350
151029672666
rs1031819528
151044022939

rs1052798926

151056909320

rs1157101126
151157656544
rs1159323398
11163674339

rs1167880919

rs1169237373
rs1177551304
rs1181535625
rs1184375973
rs1184485471
rs1186281942
rs1190113963
rs1190636884
rs1191554117

rs1198759731

151205226959
rs1207320659
151207925887
rs1210126795

rs1213053983

rs1215552316
rs1217150149
151221641075
151228959826
151229770631
151230092433
151230316014

rs1253353185

rs1257532305
rs1261182695
1s1267063448

rs1270948834

rs1271243303
151284421361
rs1305445780

NP_005903.2:p.Ala244Thr
NP _005903.2:p.Thr5Ser
NP 005903.2:p.Asn72Lys
NP_005903.2:p.Gly324Ser
NP_005903.2:p.Cys293Gly
NP_005903.2:p.Ala259Thr
NP_005903.2:p.Ser210Phe
NP_005903.2:p.Ser210Cys
NP_005903.2:p.Met91 Thr
NP _005903.2:p.Met91Lys
NP_005903.2:p.Ala68Val
NP _005903.2:p.Thr312Ser
NP _005903.2:p.Trp174Cys
NP_005903.2:p.Val46lle
NP_005903.2:p.Ala27Val
NP_005903.2:p.Ala27Asp
NP_005903.2:p.Metllle
NP _005903.2:p.Alal192Gly
NP _005903.2:p.Tyr35His
NP 005903.2:p.Asn240Asp
NP _005903.2:p.Lys33GIn
NP 005903.2:p.Ser131Arg
NP_005903.2:p.Phe284Cys
NP 005903.2:p.Ser132Cys
NP_005903.2:p.Cys196Tyr
NP_005903.2:p.Ala70Val
NP_005903.2:p.Ala70Gly
NP 005903.2:p.His6Tyr
NP_005903.2:p.Ser12Pro
NP 005903.2:p.11e226Phe
NP_005903.2:p.Leu263Pro
NP _005903.2:p.Leu211Phe
NP _005903.2:p.Leu211Val
NP _005903.2:p.His76Tyr
NP_005903.2:p.Cys326Arg
NP 005903.2:p.Leu75Val
NP_005903.2:p.Aspl11Gly
NP _005903.2:p.Cys138Phe
NP_005903.2:p.Phe284Leu
NP_005903.2:p.Ser28lle
NP_005903.2:p.GIn156Arg
NP _005903.2:p.Gln156Pro
NP_005903.2:p.Lys314Thr
NP _005903.2:p.Asn120Ser
NP_005903.2:p.Lys73Asn
NP_005903.2:p.Gly55Val
NP_005903.2:p.Gly55Asp
NP _005903.2:p.Ser77Leu
NP_005903.2:p.Tyr332Cys
NP_005903.2:p.Val228Phe

A (Ala) > T (Thr)
T (Thr) > S (Ser)
N (Asn) > K (Lys)
G (Gly) > S (Ser)
C (Cys) > G (Gly)
A (Ala) > T (Thr)
S (Ser) > F (Phe)
S (Ser) > C (Cys)
M (Met) > T (Thr)
M (Met) > K (Lys)
A (Ala) >V (Val)
T (Thr) > S (Ser)
W (Trp) > C (Cys)
V (Val) > 1 (Ile)
A (Ala) >V (Val)
A (Ala) > D (Asp)
M (Met) > I (Ile)
A (Ala) > G (Gly)
Y (Tyr) > H (His)
N (Asn) > D (Asp)
K (Lys) > Q (Gln)
S (Ser) > R (Arg)
F (Phe) > C (Cys)
S (Ser) > C (Cys)
C (Cys) > Y (Tyr)
A (Ala) >V (Val)
A (Ala) > G (Gly)
H (His) > Y (Tyr)
S (Ser) > P (Pro)
I (Ile) > F (Phe)
L (Leu) > P (Pro)
L (Leu) > F (Phe)
L (Leu) > V (Val)
H (His) > Y (Tyr)
C (Cys) >R (Arg)
L (Leu) >V (Val)
D (Asp) > G (Gly)
C (Cys) > F (Phe)
F (Phe) > L (Leu)
S (Ser) > I (Ile)
Q (Gln) >R (Arg)
Q (GIn) > P (Pro)
K (Lys) > T (Thr)
N (Asn) > S (Ser)
K (Lys) > N (Asn)
G (Gly) >V (Val)
G (Gly) > D (Asp)
S (Ser) > L (Leu)
Y (Tyr) > C (Cys)
V (Val) > F (Phe)
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rs1310474452
rs1312173970
rs1316381133

rs1316550628

rs1320793661
151322814784
rs1326028718
151333658154
rs1341255215
151356210856
rs1356972268
151360504571
rs1367004987
rs1371133103
rs1373340959
151375424360

rs1378696771

rs1390568397
rs1391341935
rs1399007729
151403250146
rs1406378947
151408499850

rs1413495797

rs1420993856
rs1424513187
rs1426984702
151427649826

151428729829

rs1436534935
151439366696
151439634703
151449916142
rs1450471008

rs1453861734

rs1457910782
151457998784
rs1466456688
151467792237
rs1473006541

rs1474837484

151474963770
rs1479194121

NP_005903.2:p.Val228lle
NP _005903.2:p.Gly233Val
NP _005903.2:p.Met204Ile
NP _005903.2:p.Tyr302Phe
NP_005903.2:p.Leul55Phe
NP_005903.2:p.Leul55Val
NP _005903.2:p.Ser190Asn
NP_005903.2:p.Gly39Glu
NP _005903.2:p.Leu300Pro
NP_005903.2:p.Thr246Asn
NP_005903.2:p.Asp113Gly
NP_005903.2:p.Glu42Asp
NP_005903.2:p.Met1Val
NP_005903.2:p.Ala68Ser
NP_005903.2:p.Pro48Ser
NP 005903.2:p.Asn26Lys
NP _005903.2:p.Leu59Ser
NP 005903.2:p.Asn26Asp
NP_005903.2:p.Val278Leu
NP_005903.2:p.Val278Met
NP_005903.2:p.Met218Val
NP _005903.2:p.Leu286Trp
NP_005903.2:p.Phel184Leu
NP 005903.2:p.1le104Phe
NP_005903.2:p.Gly8Ala
NP 005903.2:p.Ala234Thr
NP_005903.2:p.Leu325Phe
NP _005903.2:p.Leu325Ile
NP _005903.2:p.Ser85Ile
NP _005903.2:p.Leu290GIn
NP_005903.2:p.Met218lle
NP 005903.2:p.Ser28Arg
NP _005903.2:p.Arg236Leu
NP _005903.2:p.Arg236His
NP_005903.2:p.Cys293Tyr
NP _005903.2:p.Leu60Phe
NP_005903.2:p.Val67Ala
NP 005903.2:p.Leul33Ser
NP 005903.2:p.Aspl13Asn
NP_005903.2:p.Val52Ala
NP_005903.2:p.Val52Glu
NP_005903.2:p.Tyr276His
NP_005903.2:p.Leu64Ser
NP_005903.2:p.Vall79Ala
NP_005903.2:p.Phe261Leu
NP_005903.2:p.Glu49Ala
NP_005903.2:p.Val95Gly
NP_005903.2:p.Val95Ala
NP_005903.2:p.Ala239Thr
NP_005903.2:p.Ala87Thr

