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O QUE E UM POLIMORFISMO?

Uma sequéncia é polimorfica quando ela apresenta
no minimo dois alelos na populacao, cada um com
frequéncia >= 1%.

Pode ser bialélica ou multialélica.

-

Variante: diferenca menos frequente entre copias de genoma.

Mutacao: mudanca de novo (que ocorre pela primeira vez).
Monomorfica = Monoalélica.



Polimorfismo ¢ um conceito qualitativo (sim ou
ndo) o que pode variar € o grau de polimorfismo
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O que é necessario para que uma mutacao se
torne um polimorfismo?

Mutacoes sao o resultado de danos ao DNA e falhas no sistema de
reparo. A diversidade num dado locus depende tanto da sua taxa de
mutacao como da selecao natural e da historia populacional.

° Devem ocorrer na linhagem germinativa (células que dao origem aos

gametos).

e Devem permitir a sobrevivéncia e nao afetar a reproducao. Ex.: Mudancas
no numero de cromossomos (aneuploidias) decorrem de falhas na
segregacao cromossdmica na meiose por isso nao sao herdaveis.

e Cada alelo deve alcancar uma frequéncia >= 1% na populacao.



Alelos do locus HLA

Um exemplo de selecao balanceadora

Os genes HLA (Antigeno Leucocitario Humano, Human Leucocite Antigen) apresentam antigenos aos linfocitos T,
estando envolvidos com a resposta imune adaptativa. Diferentes alelos de cada gene individual variam na habilidade
de apresentar antigenos de diferentes patogenos.

O locus HLA (3,6 Mb no cromossomo 6) esta dividido em 3 regides, chamadas "classes".

Nas regioes de classe | e Il, antigos eventos de duplicacao geraram distintos genes expressos e pseudogenes.

Os diferentes alelos
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Tipos de Polimorfismos

Marcadores de DNA

Detectam diretamente as
variacoes na sequéncia de
nucleotideos

Marcadores
Classicos

Detectam a variacao
genética indiretamente,
através da analise do
produto proteico

Marcadores
Imunohistoquimicos

Baseaim-se no
reconhecimento de um
antigeno (produto da
variacao no DNA) por um
anticorpo

Marcadores
Bioquimicos

Baseiam-se na deteccao da
variacao na cadeia de
aminoacidos da proteina.
Pode ser por eletroforese ou
por reacao enzimatica.



TIPOS DE POLIMORFISMO GENETICO
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indels repetitiva elementos moveis ou translocacées
r | ispersas.
(insercao/delecao) .  satélites (>=100 pb) epseetqguoée:c?azpqeuzas ba.lanceadas ou
de uma unica e Minissatélites (8-100 pb) inserem copias em imbalances
base. e Microssatélites (1-7 bp) S EEs el gendmicos (indels)
genoma. abrangendo >=1

45% do genoma kb



TIPOS DE POLIMORFISMO GENETICO

Some expanded
| pathogenic microsatellites

I Minisatellites

Microsatellites

including copy-number

I Structural variants
variants

Base substitutions (SNPs)

| Retroelement insertions

Mutation rate
per locus
per generation
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Fonte: Jobling et al,, 2014



SNP
Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Single nucleotide polymorphisms (SNPs)

Base substitutions Single base
indels

.« CCACGGTGCTGACTCCTGAGCTGACTGGACCTGC

-

TRANSITIONS TRANSVERSIONS  DELETION INSERTION

L1 Ll ]

...CCATGGTACTGAATCCTTAGCTGACGGACTCTGC

Fonte: Jobling et al,, 2014



SNP
Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Caracteristicas

Nomenclatura: rs, por Reference SNP. Ex.: rs334 (anemia falciforme).

Ocorrem em todos 0s cromossomos (autossomos, Y, X, DNAmt)

Baixa velocidade de mutacao.

Sao comumente bialélicos (casos de trialélicos sao raros).

Apresentam identidade por ascendéncia (IBD, identity by descent).

O alelo ancestral pode ser deduzido olhando o alelo existente nos grandes macacos. O outro
alelo se denomina alelo derivado.

Sao descritos pelo MAF = Minor Allele Frequency, ou a frequéncia do alelo menos comum.
Quando ambos os alelos ocorrem com frequéncia >= 5% se denominam variantes comuns.



