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RESUMO

Com o aumento das agdes visando a expansao da expectativa de vida da populacéo,
cresce também o risco de manifestacdo de doencas ligadas ao envelhecimento.
Nesse cenario, a diabetes tipo 2 surge como uma das principais doengas crbénicas
associadas ao envelhecimento, caracterizada por hiperglicemia sanguinea
persistente. Esta ocorre devido ao déficit na secreg¢ao de insulina pelas células beta-
pancreaticas, o qual gera grande impacto negativo para a qualidade de vida do
individuo afetado, devido a manifestagdo de diversas patologias associadas a alta
glicemia sanguinea. A compreensao dos complexos mecanismos que levam a
desregulagdo da homeostase da glicose sanguinea envolve o entendimento da carga
genética associada a manifestacdo da diabetes. Dentro desse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo identificar variantes genéticas em regides codificadoras
de quatro genes (FKH1, PDX1, TP53 e TCF7L2) e estimar parametros de diversidade
genética entre grupos de humanos saudaveis ou diagnosticados com diabetes tipo 2,
a partir da analise de sequéncias consenso obtidas utilizando-se fragmentos de
sequenciamento de nova geragao (reads) depositados no banco de dados do NCBI.
Os reads foram mapeados em sequéncias de DNA codificadoras (CDS)
correspondentes aos genes de interesse através do software Geneious, as
sequéncias consenso geradas foram alinhadas através do software MEGA X, e os
principais descritores de diversidade intra e interpopulacédo foram estimados através
do software DnaSP. Foi observada uma baixa diversidade nucleotidica entre as
populagdes amostradas, embora tenham sido identificados sitios polimorficos e
diversos haplétipos distintos. Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) foram
mapeados e correlacionados com a probabilidade de manifestagdo da doenga dentro
de cada populacao, através da plataforma SNPStats. Os resultados sugerem ser
possivel rastrear variantes genéticas em regides do exoma que possam ser
associadas ao risco de manifestacado de diabetes tipo 2 em populagdes de humanos,

principalmente para os genes FOXO1 e TCF7L2.

Palavras-chave: envelhecimento, diabetes, variabilidade genética, associacao

genética, SNP.



ABSTRACT

Increase in actions aiming at expanding life expectancy also increase the risk of
manifestation of age-related disorders. Type 2 diabetes appears as one of the main
chronic diseases associated with aging, characterized by persistent hyperglycemia.
This occurs due to impaired insulin secretion by beta-pancreatic cells, resulting in
negative impact on life quality of the affected individual, caused by manifestation of
several pathologies associated with high blood glucose levels. Elucidation of complex
mechanisms which generates disorders of blood glucose homeostasis involves
knowledge of genetic influence associated with diabetes manifestation. In this context,
the present study aimed to identify genetic variants in coding regions of four genes
(FKH1, PDX1, TP53 and TCF7L2) and to estimate genetic diversity parameters inside
groups of healthy or type 2 diabetes previously diagnosed individuals, based on the
analysis of consensus sequences obtained from next-generation sequencing
fragments (reads) available at NCBI database. Reads were mapped to DNA coding
sequences (CDS) corresponding to candidate genes using Geneious software.
Consensus sequences obtained were aligned using MEGA X software, and main intra
and interpopulation diversity descriptors were estimated using DnaSP software. Low
nucleotide diversity was observed among populations sampled, although polymorphic
sites and different haplotypes were identified. Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
were identified and correlated with risk of disease manifestation within each population,
using SNPStats platform. Results suggest being possible to trace exome variants that
can be associated with the risk of type 2 diabetes development in human populations,
mainly for FOXO1 and TCF7L2.

Keywords: aging, diabetes, genetic variability, genetic association, SNP.
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1 INTRODU(;AO
1.1 Envelhecimento

A idade cronoldgica, isoladamente, fornece informagdes limitadas sobre os
complexos processos bioldgicos que levam ao envelhecimento, considerando seu
carater multifatorial. A participagdo de moduladores genéticos, epigenéticos e fatores
ambientais refor¢a a ideia de integragdo molecular e metabdlica na determinagao do
envelhecimento biologico, que leva a redugéo progressiva do potencial replicativo e
regenerativo celular (KHAN; SINGER; VAUGHAN, 2017).