V (Val) > 1 (Ile)
G (Gly) >V (Val)
M (Met) > I (Ile)
Y (Tyr) > F (Phe)
L (Leu) > F (Phe)
L (Leu) >V (Val)
S (Ser) > N (Asn)
G (Gly) > E (Glu)
L (Leu) > P (Pro)
T (Thr) > N (Asn)
D (Asp) > G (Gly)
E (Glu) > D (Asp)
M (Met) >V (Val)
A (Ala) > S (Ser)
P (Pro) > S (Ser)
N (Asn) > K (Lys)
L (Leu) > S (Ser)
N (Asn) > D (Asp)
V (Val) > L (Leu)
V (Val) > M (Met)
M (Met) >V (Val)
L (Leu) > W (Trp)
F (Phe) > L (Leu)
I (Ile) > F (Phe)
G (Gly) > A (Ala)
A (Ala) > T (Thr)
L (Leu) > F (Phe)
L (Leu) > 1 (Ile)
S (Ser) > I (Ile)
L (Leu) > Q (Gln)
M (Met) > I (Ile)
S (Ser) > R (Arg)
R (Arg) > L (Leu)
R (Arg) > H (His)
C (Cys) >Y (Tyr)
L (Leu) > F (Phe)
V (Val) > A (Ala)
L (Leu) > S (Ser)
D (Asp) > N (Asn)
V (Val) > A (Ala)
V (Val) > E (Glu)
Y (Tyr) > H (His)
L (Leu) > S (Ser)
V (Val) > A (Ala)
F (Phe) > L (Leu)
E (Glu) > A (Ala)
V (Val) > G (Gly)
V (Val) > A (Ala)
A (Ala) > T (Thr)
A (Ala) > T (Thr)
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rs1483418974

rs1485377383
rs1486192428
rs1486783810
rs1490702722
rs1568178531
rs1568178691
rs1598932101
rs1598932270
rs1598932297
rs1598932339
rs1598932350
rs1598932401
rs1776848958
rs1915332198
rs1915332337
rs1915333800
rs1915333915
rs1915334009
rs1915335645
rs1915336499
rs1915338812
rs1915339011
rs1915340159
rs1915340228
rs1915341130
rs1915341293
rs1915343133
rs1915343645
1s1915344125
rs1915345726
1s1915346066
rs1915346327
rs1915346710
rs1915347191
rs1915349380
rs1915351887
rs1915352198
rs1915352641
rs1915354506
rs1915355126
rs1915355549
rs1915355681
rs1915356272
rs1915357251
rs1915357319
rs1915357437
rs1915358632
rs1915358906

NP_005903.2:p.Gly34Cys
NP_005903.2:p.Gly34Arg
NP 005903.2:p.Leu221Pro
NP_005903.2:p.Met204Thr
NP_005903.2:p.His24Arg
NP_005903.2:p.Phe262Leu
NP_005903.2:p.Met2921le
NP_005903.2:p.Arg220Lys
NP _005903.2:p.Ser191Thr
NP_005903.2:p.Asn120Lys
NP _005903.2:p.Ser109Asn
NP_005903.2:p.Val93Gly
NP_005903.2:p.Asp90Gly
NP_005903.2:p.Val65Met
NP_005903.2:p.Thr105Ile
NP 005903.2:p.Arg331Lys
NP_005903.2:p.Ser330Ile
NP_005903.2:p.Glu315Asp
NP _005903.2:p.Lys314Glu
NP_005903.2:p.Phe313Leu
NP_005903.2:p.11e296Val
NP_005903.2:p.11e289Thr
NP_005903.2:p.1le269Val
NP 005903.2:p.His264Arg
NP _005903.2:p.Val256Phe
NP _005903.2:p.Val255Ala
NP_005903.2:p.1le249Val
NP 005903.2:p.Thr248Ala
NP_005903.2:p.Gly231Asp
NP 005903.2:p.Leu229Phe
NP _005903.2:p.Arg225Met
NP _005903.2:p.Met208Thr
NP _005903.2:p.Met204Leu
NP _005903.2:p.Met200Thr
NP_005903.2:p.1le198Val
NP _005903.2:p.Val193Ile
NP_005903.2:p.Ile173Met
NP _005903.2:p.1le151Thr
NP_005903.2:p.Tyr148His
NP_005903.2:p.Ile143Ser
NP 005903.2:p.Ser127Pro
NP_005903.2:p.Ilel121Leu
NP_005903.2:p.GIn115His
NP_005903.2:p.Alal14Val
NP 005903.2:p.Ser109Arg
NP _005903.2:p.Thr101Ser
NP_005903.2:p.Ser99Leu
NP_005903.2:p.Gly98Glu
NP _005903.2:p.Met911le
NP_005903.2:p.Val88Ala

G (Gly) > C (Cys)
G (Gly) >R (Arg)
L (Leu) > P (Pro)
M (Met) > T (Thr)
H (His) > R (Arg)
F (Phe) > L (Leu)
M (Met) > I (Ile)
R (Arg) > K (Lys)
S (Ser) > T (Thr)
N (Asn) > K (Lys)
S (Ser) > N (Asn)
V (Val) > G (Gly)
D (Asp) > G (Gly)
V (Val) > M (Met)
T (Thr) > I (Ile)
R (Arg) > K (Lys)
S (Ser) > I (Ile)
E (Glu) > D (Asp)
K (Lys) > E (Glu)
F (Phe) > L (Leu)
I (Ile) >V (Val)
I (Ile) > T (Thr)
I (Ile) > V (Val)
H (His) > R (Arg)
V (Val) > F (Phe)
V (Val) > A (Ala)
I (Ile) >V (Val)
T (Thr) > A (Ala)
G (Gly) > D (Asp)
L (Leu) > F (Phe)
R (Arg) > M (Met)
M (Met) > T (Thr)
M (Met) > L (Leu)
M (Met) > T (Thr)
I (Ile) >V (Val)
V (Val) > 1 (Ile)
I (Ile) > M (Met)
I (Ile) > T (Thr)
Y (Tyr) > H (His)
I (Ile) > S (Ser)
S (Ser) > P (Pro)
I (Ile) > L (Leu)
Q (GIn) > H (His)
A (Ala) >V (Val)
S (Ser) > R (Arg)
T (Thr) > S (Ser)
S (Ser) > L (Leu)
G (Gly) > E (Glu)
M (Met) > I (Ile)
V (Val) > A (Ala)
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rs1915359215  NP_005903.2:p.1le83Val I (Ile) >V (Val)
rs1915360985  NP_005903.2:p.Val65Glu V (Val) > E (Glu)
rs1915361645 NP 005903.2:p.Leu59Phe L (Leu) > F (Phe)
rs1915363184 NP _005903.2:p.Leud44Phe L (Leu) > F (Phe)
rs1915363909 NP 005903.2:p.Cys40Arg C (Cys) >R (Arg)
rs1915364068 NP _005903.2:p.Gly39Arg G (Gly) >R (Arg)
rs1915364294 NP 005903.2:p.Asp37Tyr D (Asp) > Y (Tyr)
rs1915365997  NP_005903.2:p.Ser25Arg S (Ser) > R (Arg)
rs1915367482 NP _005903.2:p.Met9Leu M (Met) > L (Leu)
rs1915368592 NP_005903.2:p.Ser4Ala S (Ser) > A (Ala)
1s2143965988 NP 005903.2:p.Phe284lle F (Phe) > I (Ile)
rs2143966455 NP_005903.2:p.Leu205GIn L (Leu) > Q (Gln)
rs2143966955 NP _005903.2:p.Asp122His D (Asp) > H (His)
rs2143967037 NP_005903.2:p.Ser109Gly S (Ser) > G (Gly)
rs2143967279 NP _005903.2:p.Ala70Thr A (Ala) > T (Thr)
rs2143967443  NP_005903.2:p.Cys40Tyr C (Cys)>Y (Tyr)
rs386510633 Mesclado ao rs1016862
rs386563534 Mesclado ao rs2282556
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A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspéartico; E (Glu): Acido Glutimico; F (Phe):
Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina; K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M
(Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (GIn): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser):