SNP
Polimorfismo de Nucleotideo Unico

SNPs Identidade por Estado
apresentam identidade por
descendéncia
T T
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Fonte: Jobling et al,, 2014



SNP
Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Os genomas sequenciados até a data mostraram, em meéedia, ~3-4 milhoes
de SNPs por genoma.
Estudos em populacdes europeias mostraram que € esperado encontrar um
SNP a cada 1250 pb. Para africanos essa frequéncia aumenta a um SNP a
cada 1006 pb.

A diversidade genética africana € a maior do mundo.



SNP
Mecanismos de origem

Os SNPs se originam por mutacao e falha no sistema de reparo.
As mutacoes podem ocorrer por mecanismos endogenos, por agentes
fisicos ou quimicos.



SNP: Métodos de estudo

Sequenciamento de Sanger ou método dos dideoxy

Também chamado de sequenciamento de primeira geracao. A técnica permite detectar cada nucleotideo na medida que este € adicionado
durante a reacao de polimerizacdo. Sao utilizados dideoxy nucleotideos (ddNTPs) marcados cada um com uma cor fluorescente diferente.
Quando um ddNTP ¢é adicionado pela polimerase a reacao termina, gerando um fragmento com o comprimento equivalente a posicao do
nucleotideo e uma cor especifica para cada base. Ao final todos os fragmentos sdao separados em um tubo capilar e detectados pelo
sequenciador.
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SNP: Métodos de estudo

Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS, Next Generation Sequencing)

Também chamado de sequenciamento de
segunda geracao.

O termo inclui varios métodos que diferem dependendo
da empresa que oferece o servico, ja que este requere de
um equipamento adequado. As caracteristicas gerais do
NGS incluem uma etapa de fragmentacao do DNA
genomico (que nao precisa ser amplificado previamente
COmo no sequenciamento de Sanger) e uma segunda
etapa de imobilizacao dos fragmentos numa superficie
sobre a qual sera realizada a reacao de sequenciamento.
Esses métodos permitem sequenciar genomas
completos ou grandes fragmentos e, inclusive, muitas
amostras numa mesma reacao.
Novas abordagens permitem o sequenciamento apenas

regidoes exonicas (codificadoras de proteinas).
Fonte: Bunnik, 2013
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SNP: METODOS DE ESTUDO

PCR-RFLP

Restriction Fragment Lenght Polymorphism = Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao
Apos a amplificacao do fragmento que contém o SNP este € incubado com enzimas de restricao que reconhecem e cortam a
sequéncia ao redor dele. A presenca de um dos alelos evita o reconhecimento e o corte pela enzima, gerando um fragmento maior

e reconhecivel pelo seu tamanho em um gel de eletroforese.

Eletroforese em gel de agarose

ONA \ Amplificagao Incubado com
do fragmento enzima de
por PCR restricao Genotype 17*1 1/*17  *17/*17 Marker
<4«— 855 —»
“— 491 —»
+— 364 —»

Fonte: Adaptado de Stoneking, 2017



SNP: METODOS DE ESTUDO

PCR-SSP

Sequence Specific Primers= Iniciadores Especificos de Sequéncia
Esta técnica utiliza iniciadores especificos para cada um dos alelos de um SNP. Desenham-se iniciadores cujos extremos 3'devem

hibridizar cada um com apenas um dos alelos do SNP, e um terceiro primer comum para ambas as reacoes. ApOs a reacao 0s
tamanhos dos fragmentos se visualizam por eletroforese. Assim, individuos homozigotos terao amplificacao a partir de apenas um
dos primers enquanto individuos heterozigotos terao amplificacao a partir de ambos os primers, observandose duas bandas no

gel.

Amplification
control

SSP # 1 matches allele Allele-specific

product
\ ==

— —» | Amplification -
SSP
— la\lr:: lification
- P
SSP

o

SSP # 2 does not match allele

Fonte: Marino et al., 2008



SNP: METODOS DE ESTUDO

Microarrays = Microarranjos de DNA
Também chamados "chips”. Permitem a genotipagem de milhares de SNPs para cada amostra, geralmente abrangendo "Tag"
SNPs de todo o genoma (Genome-Wide). Os chips sao produtos comerciais e desenhados para a genotipagem de conjuntos de
SNPs pre-selecionados (ndo permitem a deteccdo de novos SNPs). Em um chip, cada poco possui sondas marcadas com
fluorescentes diferentes para cada alelo (verde ou vermelho). O sinal amarelo indica a hibridizacdo com ambas as sondas (o
individuo é heterozigoto para esse locus). Cada chip permite a genotipagem de uma amostra mas eles sao vendidos por

quantidades ( >=100 chips).
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MICROSSATELITES
ou Short Tandem Repeats (STR)