As principais manifestagcbes moleculares do envelhecimento envolvem
perda de funcionalidade ou instabilidade gendmica, alteragdes epigenéticas,
desordem dos mecanismos de regulagao do ciclo celular e reparo de DNA, acumulo
de estresses oxidativos e comprometimento das cascatas de sinalizagdo celular
(KHAN; SINGER; VAUGHAN, 2017; MARTINS; LITHGOW; LINK, 2015).

Clinicamente, o envelhecimento per se representa um fator de risco para a
manifestagcdo de doencas crdnicas, tais como disturbios cardiovasculares ou
neurodegenerativos (KHAN; SINGER; VAUGHAN, 2017). O declinio progressivo de
funcdes metabdlicas e bioldgicas basais, como manutencdo da homeostase, defesa,
regeneragao e reproducao celular, torna o organismo mais suscetivel a estresses e
doencgas. A exposigdo prolongada a fatores estressores pode levar ao acumulo
drastico de erros ou mutagdes que resultam na progressao de patologias associadas
ao envelhecimento (MOSKALEYV et al., 2014).

Apesar das manifestagdes do envelhecimento ocorrerem a velocidades e
intensidades distintas em diferentes individuos, compreender a integracdo entre os
eventos celulares e moleculares que determinam desordens idade-dependentes pode
fornecer informagdes importantes para guiar o diagndstico e possiveis intervencoes

terapéuticas direcionadas, individualizadas e mais eficazes (RONAI et al., 2018).
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1.2 Diabetes tipo 2

1.2.1 Processos fisiologicos e moleculares associados a diabetes tipo 2

A diabetes tipo 2 apresenta-se como uma das principais doengas crénicas
associadas ao envelhecimento e é caracterizada pela perda da fungcdo das células
beta-pancreaticas e desenvolvimento progressivo de resisténcia a insulina. Nesta
condicdo ha disfung¢ao da resposta aos estimulos do hormdnio para o processamento
adequado da glicose sanguinea, resultando em quadros de hiperglicemia (AL-
QUOBAILI; MONTENARH, 2008; PRASAD; GROOP, 2015).

O risco de desenvolvimento e a prevaléncia da doenga resultam de uma
complexa interacdo entre fatores ambientais, genéticos e epigenéticos (PRASAD;
GROOP, 2015). Suas implicacbes na desregulagao do metabolismo da glicose a
tornam um fator de risco para a ocorréncia de casos clinicos mais graves, que incluem
disfungao do figado, doengas cardiovasculares, retinopatia, neuropatia e disfungdes
cerebrais, como deméncia associada a doenca de Alzheimer (BROWN; WALKER,
2016; PRUZIN et al., 2018).

Os sintomas de quadros mais acentuados de diabetes tipo 2 incluem
poliuria (aumento na eliminagdo de urina), polidipsia (sede excessiva), polifagia
(aumento do apetite e ingestao de alimentos), disfungdes do sistema imunoldgico e
comprometimento da visdo. No entanto, alteragdes funcionais ocasionadas pela
perturbacdo do metabolismo de carboidratos podem ocorrer sem a manifestacao de
sintomas clinicos, o que dificulta o diagndstico precoce da doengca (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Uma vez que a secrecido de insulina pelas células beta-pancreaticas é
cooperativamente coordenada por complexas cascatas de eventos moleculares que
envolvem proteinas, fatores de transcricdo e outros horménios, a regulagdo da
expressao de genes associados a modulagao da sintese e secre¢cao do hormdnio em
resposta a um aumento nos niveis glicémicos é fundamental para a manutencgao da
homeostase da glicose (AL-QUOBAILI; MONTENARH, 2008).
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1.2.2 Estudos genéticos e genbémicos aplicados ao estudo da diabetes tipo 2

A arquitetura genética associada a diabetes tipo 2 ainda n&o se encontra
completamente elucidada, visto que ha uma complexa rede de interagdes entre
fatores genéticos e ambientais relacionada ao desenvolvimento da patologia. Nesse
contexto, o desenvolvimento de técnicas avancadas de sequenciamento e analise
simultanea de grandes volumes de dados tornou possivel a aplicagdo de abordagens
em larga escala para rastrear variantes genéticas de risco e associa-las a
manifestacdo da doenga (PATNALA; CLEMENTS; BATRA, 2013; WU et al., 2014,
PRASAD; GROOP, 2015; BROWN; WALKER, 2016; RONAI et al., 2018).