Serina; T (Thr): Treonina; V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.
Fonte: elaborada pelo autor, utilizando os dados extraidos da plataforma dbSNP.
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APENDICE C - REGRAS DE PONTUACAO DA PLATAFORMA CLINVAR

Significado Clinico

Regras de Pontuacio

Patogénico

Provavelmente Patogénico

Significado Incerto
Provavelmente Benigno

Benigno

1. 1 Muito Forte (PVS1) E

a.>1 Forte (PS1-PS4) OU

b. >2 Moderado (PM1-PM6) OU

c. 1 Moderado (PM1-PM6) E 1 Suporte (PP1-PP5) OU
d. >2 Suporte (PP1-PP5)

2.>2 Forte (PS1-PS4) OU

3. 1 Forte (PS1-PS4) E

a. >3 Moderado (PM1-PM6) OU

b. 2 Moderado (PM1-PM6) E >2 Suporte (PP1-PP5) OU
c. 1 Moderado (PM1-PM6) E >4 Suporte (PP1-PP5)

1. 1 Muito Forte (PVS1) E 1 Moderado (PM1-PM6) OU
2. 1 Forte (PS1-PS4) E 1-2 Moderado (PM1-PM6) OU
3. 1 Forte (PS1-PS4) E >2 Suporte (PP1-PP5) OR

4. >3 Moderado (PM1-PM6) OU

5.2 Moderado (PM1-PM6) E >2 Suporte (PP1-PP5) OU
6. 1 Moderado (PM1-PM6) E >4 Suporte (PP1-PP5)

As variantes devem ser classificadas como de significancia incerta se outros critérios ndo forem atendidos ou se
0s critérios para benigno e patogénico forem contraditorios
1. 1 Forte (BS1-BS4) E 1 Suporte (BP1-BP7) OU

2. >2 Suporte (BP1-BP7)

1. 1 Independente (BA1) OU

2. >2 Forte (BS1-BS4)

Fonte: adaptado de RICHADS
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APENDICE D — CLASSIFICACAO DE PATOGENICIDADE DA PLATAFORMA CLINVAR

Evidéncia de

Patogenicidade e LU
Variante nula (nonsense, frameshift, candnico +/-1 ou 2 locais de splicing, cédon de iniciagao,
Muito Forte PVS1 delecdo de um ou vérios éxons) em um gene onde a perda de funcdo (LOF) é um mecanismo
conhecido da doenga
PS] Mesma alteracdo de aminodcidos que uma variante patogénica previamente estabelecida,
independentemente da alteragdao de nucleotideo
PS) De novo (maternidade e paternidade confirmadas) em paciente com a doenga e sem histérico
Forte orzal . . .. . e
PS3 Estudos func1opa1s bem estabelecidos in vitro ou in vivo que suportam um efeito prejudicial no gene
ou produto génico
PS4 A prevaléncia dE.l variante em individuos afetados € significativamente aumentada em comparagao
com a prevaléncia em controles
PMI Logalizado em um hot spot mutacional e/ou dominio funcional critico e bem estabelecido sem
variagao benigna
Ausente dos controles (ou em frequéncia extremamente baixa se recessivo) em Exome Sequencing
PM2 i
Project, 1000 Genomes ou ExAC
Moderada PM3 Para distarbios recesgivos, detectado,s em tre}ns com uma VqrianteNpatogénica o
PM4 Muda}ngas no c.omprlmento da proteina devido a dele¢des/inser¢cdes no quadro em uma regiao nao
repetida ou variantes de stop-loss
PM5 Nova mudanga Qe sentido errado em um rejsic'iuo de aminoacido onde uma mudanga de sentido
diferente determinada como patogénica ja foi vista antes
PM6 Assumida de novo, mas sem confirmag¢ao de paternidade ¢ maternidade
PP1 Co-seg?egagﬁo com doenga em varios membros da familia afetados em um gene definitivamente
conhecido por causar a doenga
PP2 Var'iante missense em um gene que tem uma baixa taxa de variagdo missense benigna e onde
variantes missense sa0 um mecanismo comum de doenga
Suporte 1es . A - . . L
PP3 Mul.tlplas linhas de evidéncia (.zomputamonal.spportam um efeito deletério no gene ou produto
génico (conservacao, evolugdo, impacto de splicing, etc)
PP4 O fendtipo ou historia familiar do paciente € altamente especifico para uma doenga com uma

unica etiologia genética
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Fonte respeitavel relata recentemente variante como patogénica, mas a evidéncia nao esta disponivel

PP5 . . S
para o laboratdrio realizar uma avaliagdo independente

Fonte: adaptado de RICHARDS.