Caracteristicas

e S30 repeticoes de sequéncias de entre 1-7 bp e, usualmente, 10-30 copias.

e Ocorrem em autossomos,Y, Xe mtDNA.

e Alta velocidade de mutacéao.

e S0 comumente multialélicos, sendo os seus alelos os distintos numeros de copias.

e Alelos com o mesmo tamanho em distintos individuos ndo sao necessariamente idénticos por
descendéncia e sim, idénticos por estado (evolucdo convergente).

e Combinacoes de STRs podem produzir perfis genotipicos unicos para um individuo.

e O alelo ancestral nao pode ser deduzido olhando o alelo existente nos grandes macacos.



MICROSSATELITES

Mecanismo de origem

Aceita-se que 0os STR se
originam pelo
escorregamento das fitas
repetitivas durante a
replicacao.

Fonte:
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MICROSSATELITES
Metodos de estudo

A técnica fundamental para o estudo dos STR ¢ a PCR combinada com
outras tecnicas:

e PCR + eletroforese: utilizam-se iniciadores que flanqueiam a regiao polimorfica. Apos a
amplificacao, o produto de PCR € visualizado através de um gel de agarose e os distintos

alelos sao diferenciados pelo tamanho das bandas.
e PCR + sequenciamento: um dos iniciadores da PCR € marcado com fluorescéncia no extremo

5°. Apos a amplificacao, os produtos marcados fluorescentemente sdo sequenciados em
sequenciador capilar (o mesmo utilizado no sequenciamento de Sanger) permitindo a
determinacao do comprimento de cada fragmento. A marcacao de distintos microssatélites
com diferentes cores permite a sua genotipagem simultanea (técnica denominada de

multiplex).



INSERCOES Alu

Caracteristicas

Sao retrotransposons curtos (~300 pb) derivados de uma sequéncia original que se transpoe
periodicamente a outras regidoes do genoma.

Transposicoes Alu tém ocorrido desde a origem dos primatas e por isso todos os humanos
possuem certas copias em regioes especificas do genoma (Alu ndo polimorficas ou fixas),
enquanto outras ocorreram mais recentemente originando polimorfismo de insercao Alu
(AIP).

Velocidade de transposicao muito baixa.

Apresentam identidade por descendéncia.

O estado ancestral € sempre a auséncia da sequéncia Alu.

Ocorrem nos autossomos, Xe'Y.

Existem >1 milhdo Alus no genoma humano, mas apenas ~2000 sao ativas.

~ 300 bp |

7sD Y |a| |8] et A,TACA, Right monomer  |Poly(A)| TSD ,
monomer Fonte: Kim et al.,, 2016




Mecanismo de origem
"Copiado e colado”

INSERCOES Alu

e Sao retrotransposon nao autonomos:
RNA polimerase lll realiza a sua transcricao.
Utiliza a maquinaria enzimatica de outro
elemento transponivel (L1) para se reinserir em
outro local. A endonuclease de L1 reconhece e
corta uma segquéncia consenso no sitio de

insercao e a retrotrascriptase de L1

retrotranscreve o RNA Alu para DNA, que pode

entao ser inserido na nova posicao.

Fonte: Jobling et al,, 2014
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INSERCOES Alu

Método de estudo

Devido a presenca de regides consenso que flanqueiam o elemento Alu e a sua sequéncia
relativamente curta, eles podem ser facilmente detectados por PCR + eletroforese em gel de
agarose. Em presenca da insercao, a PCR amplifica uma banda 300 pb maior do que na auséncia

da mesma.

banda de 400 pb: presenca de Alu
400 banda de 100 pb: auséncia de Alu
PD: dimero de primer
100 P:. primer sobrando

PD M: marcador de peso molecular

Fonte: Jobling et al,, 2014




Sistemas polimorficos uni e biparentais

A forma de heranca determina a aplicabilidade de um marcador genético para diversos estudos.
Marcadores biparentais: autossomos, cromossomo X.
Marcadores uniparentais: cromossomo Y, DNAmt.



Sistemas polimorficos biparentais

Autossomos: 99,9% do DNA da célula.

Sao os marcadores mais estudados para entender as bases genéticas de fenotipos.