As plataformas de sequenciamento de nova geragdo, tais como a
plataforma /llumina (empresa), permitem o sequenciamento do DNA com base na
fragmentacdo e extensdao de sequéncias especificas na presenca de bases
modificadas, que geram sinais detectaveis utilizados para a leitura dos fragmentos.
Os dados obtidos, produzidos na forma de conjuntos de reads (ou subsequéncias
curtas), podem ser utilizados, por exemplo, para mapeamento de genomas com base
em referéncias de regides conhecidas do DNA. A partir desses mapeamentos é
possivel rastrear sitios polimorficos que possam ser associados ao risco de
manifestagéo da condi¢do de interesse (ILLUMINA INC, 2010).

Uma vez que 0 genoma humano se mantém altamente conservado entre
individuos distintos em populagées, o estudo de marcadores polimérficos, como os
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), permite analisar diretamente sitios de
segregacao que distinguem a populacdo e compreender desta forma a extensao da
influéncia genética na determinagcao de doencas. No caso da diabetes tipo 2,
polimorfismos em genes relacionados principalmente a sintese e secregao de insulina
ou ao funcionamento das células beta-pancreaticas foram previamente relatados
como fatores de risco para o desenvolvimento da doenga (BROWN; WALKER, 2016;
RONAI et al., 2018).

Muller et al. (2015) reportaram a associacdo de um SNP (rs2297627)
presente na regido intrénica do gene FOXO1 (Forkhead box O 1), com o risco de
desenvolvimento de diabetes tipo 2 em uma populagdao de 7.710 amerindios (OR,
odds-ratio = 1,19, valor de referéncia: OR > 1; p-valor, significancia = 1 x 104, valor de
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referéncia: p-valor < 0,05). FOXO1 é um importante efetor da sinalizagao de insulina
e IGF-1 (Insulin Growth Factor 1) envolvido na modulacdo de processos celulares
cruciais de resposta a estresses, metabolismo, ciclo celular e apoptose (KATOH et al.,
2013; MARTINS; LITHGOW; LINK, 2015).

Steinthorsdottir et al. (2015) identificaram uma variante rara (c.651delT) que
implica em alteracdo na janela de leitura (frameshift mutation) do gene PDX1
(Pancreatic and duodenal homeobox fator 1), associada a alto risco de manifestagao
de diabetes tipo 2 (OR = 1,45; p-valor = 8 x 10%) em uma populagio de 278.254
islandeses. PDX1, expresso em células beta-pancreaticas, atua tanto na regulagao do
transporte quanto na fosforilagcdo da glicose. Em resposta a altos niveis de glicose,
tem papel na ativagao da transcricdo de genes de sinalizagéo e sintese de insulina,
como o transportador celular GLUT-2 e a enzima hexoquinase (AL-QUOBAILI,
MONTENARH, 2008; HARGREAVES et al., 2017).

Barra et al. (2012) investigaram a associagdo de um SNP (rs7903146)
presente na regido intrénica do gene TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2) com a
ocorréncia de diabetes tipo 2 em uma populagao de 252 brasileiros (OR = 1,5; p-valor
= 3,2 x 10?). O SNP é reportado como tendo a associagdo mais consistente com a
doenca entre populagcdes com diferentes ancestralidades. O fator de transcricao
TCF7L2 atua na cascata de sinalizagdo mediada pela familia de proteinas Wnt,
envolvida na regulacdo da proliferagdo, diferenciacdo e apoptose celular, e € um
regulador chave da sintese e processamento de insulina, através da regulagado de
genes como PDX1. A ativagdo transcricional mediada por TCF7L2 regula
positivamente a expressdo de moléculas-sinal relacionadas as vias de sinalizagdo do
metabolismo, processamento e secreg¢ao da insulina e manutengao da homeostase
da glicose (LYSSENKO et al., 2007; SUDCHADA; SCARPACE, 2014; ZHOU et al.,
2014).

Embora ndo haja, até o momento, conhecimento sobre a totalidade da
influéncia genética associada ao desenvolvimento de doencas complexas, estudos de
associagao fornecem uma base interessante para a identificacdo progressiva de
novos candidatos biolégicos e compreensdao da sua contribuicdo funcional a
patogénese da desordem investigada (PATNALA; CLEMENTS; BATRA, 2013;
PRASAD; GROOP, 2015; BROWN; WALKER, 2016; RONAIl et al., 2018).
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Considerando a diversidade da influéncia genética nos mecanismos de
desenvolvimento de diabetes tipo 2, o presente estudo objetivou investigar o impacto
de variantes genéticas em regides codificadoras de quatro genes (FOXO1, PDX1,

TP53 e TCF7L2) para a manifestagcado da patologia em uma populagdo de humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o impacto de polimorfismos em regides codificadoras de quatro
genes (FKH1, PDX1, TP53 e TCF7L2) sobre a variabilidade genética de populag¢des
de humanos e na manifestacdo de doencas associadas ao envelhecimento em

humanos, especificamente a diabetes tipo 2.