APENDICE E - DADOS EXTRAIDOS DA PLATAFORMA CLINVAR CONSIDERADOS COM “SIGNIFICADO INCERTO” OU
COM “INTERPRETACOES CONFLITANTES DE PATOGENICIDADE”

Variacio PredictSNP MAPP PhD-SNP PP-1 PP-2 SIFT SNAP
NM 005912.3(MC4R):c.949A>T 63% 41% 73% 67% 74% 70% 61%
(p.Ile317Phe) N D D N N N N
NM 005912.3(MC4R):c.935C>G 72% 76% 58% 59% 63% 53% 59%
(p.Thr312Ser) D D N D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.929G>A 87% 56% 77% 74% 81% 79% 72%
(p.Arg310Lys) D D D D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.914G>A 87% 86% 88% 74% 65% 79% 85%
(p.Arg305Gln) D D D D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.913C>T 87% 66% 61% 74% 81% 79% 85%
(p-Arg305Trp) D D D D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.895C>T 87% 72% 82% 59% 68% 79% 81%
(p.Pro299Ser) D D D D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.890T>A 87% 78% 68% 59% 68% 79% 72%
(p.11e297Asn) D D D D D D D
NM _005912.3(MC4R):c.883T>C 87% 86% 88% 59% 40% 79% 72%
(p-Ser295Pro) D D D D D D D
NM_005912.3(MC4R):c.880A>C 87% T7% 86% 67% 55% 79% 62%
(p.Asn294His) D D D N D D D
NM_005912.3(MC4R):c.847C>T 87% 73% 55% 67% 79% T7% 61%
(p-His283Tyr) N N N N N N N
NM 005912.3(MC4R):c.836G>A 87% 77% T7% 74% 81% 79% 85%
(p.Cys279Tyr) D D D D D D D
NM_005912.3(MC4R):c.835T>C 87% 88% 86% 59% 54% 46% 85%
(p.Cys279Arg) D D D D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.827A>G 72% 68% 58% 74% 68% 79% 85%
(p.Tyr276Cys) D N D D D D D
NM 005912.3(MC4R):c.821A>G 74% 65% 68% 67% 40% 61% 50%

(p.Asn274Ser) N N N N D N N


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890361/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890361/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1804514/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1804514/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890917/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890917/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/524206/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/524206/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/586138/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/586138/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1803912/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1803912/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/447711/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/447711/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/549550/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/549550/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/447710/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/447710/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339317/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339317/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890918/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890918/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1705372/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1705372/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435827/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435827/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14324/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14324/

NM _005912.3(MC4R):c.815C>G
(p-Pro272Arg)
NM_005912.3(MC4R):c.806T>A
(p.Ile269Asn)

NM _005912.3(MC4R):c.776C>T
(p.Ala259Val)
NM_005912.3(MC4R):c.763G>A
(p.Val255Ile)

NM _005912.3(MC4R):c.757G>A
(p.Val253Ile)

NM 005912.3(MC4R):c.754G>A
(p.Gly252Ser)

NM 005912.3(MC4R):c.749T>A
(p-Leu250GIn)

NM 005912.3(MC4R):c.719A>G
(p-Asn240Ser)
NM_005912.3(MC4R):c.691G>A
(p.Gly231Ser)

NM 005912.3(MC4R):c.677T>C
(p.11e226Thr)

NM 005912.3(MC4R):c.655G>T
(p.Ala219Ser)

NM _005912.3(MC4R):c.645G>A
(p-Met2151le)

NM _005912.3(MC4R):c.631C>G
(p.Leu211Val)

NM 005912.3(MC4R):c.606C>A
(p.Phe202Leu)
NM_005912.3(MC4R):c.585C>G
(p.Ile195Met)

NM _005912.3(MC4R):c.549G>C
(p.Leul83Phe)

87%

87%

76%

83%

74%

72%

87%

83%

83%

87%

61%

61%

61%

83%

52%

63%

88%

75%

91%

T7%

64%

57%

78%

85%

74%

86%

82%

77%

84%

79%

59%

64%

77%

61%

88%

89%

68%

68%

82%

72%

51%

59%

86%

58%

66%

58%

68%

82%

T4%

59%

67%

67%

67%

67%

59%

67%

67%

59%

67%

67%

67%

67%

67%

67%
N

63%

47%

56%

75%

40%

68%

81%

87%

64%

60%

60%

65%

60%

79%

41%

40%

79%

79%

79%

90%

76%

79%

79%

90%

1%

79%

79%

79%

79%

77%

46%

61%
N

85%

62%

56%

71%

71%

62%

72%

55%

67%

72%

61%

85%

56%

50%

56%

67%
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890919/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890919/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36486/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36486/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/327712/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/327712/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1321145/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1321145/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492862/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492862/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1709503/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1709503/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/549551/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/549551/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917432/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917432/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/995181/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/995181/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36485/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36485/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890920/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/890920/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/892153/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/892153/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2096100/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2096100/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36484/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/36484/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/930151/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/930151/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1328154/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1328154/

NM_005912.3(MC4R):c.523G>A
(p.Alal75Thr)
NM_005912.3(MC4R):c.487G>A
(p.Vall63lle)
NM_005912.3(MC4R):c.485C>T
(p-Thr162Ile)

NM _005912.3(MC4R):c.461C>T
(p.Alal54Val)
NM_005912.3(MC4R):c.437A>T
(p.Aspl46Val)

NM 005912.3(MC4R):c.422T>G
(p.Leul41Arg)

NM 005912.3(MC4R):c.419T>C
(p.Leul40Pro)

NM 005912.3(MC4R):c.410T>C
(p.Ile137Thr)
NM_005912.3(MC4R):c.380C>T
(p.Ser127Leu)
NM_005912.3(MC4R):c.373A>G
(p.Ile125Val)

NM 005912.3(MC4R):c.335C>T
(p.Thr112Met)

NM _005912.3(MC4R):c.239A>G
(p.Tyr80Cys)

NM _005912.3(MC4R):c.235A>G
(p-Met79Val)

NM _005912.3(MC4R):c.227A>G
(p.His76Arg)

NM 005912.3(MC4R):c.221A>T
(p.Asn74lle)

NM 005912.3(MC4R):c.161T>C
(p.Leu54Pro)

83%

83%

87%

87%

87%

61%

87%

76%

63%

65%

74%

87%

72%

76%

87%

87%

64%

85%

88%

62%

77%

91%

88%

86%

65%

56%

43%

82%

91%

92%

77%

88%

68%

78%

88%

88%

88%

88%

86%

55%

72%

89%

72%

86%

73%

73%

61%

88%

67%

67%

59%

74%

74%

59%

59%

59%

59%

67%

67%

74%

67%

74%

74%

59%
D

2%

75%

65%

68%

81%

56%

81%

50%

54%

68%

72%

81%

47%

68%

68%

81%

90%

66%

79%

79%

79%

65%

79%

79%

68%

45%

65%

79%

79%

79%

79%

79%
D

T1%

67%

62%

62%

85%

50%

85%

56%

58%

61%

T7%

62%

72%

58%

56%

81%
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14330/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14330/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2485997/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2485997/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/499550/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/499550/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2413010/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2413010/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339323/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1339323/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2265224/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2265224/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2088159/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2088159/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1712021/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1712021/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14336/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14336/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/892156/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/892156/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/712327/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/712327/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435830/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/435830/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1356151/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1356151/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2078431/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/2078431/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1803919/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1803919/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492861/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/492861/

NM _005912.2(MC4R):c.110A>T 63% 59% 73% 67% 76% 66% 50%
(p.Asp37Val) N D D N N N N
NM 005912.3(MC4R):c.53G>T 83% 79% 68% 67% 87% 82% 58%
(p-Argl8Leu) N N N N N N N
NM 005912.3(MC4R):c.31A>G 83% 70% 78% 67% 87% 87% 67%
(p-Thrl1Ala) N N N N N N N
NM 005912.3(MC4R):c.14C>A 83% 83% 67% 70% 76% 67%
(p.Thr5Asn) N i N N N N N
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A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutdmico; F (Phe): Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile): Isoleucina; K

(Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M (Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (Gln): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser): Serina; T (Thr): Treonina; V

(Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.
Fonte: elaborada pelo autor, utilizando dados extraidos da plataforma PredictSNP.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14319/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/14319/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1500886/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1500886/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917433/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917433/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917434/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/917434/

APENDICE F - DADOS EXTRAIDOS DA PLATAFORMA PREDICTSNP DAS VARIANTES CONSIDERADAS COM
“SIGNIFICADO INCERTO” OU COM “INTERPRETACOES CONFLITANTES DE PATOGENICIDADE”.