O seu estudo mostra a historia completa de miscigenacao de um individuo/populacao.
Sofrem recombinacao.



Sistemas polimorficos uniparentais

DNAmMt, cromossomo Y.

Nao sofrem recombinacao, a unica fonte de diversidade ¢ a mutacao.

Uteis para conhecer linhagens.

O seu estudo mostra a historia parcial de miscigenacao de um individuo/populacao.
Permitem detectar vieses sexuais nas contribuicoes ancestrais de uma populacao e outros
fendbmenos demograficos Ex.: patri ou matrilocalidade.



Sistemas polimorficos uniparentais

* 16.569 pb.

DNAMt

e Genoma circular, compacto e sem introns

(DNA nao codificador € apenas 7%).
e Nao possui histonas.

e Codifica apenas 37 genes:

e 13 envolvidos na fosforilacao oxidativa.

e 2 RNAr

o 22 RNAt.

e Codigo genético diferente do nuclear.

Fonte: Gasparre and Porcelli 2020
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Sistemas polimorficos uniparentais
DNAMt

Alto numero de copias (cada célula somatica possui centos de milhares de copias).

Heranca materna.

Marcadores estudados: SNPs e indels, sequenciamento completo e ou apenas da regiao de controle.
Velocidade de mutacao é 10 X maior do que a do genoma nuclear. E possivel estimar essa velocidade
diretamente desde pedigris.

Velocidade de mutacao varia entre as distintas partes do DNAmMt, sendo 10 X maior nas regioes hipervariaveis |
e Il (HVSI e HVSII) na regiao de controle.

Envolvimento da mitocondria na fosforilacao oxidativa que produz radicais livres mutagénicos.

Maior taxa de replicacao que o DNA nuclear.

Em cada célula ha uma coexisténcia de copias wild type (tipo selvagem) e mutadas = heteroplasmia (0 oposto
¢ homoplasmia). Porém, o individuo apresenta um genoma mitocondrial predominante (o mais comum).



Fonte: Jobling and Tyler, 2003
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Sistemas polimorficos uniparentais

cromossomo Y

Genoma haploide de 60 Mb (2% do genoma humano haploide).

~95 % DNA nao recombinante (NRY = non-recombining Y), haplotipos sdo passados
intactos de pai para filho.

Unica fonte de variacao ¢ a mutacao.

~5% € constituido pelas regides pseudoautossomicas (PAR1 e PAR2, teloméricas) as
quais recombinam com regides homologas no cromossomo X.

> 50% de DNA nao codificante.

Tendéncia a degenerar.

~200 genes, ~55 ativos principalmente envolvidos com
desenvolvimento sexual e fertilidade masculina.
Alguns possuem homologos no cromossomo X.

Inclui o gene SRY, determinante do sexo.

Marcadores estudados: STRs, Alu, indels, SNPs,
sequenciamento completo.

Fonte: Stoneking, 2017



Aplicacoes na Antropologia



Uso na Antropologia

Marcadores Biparentais

e Estudos de ancestralidade e estrutura
populacional.
e Marcadores utilizados:
Conjunto limitado: AIMs (ancestry
informative markers)
Marcadores genoémicos (Genome-Wide
SNPs)

IE

Fonte: Jobling et al., 2014



Uso na Antropologia
DNAmt

Sequenciado em 1981 (antes que o genoma
nuclear).

Estudo de haplogrupos = haplotipo + grupo.
Membros de um haplogrupo compartilham
mutacoes especificas que derivam, por
descendéncia, de um ancestral comum.
Cada haplogrupo forma um clado da arvore
filogenética.

Mutacoes fora das que definem cada haplogrupo
determinam maiores niveis de resolucao do
haplotipo.

Os clados sao geografico-especificos.

Util para estudos de DNA antigo por ser mais

facilmente recuperavel de ossos e amostras antigas.

Asia

/ Z
H— 3 'CRS \\/ \
Europe / " Africa /‘"\'SRS

M L1, L2, L4, LS, LE)

Fonte: mitomap.org

Fonte: eeaf.org




Uso na Antropologia
DNAmt
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Uso na Antropologia

Cromossomo Y

e O seu uso é similar ao do DNAmMt, porém mais limitado pela maior dificuldade da sua
recuperacao (menor numero de copia e maior suscetibilidade a degradacéao).

e Assim como com o DNAmMt, SNPs, indels e Alu definem haplogrupos geografico-especificos.

e STR permitem adicionar resolucao aos haplogrupos e analisar processos demograficos mais

recentes.
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Aplicacoes na Genética Médica



E Uso na Geneética Médica: Marcadores Biparentais

e Sem conhecimento prévio: Genome Wide Association Studies ou
GWAS (SNPs).

e Estudos de genes candidato (todos os tipos de marcadores).

e Sequenciamento de genoma e sequenciamento de exoma (todos 0s
tipos de marcadores).