2.2 Objetivos especificos

Mapear regides codificadoras de quatro genes (FOXO1, PDX1, TP53 e
TCF7L2) em subpopulagdes de humanos sadios (controles) ou diagnosticados com

diabetes tipo 2 (casos);

Validar a identidade das sequéncias obtidas com as regides de interesse,

correspondentes ao exoma de humanos;
Estimar parametros de diversidade genética intra e interpopulagoes;

Comparar as sequéncias de DNA e identificar sitios polimoérficos nas

populagdes de casos e controles;

Investigar a associacdo entre polimorfismos de um unico nucleotideo

(SNPs) e a probabilidade de manifestagéo de diabetes tipo 2 em humanos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Escolha dos genes e informagoes adicionais

Para a execugao das analises in silico, foram escolhidos 4 (quatro) genes:
2 (dois) candidatos, 1 (um) controle positivo e 1 (um) controle negativo, com base em
referencial bibliografico obtido dos bancos de publicagdes cientificas PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e Google Académico

(https://scholar.google.com.br/), e do banco de dados de polimorfismos de um unico

nucleotideo, dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).

O critério fundamental de selegdo dos genes candidatos PDX1 (Pancreatic
and duodenal homeobox fator 1) e FOXO1 (Forkhead box O 1) consistiu na correlagéo
entre seus papéis funcionais e os possiveis mecanismos de desenvolvimento da
patologia, com base em associagao preliminar entre variantes genéticas presentes
nas regides com o risco de manifestagédo de diabetes tipo 2 em populagdo de humanos
(MULLER et al., 2015; STEINTHORSDOTTIR et al., 2015).

O gene TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2) foi selecionado como controle
positivo para este estudo por ter sido previamente relatado como gene cujas variantes
genéticas apresentam, até o momento, a maior associagdo com a manifestacao de
diabetes tipo 2 em populagdes de humanos (LYSSENKO et al., 2007; BROWN;
WALKER, 2016). O gene P53 (Tumor protein p53) foi selecionado como controle
negativo por nao haver, até o momento, estudos mostrando a associagao de variantes

do gene com a ocorréncia da doenca (ver Apéndice A).

Os dados de localizagao de cada gene de interesse foram obtidos do banco

de genomas Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html), usando como referéncia

a versao GRCh38 do genoma humano. Os dados de comprimento das sequéncias
nucleotidicas de referéncia foram obtidos do banco de sequéncias NCBI Nucleotide

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://scholar.google.com.br/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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3.2 Obtengao das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias de CDS (Coding DNA Sequences) de referéncia de
humanos utilizadas para mapeamento dos reads foram obtidas do banco NCBI
Nucleotide em formato FASTA. Os dados de SRA (Sequence Read Archives) foram
obtidos do estudo realizado por A Fakhro et al. (2016). O projeto, disponivel na

plataforma NCBI SRA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), contém dados de

sequenciamento de exoma de individuos adultos do Oriente Médio, saudaveis ou

diagnosticados com diabetes tipo 2.

Todos os critérios de obtencdo das sequéncias nucleotidicas foram
padronizados durante a busca para que fossem obtidos apenas dados publicos de

exoma (conjunto total de éxons do genoma) de humanos.

Os conjuntos de dados selecionados para as analises posteriores
encontram-se relacionados na Tabela 1. Foram coletados dados de dois grupos: um
grupo de 4 (quatro) individuos saudaveis (grupo controle), e um grupo de 12 (doze)
individuos diagnosticados com diabetes tipo 2 (grupo caso). Ambos os grupos

apresentam a mesma proporgao entre individuos do sexo feminino e masculino (1:1).

Para cada individuo, os dados de reads dos cromossomos
correspondentes as regides gendmicas contendo os genes de interesse (10, 13 e 17)
foram coletados da plataforma SRA Run Browser
(https://trace.ncbi.nim.nih.gov/Traces/sra/sra.cqi?view=run_browser) em formato
FASTQ.