Variagio PredictSNP MAPP____ PhD-SNP PP-1 PP-2 SIFT SNAP
NP_005903.2:p.Thr112Met 741‘;% 4%% 712\;%) 6;‘]% 7%\‘1% 615\;% 717\}%
NP_005903.2:p.Thr112Arg o 8% 1% 2 ez 5% 56%
NP_005903.2:p.11e269Asn 8;;% 7% 1% 2 e 9% 625

NP_005903.2:p. Val2531le b o 08% 7% 0t 76% 1%
NP_005903.2:p.11e226Thr ST 6% 3% 22 s 9% 2%
NP_005903.2:p.Asn240Ser 8';% 8;’ % 7%\;% 6;‘1’/0 8;}% 9?\;%) 5;}@
NP_005903.2:p.Ser295Pro 8;% 816)% 8?)" & 5?)% 4(1))% 7?)% 7%)%
NP_005903.2:p.Thrl1Ala 8?\;%’ 7(11;% 7?\;% 6;‘]% 8;‘1% 817\;% 6;}%
NP_005903.2:p.Leu54Pro 8;% 8%" /o 8?)% 5?)% 8%)% 7?)% 8 })%
NP 005903.2:p.Tyr276Cys 7%% 6§ /o 5%’ % 7‘;;)/0 6%% 7]9)% 8]5)%
NP_ 005903 .2:p.Thr51le 7;;% ] 6§ % 5%% 7(1)\‘1’/0 7?\;% 6 11\;%
NP_005903.2:p. Thr5Asn 8;;%’ ) 811‘3\;% 6;‘;/0 7 (I)\‘I% 7 ?\(1% 6;}%
NP_005903.2:p.Val255Phe 6;}% 616\;% 7%" % 5%% 7?\}% 7 i;% 6 11\;%
83% 77% 89% 67% 75% 90% 71%

NP_005903.2:p.Val255Ile N N N N N N N



NP_005903.2:p.Asn123Ser
NP_005903.2:p.Ala259Val
NP_005903.2:p.Asn294Asp
NP_005903.2:p.Asn294His
NP_005903.2:p.Thr150Ile
NP_005903.2:p.Thr150Ser
NP_005903.2:p.Met215Ile
NP _005903.2:p.Arg305Leu
NP_005903.2:p.Arg305GIn
NP_005903.2:p.1le317Phe
NP_005903.2:p.Ile317Val
NP _005903.2:p.Argl8Leu
NP_005903.2:p.Argl18His
NP_005903.2:p.11e297Thr
NP_005903.2:p.11e297Asn

NP _005903.2:p.His283Tyr

60%

76%

76%

72%

87%

74%

61%

87%

87%

63%

75%

83%

83%

65%

87%

83%

63%

91%

84%

77%

88%

T4%

T7%

T7%

66%

41%

43%

79%

76%

77%

78%

73%

83%

88%

88%

86%

82%

51%

58%

86%

61%

73%

89%

68%

72%

68%

68%

55%

67%

67%

67%

67%

74%

67%

67%

74%

74%

67%

67%

67%

67%

59%

59%

67%
N

43%

56%

68%

55%

81%

50%

65%

81%

81%

74%

79%

87%

87%

47%

68%

79%
N

79%

79%

79%

79%

79%

71%

79%

79%

79%

70%

82%

82%

82%

46%

79%

77%
N

55%

56%

89%

62%

56%

T7%

85%

72%

85%

61%

67%

58%

83%

56%

72%

61%
N

92



NP_005903.2:p.Gly231Ser
NP_005903.2:p.Tyr80Phe
NP _005903.2:p.Tyr80Cys

NP _005903.2:p.Arg310Lys
NP_005903.2:p.Ile125Val

NP _005903.2:p.Cys279Tyr

NP _005903.2:p.Pro272Arg
NP _005903.2:p.Ala219Ser

NP_005903.2:p.Ala219Thr
NP_005903.2:p.Ile195Met

NP_005903.2:p.Leul83Phe

NP_005903.2:p.Asp146Val
NP_005903.2:p.Met79Val
NP_005903.2:p.Ile169Ser
NP _005903.2:p.Gly98Arg

NP _005903.2:p.Ser30Phe

83%

76%

87%

87%

65%

87%

87%

61%

87%

52%

63%

87%

72%

63%

76%

75%

74%

82%

82%

56%

56%

T7%

88%

82%

88%

59%

64%

77%

91%

65%

88%

64%

51%

61%

86%

77%

89%

77%

T7%

86%

88%

68%

82%

88%

73%

55%

73%

73%

67%

74%

74%

74%

67%

74%

74%

67%

74%

67%

67%

74%

67%

59%

59%

67%
N

64%

81%

81%

81%

68%

81%

63%

60%

68%

41%

40%

81%

47%

2%

40%

76%
N

71%

79%

79%

79%

45%

79%

79%

79%

79%

46%

61%

79%

79%

53%

53%

65%
N

67%

58%

62%

72%

61%

85%

85%

61%

81%

56%

67%

85%

72%

55%

55%

50%
N

93



NP _005903.2:p.Pro78Leu
NP_005903.2:p.Ser94Arg
NP_005903.2:p.Val95Phe
NP _005903.2:p.Val95lle
NP _005903.2:p.1le121Thr
NP_005903.2:p.Pro230Leu
NP_005903.2:p.Ala244Val
NP_005903.2:p.Ala244Gly
NP_005903.2:p.Ala244Glu
NP_005903.2:p.Gly252Ser
NP_005903.2:p.Ile317Ser
NP_005903.2:p.11e317Thr
NP_005903.2:p.Gly181Arg
NP_005903.2:p.Ala89Gly
NP _005903.2:p.Ala239Asp