O i O ‘0 i‘ ®
Pacientes l‘ i Controles




Uso na Genética Médica: Marcadores Uniparentais

DNAmMt

Gracas a heteroplasmia, mutacoes patogénicas podem estar presentes em niveis baixos
sem afetar a saude (nivel de mutacao <1%).

O aumento da frequéncia de uma mutacao patogénica pode produzir disfuncao
mitocondrial afetando principalmente tecidos com alto requerimento de ATP como
musculo esquelético e cérebro.

A severidade de doencas de origem mitocondrial depende do nivel de heteroplasmia.
Existem estudos de associacao de haplogrupos com doencas, possivelmente pela sua
relacdo com a ancestralidade.



Os estudos biomeédicos do

cromossomo Y tem

associado marcadores
principalmente a doencas
envolvendo fertilidade,
hipertensao, cancer de
prostata e testicular.

Fonte: Jobling and Tyler, 2003

Cromossomo Y

lable 1 | Association studies using the Y chromosome

Trait

XX maleness

Infertility/
sperm count

Infertility
Infertility
Infertility
Infertility
Sperm count
Sperm count

Alcohol
dependence

Height
Blood pressure

Blood pressure
Blood pressure
Prostate cancer
Testicular cancer
Longewvity
Autism

Population

Europeans
Japanese

ltakkans
Europeans
Europeans
Japanese
Danes
Itakans
Finns

European-
Australians

European-
Australians

Polish, Scots
Japanese
Japanese
English
Sardinians
Norwegians,

Swedes, French

Y marker(s)
Binary

2

3

8
1"
9
14
3
11
1

Multi
MSY'1

Uso na Genética Médica: Marcadores Uniparentais

Association

XX maleness with haplogroup Y*(xP)

Infertility and low sperm count with
haplogroup D

None
None
None
None
Low sperm count with haplogroup K(xP)
None

Alcohol dependence with three
different lineages

Haplogroup P 1.9 cm taller
High blood pressure with haplogroup P

High blood pressure with haplogroup Y*(xP)
None
Prostate cancer with one microsateliite allele
None
None
None

Rep. References

N 31,32

- 120
- 121
- 32
- 35
- 122
- 123

- 124
N 125,126

- 125
- 127
- 128
- 129
- 130
- 131




Aplicacoes na area
forense



Uso Forense

Marcadores biparentais

e Utilizados para identificacado de suspeitos
de ambos os sexos. E analisado um
conjunto de STRs autossdmicos
distribuidos de forma a representar o
genoma do individuo.

e Atualmente existem kits otimizados para
uso forense.
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Fonte: Arruda, 2017



Uso Forense
DNAMt

e Especialmente util na identificacao a partir e Risco de contaminacao.
de espécimes forenses com DNA
degradado (ossos, cabelo, dente).

e Mais estavel por ser circular e estar mais
protegido da degradacao.

e Nao serve para identificacdao de pessoas.
e Compartilhado por todos os parentes por
linha materna (o DNAmMt pode ser usado
na confirmacao da identidade da pessoa

desaparecida).

e Utilizado na identificacao de
desaparecidos e investigacao de
desastres em massa. Fonte: eeaf.org




Uso Forense

cCromossomo Y

Contribui na identificacao de suspeitos
masculinos através de um perfil de STR
(Ex.: estupros).

Nao serve para identificacao de
pessoas, mas permite a exclusao de
suspeitos.

Compartilhado pelos parentes por linha
paterna.

Utilizado na sexagem de amostras pela
amplificacao de genes especificosdo Y
(Ex.: amelogenina) ou indels.
Estimacao de paternidade.

Female victim DNA:

Male culprit DNA:

Female>>Male mixture:

Autosomal STR profile
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- preferential amplification of the

excess female component

- potential profile overlap

Y-chromosomal STR profile

=

- no preferential amplification since
only the male component is amplified
- no profile overlap

Fonte: Kayser 2007