3.3 Mapeamentos dos reads e analise das sequéncias consenso geradas

Os reads foram mapeados nas sequéncias nucleotidicas de referéncia

utiizando o software privativo Geneious (https://www.geneious.com/), a fim de

construir sequéncias consenso entre as referéncias e os fragmentos de

sequenciamento (reads).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=run_browser
https://www.geneious.com/
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Tabela 1 — Caracterizagao dos conjuntos de reads utilizados para o estudo

Sexo Caracteristica Arquivo SRA

SRR2125398, SRR2125405

Diabético SRR2125425, SRR2125435

Feminino SRR2130707, SRR2130893
Saudavel SRR2130945; SRR2130912

SRR2130875; SRR2130935

Diabético SRR2125424; SRR2125426

Masculino SRR2125434; SRR2130878
Saudavel SRR5264034; SRR2130908

Fonte: Elaborado pela autora. Dados obtidos da plataforma NCBI SRA.

Os parametros de mapeamento utilizados foram:

(1) Tecnologia de sequenciamento dos reads: lllumina

(2) Tipo de sequenciamento: Pair-end

(3) Tamanho do inserto: 101 pb

(4) Limiar de geracao da sequéncia consenso: Highest quality

As sequéncias consenso obtidas foram armazenadas em formato FASTA e
submetidas a analise para confirmacao de sua identidade, através da plataforma
NCBI, utilizando a ferramenta BLASTnN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch), como etapa de

verificacdo da qualidade dos mapeamentos.

Os parametros de analise utilizados foram:
(1) Base de dados: Nucleotide colection
(2) Organismo: Homo sapiens

(3) Programa: Optimize for highly similar sequences (megablast)


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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Em seguida, a ferramenta ORF finder

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/) foi utilizada para identificar janelas abertas de

leitura (ORF) para obtengao das sequéncias de aminoacidos correspondentes, como
etapa adicional de verificagao e identificacdo de regides de interrupgdo de ORFs. As
regides de baixa cobertura de mapeamento, identificadas ao longo das sequéncias

consenso pelo simbolo “?”, foram removidas antes de cada analise.

Para cada sequéncia, foi verificada a ORF com maior janela de leitura nos
sentidos +1, e esta foi submetida a analise para determinacéo da identidade utilizando
a ferramenta BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins).

Os parametros de analise utilizados foram:
(1) Base de dados: Non-redundant protein sequences
(2) Organismo: Homo sapiens

(3) Programa: BLASTYp (protein-protein BLAST)

3.4 Alinhamentos multiplos de sequéncias nucleotidicas

As sequéncias consenso nucleotidicas obtidas para cada gene alvo foram
alinhadas utilizando a ferramenta MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log

Expectation), interna ao software MEGA X (https://www.megasoftware.net/).

Os alinhamentos multiplos gerados foram manualmente curados para
aumentar a confiabilidade dos resultados gerados. Sequéncias de baixa qualidade ou
regides com excesso de bases redundantes foram removidas. A referéncia utilizada

para nomenclatura das bases redundantes esta relacionada no Anexo B.

Uma vez que a etapa de refinamento dos alinhamentos englobou a
remogao de regides internas a porgao codificante (CDS), ndo foram feitas inferéncias

sobre o efeito dos polimorfismos na sequéncia primaria dos produtos proteicos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
https://www.megasoftware.net/
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3.5 Andlises de variabilidade genética

A partir dos alinhamentos obtidos, o software DnaSP (DNA Sequence

Polymorphism — http://www.ub.edu/dnasp/) foi utilizado para determinar os principais

descritores gerais de variabilidade nucleotidica entre as sequéncias, conforme

relacionados abaixo:

= Numero de sitios polimérficos (S): quantidade de sitios que possuem

quaisquer variacdes entre as sequéncias comparadas;

» Diversidade nucleotidica (1): numero médio de diferengas

nucleotidicas para cada comparagao par a par possivel entre as sequéncias;

= Numero total de mutagdes (n): total de variagcbes nucleotidicas

observadas ao longo das sequéncias;

= Numero de haplétipos (h): quantidade de sequéncias distintas obtidas

a partir de diferencas nucleotidicas;

» Diversidade haplotipica (hd): probabilidade de observacdo de dois

haplotipos diferentes dentro do espago amostral;

= Numero médio de diferencas nucleotidicas (k): média de diferengas

nucleotidicas entre todas as sequéncias;

= Coeficiente de Watterson (0-W): coeficiente de variabilidade genética,
relacdo entre numero efetivo da populagao e sua taxa de mutacgao, calculado sitio a

sitio ou entre sequéncias.