NP _005903.2:p.Cys257Ser

87%

87%

72%

83%

60%

87%

76%

87%

87%

72%

72%

61%

87%

61%

72%

76%

86%

88%

48%

77%

72%

72%

88%

88%

T7%

57%

63%

72%

88%

64%

92%

77%

59%

7%

73%

78%

72%

82%

86%

88%

86%

68%

59%

72%

77%

88%

73%

88%

74%

59%

59%

67%

67%

74%

59%

74%

74%

67%

59%

59%

59%

67%

74%

67%

81%

81%

61%

64%

87%

50%

65%

81%

81%

68%

61%

41%

65%

54%

70%

81%
D

79%

79%

53%

68%

53%

53%

53%

79%

79%

79%

79%

79%

79%

79%

53%

79%
D

2%

89%

56%

67%

56%

72%

55%

85%

2%

62%

56%

50%

81%

56%

81%

85%
D

94



NP_005903.2:p.Thr178Met
NP_005903.2:p.Thr531le
NP _005903.2:p.Arg7His
NP_005903.2:p.Ser4Phe
NP_005903.2:p.Ser4Tyr

NP_005903.2:p.Phe51Leu
NP_005903.2:p.1le137Thr
NP_005903.2:p.Phe82Leu
NP _005903.2:p.Tyr35Cys
NP_005903.2:p.His76Arg

NP_005903.2:p.Met241Thr

NP_005903.2:p.Ala227Thr

NP_005903.2:p.Pro275Ser

NP _005903.2:p.Leu207Val

NP _005903.2:p.His158Arg

NP_005903.2:p.Glu308Val

55%

74%

83%

71%

60%

61%

76%

60%

63%

76%

51%

75%

60%

60%

61%

87%

59%

75%

T7%

86%

66%

65%

92%

78%

57%

41%

77%

92%

92%

73%

51%

72%

72%

72%

73%

55%

61%

77%

73%

55%

55%

45%

66%

82%

82%

67%

59%

67%

67%

74%

67%

59%

67%

74%

74%

67%

67%

67%

67%

67%

74%

40%

76%

87%

74%

63%

65%

50%

63%

61%

68%

61%

61%

47%

47%

55%

81%
D

45%

75%

90%

79%

79%

79%

79%

46%

74%

79%

79%

65%

46%

43%

79%

79%
D

61%

T1%

(o)

92

N N
O Qs Z 27
XRTXRTXTITR

(92

55%

z

61%

5
ZO\OZ

85%

58%

55%

50%

55%

81%
D

95



NP_005903.2:p.11e251Thr
NP_005903.2:p.Glu308Lys
NP_005903.2:p.Alal76Val
NP_005903.2:p.Vall45Ala
NP _005903.2:p.11e198Thr
NP_005903.2:p.I1le198 Asn
NP_005903.2:p.Met791le
NP_005903.2:p.Ser190Gly
NP_005903.2:p.Leu31Phe
NP _005903.2:p.Ser139Arg
NP _005903.2:p.Gly252Asp
NP_005903.2:p.Gly238Ser
NP_005903.2:p.Ala27Thr
NP_005903.2:p.Val46Ala
NP _005903.2:p.Met161Thr

NP_005903.2:p.1le137Val

61%

87%

74%

63%

63%

87%

87%

52%

83%

61%

87%

83%

83%

51%

87%

63%

84%

T7%

68%

62%

64%

T7%

T7%

51%

75%

82%

88%

85%

76%

77%

63%

72%

66%

86%

59%

82%

68%

77%

T7%

61%

58%

86%

68%

51%

66%

68%

68%

83%

59%

74%

67%

67%

59%

59%

74%

67%

67%

59%

59%

67%

67%

67%

74%

67%
N

43%

81%

74%

68%

71%

45%

59%

71%

79%

56%

81%

73%

75%

54%

56%

61%
N

79%

79%

76%

70%

79%

79%

79%

46%

78%

67%

79%

76%

68%

79%

79%

53%
D

55%

81%

58%

67%

55%

72%

72%

62%

83%

50%

2%

50%

67%

55%

62%

55%
N

96



NP_005903.2:p.Ile169Val
NP_005903.2:p.1le57Leu
NP_005903.2:p.Leu247Met
NP_005903.2:p.Argl8Cys
NP _005903.2:p.Argl8Ser
NP_005903.2:p.Ser36Phe
NP _005903.2:p.Gly324Asp
NP_005903.2:p.Ile63Phe
NP_005903.2:p.Ser1711Ile
NP _005903.2:p.Ser171Asn
NP_005903.2:p.Phel52Ser
NP_005903.2:p.Gly238Val
NP_005903.2:p.Gly238Ala
NP_005903.2:p.Gly238Asp
NP _005903.2:p.Met200Val

NP_005903.2:p.Ile143Val

83%

75%

87%

63%

83%

63%

75%

51%

65%

63%

61%

63%

83%

63%

63%

55%

74%

76%

72%

77%

76%

65%

56%

63%

77%

T7%

51%

65%

65%

66%

72%

83%

68%

68%

58%

78%

77%

61%

82%

51%

51%

51%

68%

68%

59%

73%

66%

67%

67%

74%

74%

67%

67%

67%

67%

59%

67%

74%

67%

67%

67%

67%

67%

87%

87%

81%

40%

87%

74%

74%

68%

87%

73%

81%

74%

79%

2%

87%

50%
D

70%

71%

79%

70%

78%

53%

76%

79%

53%

79%

79%

78%

79%

75%

61%

45%
D

T1%

T1%

81%

55%

71%

58%

50%

61%

1%

2Rz
—_
IR

N

61%

81%

58%

56%
D

97



NP_005903.2:p.Ser270Phe
NP_005903.2:p.Pro260Ala
NP_005903.2:p.Ala234Val
NP_005903.2:p.Ala234Asp
NP_005903.2:p.Arg7Cys
NP _005903.2:p.Arg7Ser
NP_005903.2:p.Thr110Arg
NP _005903.2:p.Argl47Ser
NP_005903.2:p.Asp146His
NP _005903.2:p.Aspl46Asn
NP _005903.2:p.Gly34Val
NP_005903.2:p.Gly34Ala
NP_005903.2:p.Gly34Asp
NP_005903.2:p.Ile195Ser
NP_005903.2:p.11e195Thr

NP _005903.2:p.Serl71Gly

63%

87%

74%

55%

55%

75%

83%

87%

87%

87%

75%

83%

63%

61%

65%

83%

2%

T7%

70%

48%

65%

T7%

T7%

77%

74%

71%

48%

66%

76%

70%

51%

61%

59%

73%

51%

78%

51%

88%

88%

88%

45%
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NP_005903.2:p.1le102Val
NP_005903.2:p.11e291Ser
NP_005903.2:p.Arg236Cys
NP _005903.2:p.Leu263lle
NP_005903.2:p.Met208Ile
NP_005903.2:p.Asp298His
NP _005903.2:p.Asp298Asn
NP_005903.2:p.GIn273His
NP _005903.2:p.Gly38Arg
NP _005903.2:p.Thrl1Ile
NP_005903.2:p.Alal54Val
NP_005903.2:p.Alal54Asp
NP_005903.2:p.Ala303Pro
NP_005903.2:p.Ala303Thr
NP _005903.2:p.Lys71Arg

NP_005903.2:p.Ser329Phe
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NP_005903.2:p.Phe201Leu
NP_005903.2:p.Ser329Pro
NP_005903.2:p.Phe261Leu
NP_005903.2:p.Phe2611le
NP_005903.2:p.Leul5Phe
NP_005903.2:p.Met208 Val
NP_005903.2:p.Val179l1le
NP _005903.2:p.Lys73Arg
NP _005903.2:p.Pro321Ser
NP_005903.2:p.Leu64lle
NP _005903.2:p.Tyr153Cys
NP _005903.2:p.Tyr157Ser
NP_005903.2:p.His14GIn
NP _005903.2:p.Arg220Ser
NP _005903.2:p.Ser25Arg

NP _005903.2:p.1le160Thr
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NP_005903.2:p.Tyr80His
NP _005903.2:p.Tyr80Asn
NP_005903.2:p.Ser188Leu
NP_005903.2:p.Ala209Asp
NP_005903.2:p.Ile185Val
NP_005903.2:p.Asn120Asp
NP _005903.2:p.Met215Arg
NP_005903.2:p.Met215Thr
NP_005903.2:p.Vall124lle
NP_005903.2:p.Leu304Phe
NP_005903.2:p.Met218Thr
NP _005903.2:p.Met218Lys
NP _005903.2:p.Asn72Ser
NP_005903.2:p.Tyr332His
NP_005903.2:p.Glu42GlIn

NP _005903.2:p.Glu42Lys

61%

61%

61%
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NP_005903.2:p.1le266Leu
NP _005903.2:p.Pro48Leu
NP_005903.2:p.Asp126Tyr
NP _005903.2:p.Tyr287Cys
NP_005903.2:p.Gly55Cys
NP_005903.2:p.Gly55Ser
NP _005903.2:p.Gly32Glu
NP_005903.2:p.11e235Thr
NP_005903.2:p.Ile195Val
NP _005903.2:p.Leul33Val
NP_005903.2:p.Gly243Arg
NP_005903.2:p.His24Asn
NP_005903.2:p.Gly323Val
NP_005903.2:p.Gly323Glu
NP _005903.2:p.Gly323Arg

NP _005903.2:p.Ser306Asn

83%

68%
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NP _005903.2:p.Ser36Thr
NP _005903.2:p.Leu229Pro
NP _005903.2:p.Val56Ala
NP_005903.2:p.Leul34Pro
NP_005903.2:p.Tyr320His
NP_005903.2:p.Met2811Ile
NP _005903.2:p.Ala244Thr
NP_005903.2:p. Thr5Ser
NP _005903.2:p.Asn72Lys
NP_005903.2:p.Gly324Ser
NP_005903.2:p.Cys293Gly
NP_005903.2:p.Ala259Thr
NP_005903.2:p.Ser210Phe
NP _005903.2:p.Ser210Cys
NP _005903.2:p.Met91Thr

NP _005903.2:p.Met91Lys

83%

87%
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NP_005903.2:p.Ala68Val
NP_005903.2:p.Thr312Ser
NP_005903.2:p.Trp174Cys

NP_005903.2:p.Val46lle

NP _005903.2:p.Ala27Val
NP_005903.2:p.Ala27Asp

NP_005903.2:p.Metllle
NP _005903.2:p.Alal192Gly

NP_005903.2:p.Tyr35His
NP _005903.2:p.Asn240Asp

NP_005903.2:p.Lys33GlIn
NP _005903.2:p.Ser131Arg
NP _005903.2:p.Phe284Cys
NP _005903.2:p.Ser132Cys
NP _005903.2:p.Cys196Tyr

NP _005903.2:p.Ala70Val

61%
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NP _005903.2:p.Ala70Gly
NP_005903.2:p.His6Tyr
NP_005903.2:p.Ser12Pro
NP_005903.2:p.1le226Phe
NP_005903.2:p.Leu263Pro
NP_005903.2:p.Leu211Phe
NP_005903.2:p.Leu211Val
NP_005903.2:p.His76 Tyr
NP _005903.2:p.Cys326Arg
NP_005903.2:p.Leu75Val
NP_005903.2:p.Aspl111Gly
NP_005903.2:p.Cys138Phe
NP_005903.2:p.Phe284Leu
NP _005903.2:p.Ser281le
NP_005903.2:p.GIn156Arg

NP_005903.2:p.GIn156Pro
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NP_005903.2:p.Lys314Thr
NP_005903.2:p.Asn120Ser
NP _005903.2:p.Lys73Asn
NP_005903.2:p.Gly55Val
NP_005903.2:p.Gly55Asp
NP_005903.2:p.Ser77Leu
NP _005903.2:p.Tyr332Cys
NP_005903.2:p.Val228Phe
NP_005903.2:p.Val228lle
NP_005903.2:p.Gly233Val
NP_005903.2:p.Met2041le
NP_005903.2:p.Tyr302Phe
NP_005903.2:p.Leul55Phe
NP _005903.2:p.Leul55Val
NP _005903.2:p.Ser190Asn

NP_005903.2:p.Gly39Glu
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NP _005903.2:p.Leu300Pro
NP_005903.2:p.Thr246Asn
NP_005903.2:p.Asp113Gly
NP_005903.2:p.Glu42Asp
NP_005903.2:p.Met1 Val
NP_005903.2:p.Ala68Ser
NP_005903.2:p.Pro48Ser
NP _005903.2:p.Asn26Lys
NP_005903.2:p.Leu59Ser
NP _005903.2:p.Asn26Asp
NP_005903.2:p.Val278Leu
NP_005903.2:p.Val278Met
NP_005903.2:p.Met218Val
NP _005903.2:p.Leu286Trp
NP_005903.2:p.Phel184Leu

NP _005903.2:p.Ile104Phe

76%
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NP_005903.2:p.Gly8Ala
NP_005903.2:p.Ala234Thr
NP_005903.2:p.Leu325Phe
NP_005903.2:p.Leu325Ile

NP _005903.2:p.Ser851le
NP_005903.2:p.Leu290GIn
NP_005903.2:p.Met218lle

NP _005903.2:p.Ser28Arg
NP _005903.2:p.Arg236Leu
NP_005903.2:p.Arg236His
NP _005903.2:p.Cys293Tyr

NP_005903.2:p.Leu60Phe

NP_005903.2:p.Val67Ala
NP _005903.2:p.Leul33Ser
NP _005903.2:p.Aspl13Asn

NP _005903.2:p.Val52Ala

83%
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NP_005903.2:p.Val52Glu
NP_005903.2:p.Tyr276His
NP_005903.2:p.Leu64Ser
NP_005903.2:p.Vall79Ala
NP_005903.2:p.Phe261Leu
NP_005903.2:p.Glu49Ala
NP _005903.2:p.Val95Gly
NP_005903.2:p.Val95Ala
NP_005903.2:p.Ala239Thr
NP _005903.2:p.Ala87Thr
NP_005903.2:p.Gly34Cys
NP_005903.2:p.Gly34Arg
NP _005903.2:p.Leu221Pro
NP _005903.2:p.Met204Thr
NP _005903.2:p.His24Arg