Além de inferéncias de diversidade, foram determinados, ainda utilizando o
software DnaSP, os coeficientes estatisticos D* e F* de Fu & Li (1993), para testar a

hipétese de selegcdo neutra para as mutagdes observadas.

O parametro R (taxa de recombinagado), que relaciona o tamanho da

populacdo com a média de diferencas nucleotidicas, também foi estimado.

Os possiveis sitios de recombinacao (hotspots) intra e interpopulacdes
foram identificados.


http://www.ub.edu/dnasp/
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3.6 lIdentificagdo de polimorfismos de um nucleotideo para estudos de

associacao

Para cada gene de interesse, as sequéncias consenso dos individuos caso
e controle foram alinhadas com as sequéncias CDS de referéncia, seguindo método

descrito no item 3.4.

Os blocos de SNPs foram extraidos dos alinhamentos multiplos gerados
utilizando a ferramenta SNP-sites (PAGE et al., 2016). Para cada sitio polimorfico, os
nucleotideos correspondentes aos alelos divergentes a referéncia foram mapeados.
Em seguida, a plataforma SNPStats (SOLE et al., 2006) foi utilizada para a analise da

associagao entre os polimorfismos e os grupos-resposta (caso e controle).
Os seguintes parametros estatisticos foram estimados:

» Odds ratio (OR), razao de probabilidade: parametro de associagao,
determina a magnitude do impacto de determinada variavel para a manifestacéo de

uma caracteristica-resposta, com intervalo de confianga de 95% (SZUMILAS, 2010);

= p-valor: significancia estatistica.

4 RESULTADOS

4.1 Escolha dos genes e informagoes adicionais

Os dados de localizacdo, comprimento de sequéncia nucleotidica e
associagoes utilizadas como critério de selegcdo dos genes de interesse aplicados para

o estudo estao relacionados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Dados de localizagdo, comprimento de sequéncia e associagoes utilizadas como critério de selecdo dos genes de
interesse aplicados para o estudo.

Sequéncia
Gene Localizacao nucleotidica Associacoes identificadas Aplicacao
codificante (pb)
T.CF.7L2 Aterosclerose; Diabetes gestacional; Diabetes Controle
(transcription factor 7 10925.2-925.3 1791 . . : N "
. tipo 2; Obesidade; Retinopatia diabética positivo
like 2)
PDX1
(pancreatic duodenal 13912.2 852 Cancer pancreatico; Diabetes tipo 2 Gene teste
homeobox factor 1)
FOXO1 Diabetes tipo 2; Nefropatia diabética;
(Forkhead box O 1) 13q14.11 1968 Obesidade Gene teste
TP53 17013.1 1065 Cancer de mama; Cancer de ovario; Cancer Controle
(tumor protein p53) Pl retal; Glioma; Leucemia; Osteosarcoma negativo

Fonte: Elaborado pela autora. A nomenclatura dos /oci génicos segue o padrao: numero do cromossomo + brago do cromossomo onde se encontra o gene

+ posicéo no brago, em ordem crescente a partir do centrémero. Dados obtidos do banco de genomas Ensembl, do banco de sequéncias nucleotidicas NCBI
Nucleotide e do banco de SNPs dbSNP.
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4.2 Mapeamento dos reads e analise das sequéncias consenso geradas

Os mapeamentos dos reads contra as sequéncias de referéncia de cada
gene estdo exemplificados nas Figuras 1-4. Apesar da boa qualidade observada para
todos os conjuntos de reads, representada pela coloragdo verde em cada fragmento
das figuras, a menor disponibilidade de dados para PDX1 refletiu na reducédo da
cobertura dos mapeamentos realizados para o gene. Enquanto para os demais genes
cada conjunto de reads continha em torno de 800 a 2300 fragmentos, a maior
quantidade observada para PDX1 foi de 513, porém com maioria entre 100 e 200. Tal
observagédo pode ser justificada pela limitagdo da capacidade de ferramentas de

sequenciamento em alcancar igualmente regides diferentes do exoma.

Para os demais genes, os mapeamentos apresentaram cobertura
satisfatoria, sendo a sequéncia consenso majoritariamente coberta por pelo menos
um read em cada ponto. Apesar do algoritmo do software otimizar a qualidade de
resolucdo dos consensos, as regides de baixa cobertura dos mapeamentos
resultaram na geracdo de sitios com excesso de bases redundantes, ou nao

informativos (identificados pelo simbolo “?”).