NP_005903.2:p.Phe262Leu

87%
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NP_005903.2:p.Met2921le
NP _005903.2:p.Arg220Lys
NP_005903.2:p.Ser191Thr
NP _005903.2:p.Asn120Lys
NP_005903.2:p.Ser109Asn
NP _005903.2:p.Val93Gly
NP _005903.2:p.Asp90Gly
NP_005903.2:p.Val65Met
NP _005903.2:p.Thr105Ile
NP _005903.2:p.Arg331Lys
NP_005903.2:p.Ser330Ile
NP_005903.2:p.Glu315Asp
NP_005903.2:p.Lys314Glu
NP_005903.2:p.Phe313Leu
NP_005903.2:p.11e296 Val

NP _005903.2:p.11e289Thr

75%

65%

83%

83%

83%

72%

87%

76%

74%

83%

74%

65%

87%

74%

83%

60%

65%

74%

79%

68%

77%

43%

T7%

84%

78%

62%

78%

65%

76%

57%

68%

68%

66%

78%

58%

68%

86%

68%

72%

98%

72%

68%

77%

59%

83%

66%

67%

74%

67%

67%

67%

59%

59%

67%

59%

67%

67%

67%

59%

67%

67%

59%
D

T1%

65%

79%

87%

87%

61%

68%

81%

87%

79%

1%

68%

60%

70%

87%

69%
N

79%

43%

90%

65%

90%

79%

79%

79%

67%

76%

43%

45%

79%

81%

90%

45%
D

50%

56%

71%

50%

83%

62%

85%

72%

83%

67%

50%

61%

62%

61%

67%

58%
N
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NP_005903.2:p.11e269Val
NP_005903.2:p.His264Arg
NP_005903.2:p.Val256Phe
NP_005903.2:p.Val255Ala
NP_005903.2:p.11e249Val
NP_005903.2:p.Thr248Ala
NP _005903.2:p.Gly231Asp
NP_005903.2:p.Leu229Phe
NP _005903.2:p.Arg225Met
NP_005903.2:p.Met208Thr
NP_005903.2:p.Met204Leu
NP_005903.2:p.Met200Thr
NP_005903.2:p.Ile198Val
NP_005903.2:p.Val193Ile
NP_005903.2:p.Ile1 73Met

NP _005903.2:p.1le151Thr

83%

87%

60%

60%

60%

60%

61%

63%

76%

61%

52%

60%

83%

74%

55%

87%

73%

92%

56%

63%

66%

88%

65%

57%

65%

62%

56%

66%

74%

48%

78%

77%

83%

82%

73%

66%

68%

2%

51%

82%

82%

88%

61%

59%

83%

68%

55%

82%

67%

59%

59%

67%

67%

67%

59%

67%

74%

67%

67%

67%

67%

67%

67%

59%

76%

59%

74%

40%

43%

50%

50%

64%

56%

64%

75%

87%

87%

69%

40%

60%
D

76%

79%

75%

79%

46%

43%

46%

67%

79%

43%

46%

46%

79%

68%

53%

79%
D

61%

72%

55%

50%

67%

58%

72%

50%

85%

56%

56%

55%

61%

58%

56%

56%
D
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NP_005903.2:p.Tyr148His
NP_005903.2:p.Ile143Ser
NP_005903.2:p.Ser127Pro
NP_005903.2:p.Ile121Leu
NP_005903.2:p.GIn115His
NP_005903.2:p.Alal14Val
NP _005903.2:p.Ser109Arg
NP_005903.2:p.Thr101Ser
NP_005903.2:p.Ser99Leu
NP_005903.2:p.Gly98Glu
NP_005903.2:p.Met91Ile
NP_005903.2:p.Val88Ala
NP _005903.2:p.11e83Val
NP_005903.2:p.Val65Glu
NP _005903.2:p.Leu59Phe

NP _005903.2:p.Leud44Phe

87%

87%

87%

83%

83%

74%

75%

D
ZO\OZ

=
X TR

o

51%

75%

74%

87%

52%

65%

81%

T7%

62%

75%

74%

T7%

59%

73%

79%

92%

81%

57%

41%

92%

57%

56%

86%

86%

59%

89%

68%

58%

45%

78%

83%

68%

73%

45%

78%

82%

58%

72%

59%

59%

59%

67%

67%

67%

67%

67%

59%

59%

67%

67%

67%

59%

67%

67%
N

63%

81%

63%

87%

79%

79%

79%

43%

87%

68%

61%

68%

63%

65%

47%

61%
N

79%

79%

43%

82%

76%

78%

70%

79%

87%

53%

79%

67%

76%

79%

43%

53%
D

2%

62%

56%

71%

55%

50%

1%

T1%

83%

56%

67%

71%

61%

85%

61%

77%
N
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NP_005903.2:p.Cys40Arg
NP_005903.2:p.Gly39Arg
NP_005903.2:p.Asp37Tyr
NP _005903.2:p.Ser25Arg
NP_005903.2:p.Met9Leu
NP_005903.2:p.Ser4Ala
NP_005903.2:p.Phe284lle
NP_005903.2:p.Leu205GIn
NP_005903.2:p.Asp122His
NP_005903.2:p.Ser109Gly
NP_005903.2:p.Ala70Thr

NP_005903.2:p.Cys40Tyr

63%
N
74%
N
55%
D
83%
N
83%
N
75%
N
72%
D
76%
D
76%
D
83%
N
68%
N
55%
D

63%
N
51%
D
65%
N
66%
N
71%
N

62%
D
77%
D
T7%
D
73%
N
48%
D
77%
N

86%
D
55%
N
61%
D
78%
N
89%
N
89%
N
59%
D
82%
D
45%
N
72%
N
72%
N
82%
D

67%
N
67%
N
59%
D
67%
N
67%
N
67%
N
67%
N
59%
D
59%
D
67%
N
67%
N
74%
D

61%
N
69%
N
63%
N
79%
N
87%
N
70%
N
68%
D
81%
D
47%
D
87%
N
69%
N
55%
D

46%
D
66%
N
53%
D
76%
N
89%
N
53%
D
79%
D
79%
D
53%
D
82%
N
43%
D
46%
D

50%
N
T1%
N
62%
D
55%
N
67%
N
61%
N
72%
D
58%
N
56%
D
83%
N
58%
N
67%
N
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A (Ala): Alanina; C (Cys): Cisteina; D (Asp): Acido Aspartico; E (Glu): Acido Glutamico; F (Phe): Fenilalanina; G (Gly): Glicina; H (His): Histidina; I (Ile):
Isoleucina; K (Lys): Lisina; L (Leu): Leucina; M (Met): Metionina; N (Asn): Asparagina; P (Pro): Prolina; Q (Gln): Glutamina; R (Arg): Arginina; S (Ser):

Serina; T (Thr): Treonina; V (Val): Valina; W (Trp): Triptofano; Y (Tyr): Tirosina.
Fonte: elaborada pelo autor, utilizando dados extraidos da plataforma PredictSNP.
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