Em todos os genes, o alinhamento dos reads extrapolou a regido de
referéncia em ambas as extremidades 5 e 3’, gerando consensos de comprimento
superior ao das sequéncias de referéncia. No entanto, ambas as etapas de verificagao
validaram a qualidade dos mapeamentos dos reads. A analise executada na
plataforma BLASTn confirmou a identidade das sequéncias consenso com 0s genes
de referéncia, sendo observado percentual de identidade inferior a 95% com as
referéncias do NCBI apenas em algumas sequéncias dos genes P53 (92-94%) e
TCF7L2 (92-93%).

No OREF finder, apenas as sequéncias com sitios de baixa confiabilidade
produziram janelas de leitura de tamanho inferior ao comprimento das sequéncias de
aminoacidos equivalentes as referéncias. Ainda assim, a analise na plataforma
BLASTp das ORFs geradas permitiu confirmar a identidade de todas as sequéncias
com os produtos proteicos de referéncia.
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Figura 1. Mapeamento dos reads de individuos controle (A, amostra SRR2130945) e caso (B, amostra

SRR2125398) contra sequéncia de referéncia do gene FOXO1. A barra preta superior representa a
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Os reads foram coloridos tendo como base a qualidade do sequenciamento, variando de verde a

vermelho para alta e baixa, respectivamente. Visualizagdo do software Geneious.
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Figura 2. Mapeamento dos reads de individuos controle (A, amostra SRR5264034) e caso (B, amostra
SRR2125398) contra sequéncia de referéncia do gene PDX1. A barra preta superior representa a
sequéncia consenso gerada; o grafico em azul, a faixa de cobertura do mapeamento; as barras azul e
amarela abaixo, as regides de minima e maxima cobertura, respectivamente; a barra preta inferior, a
sequéncia de referéncia; e os retadngulos verdes, o conjunto de reads utilizados para o mapeamento.

Os reads foram coloridos tendo como base a qualidade do sequenciamento, variando de verde a
vermelho para alta e baixa, respectivamente. Visualizagdo do software Geneious.
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Figura 3. Mapeamento dos reads de individuos controle (A, amostra SRR2130945) e caso (B, amostra

SRR2125398) contra sequéncia de referéncia do gene P53. A barra preta superior representa a
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vermelho para alta e baixa, respectivamente. Visualizagdo do software Geneious.
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Figura 4. Mapeamento dos reads de individuos controle (A, amostra SRR2130912) e caso (B, amostra

SRR2125398) contra sequéncia de referéncia do gene TCF7L2. A barra preta superior representa a
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vermelho para alta e baixa, respectivamente. Visualizagdo do software Geneious.
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4.3 Alinhamentos multiplos das sequéncias nucleotidicas

Os alinhamentos entre as sequéncias nucleotidicas consenso dos grupos

(subpopulacdes) de casos e controles estdo exemplificados nas Figuras 5 e 6.

AFigura 6-Ailustra uma regido de completa homogeneidade, em que todas
as posicoes nucleotidicas sao idénticas entre os individuos (sitios monomoarficos). Os

mapeamentos apresentaram majoritariamente regiées com este perfil de alinhamento.

As posigdes onde houve divergéncia entre as sequéncias nucleotidicas e o
consenso em pelo menos um individuo foram identificadas pela cor e nomenclatura
correspondentes a base discordante. A nomenclatura segue padrao relacionado no

Anexo B.

Trés casos de heterogeneidade entre as sequéncias nucleotidicas foram
observados (sitios polimorficos). No primeiro, exemplificado pelas Figuras 5-A
(posicao 5) e 6-C (posicao 48), apenas um individuo apresentou diferenca nucleotidica

em relagdo aos demais (singleton), o que caracteriza o sitio como pouco informativo.

No segundo, ilustrado pelas Figuras 5-B (posi¢ao 17) e 6-B (posicao 1), tal
diferengca pode ser observada para pelo menos dois individuos em uma mesma

posicao, o que caracteriza o sitio como parcimonioso, ou informativo.

No ultimo caso, ilustrado pela Figura 7, observa-se uma regido marcada
pelo excesso de bases redundantes ou grande divergéncia entre as posigoes
nucleotidicas, regides estas condizentes com o espectro de baixa cobertura dos

mapeamentos realizados pelo Geneious.

O alinhamento multiplo resultou em sequéncias nucleotidicas de

comprimento similar ao das regides de referéncia.
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(A)

5

Name [CGTCCGCCCCCAGTGCTGCGTTCTCCCCCTCTTGGCTCTCCTGCGGCT
1. SRR2130912 13 FKH1 female control
2. SRR2130945 13 FKH1 female control
3. SRR5264034 13 FKH1 male control

4. SRR2130908 13 FKH1 male control

5. SRR2125398 13 FKH1 female
6
7
8

. SRR2125405 13 FKH1 female

. SRR2125425 13 FKH1 female

. SRR2125435 13 FKH1 female
9. SRR2130893 13 FKH1 female
10. SRR2130707 13 FKH1 female
11. SRR2125424 13 FKH1 male
12. SRR2125426 13 FKH1 male
13. SRR2125434 13 FKH1 male
14. SRR2130875 13 FKH1 male
15. SRR2130878 13 FKH1 male
16. SRR2130935 13 FKH1 male

(B)
17

Name AGGGTGACAGCAACAGCTSKKYKGCCTTACAGAATTCAATTCGTCATA
. SRR2130912 13 FKH1 female control
. SRR2130945 13 FKH1 female control
. SRR5264034 13 FKH1 male control

. SRR2130908 13 FKH1 male control

. SRR2125398 13 FKH1 female

. SRR2125405 13 FKH1 female

. SRR2125425 13 FKH1 female

. SRR2125435 13 FKH1 female

9. SRR2130893 13 FKH1 female

10. SRR2130707 13 FKH1 female

11. SRR2125424 13 FKH1 male

12. SRR2125426 13 FKH1 male

13. SRR2125434 13 FKH1 male

14. SRR2130875 13 FKH1 male

15. SRR2130878 13 FKH1 male

16. SRR2130935 13 FKH1 male

O ~NOO A WwN =

(€)

Name CAACTGACTGTCCCTTGCAGAGAGGGATCTTTTATCATTCATTCTCTG
1. SRR2130912 13 FKH1 female control
2. SRR2130945 13 FKH1 female control
3. SRR5264034 13 FKH1 male control
4. SRR2130908 13 FKH1 male control
5. SRR2125398 13 FKH1 female

6. SRR2125405 13 FKH1 female

7. SRR2125425 13 FKH1 female

8. SRR2125435 13 FKH1 female

9. SRR2130893 13 FKH1 female

10. SRR2130707 13 FKH1 female

11. SRR2125424 13 FKH1 male

12. SRR2125426 13 FKH1 male

13. SRR2125434 13 FKH1 male

14. SRR2130875 13 FKH1 male

15. SRR2130878 13 FKH1 male

16. SRR2130935 13 FKH1 male

Figura 5. Alinhamento multiplo de sequéncias para o gene FOXO1 apds refinamento. Visualizagao
parcial do inicio (A, sitios 1-48), regides polimorficas (B, sitios 564-611), e término do alinhamento (C,
sitios 2041-2088). A primeira linha, em cinza, representa o consenso entre as sequéncias nucleotidicas

“
.

dos individuos. Os sitios identificados pelo simbolo representam posicoes onde as sequéncias

nucleotidicas dos individuos correspondem a mesma base do consenso gerado pelo alinhamento,
sendo este a base de maior frequéncia para cada posi¢ao. Visualizagdo do software MEGA X.
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(A)

Name GGGAGTGGGAACGCCACACAGTGCCAAATCCCCGGCTCCAGCTCCCGA
1. SRR2130912 13 PDX1 female control
2. SRR2130945 13 PDX1 female control
3. SRR5264034 13 PDX1 male control
4. SRR2130908 13 PDX1 male control
5. SRR2125398 13 PDX1 female

6. SRR2125405 13 PDX1 female

7. SRR2125425 13 PDX1 female

8. SRR2125435 13 PDX1 female

9. SRR2130893 13 PDX1 female

10. SRR2130707 13 PDX1 female

11. SRR2125424 13 PDX1 male

12. SRR2125426 13 PDX1 male

13. SRR2125434 13 PDX1 male

14. SRR2130875 13 PDX1 male

15. SRR2130878 13 PDX1 male

16. SRR2130935 13 PDX1 male

(B)
1

Name :TCCCCACCCCTTTCTCCTTTCCGGTTSWCKCRCMCGGCCTACACGCGC
. SRR2130912 13 PDX1 female control
. SRR2130945 13 PDX1 female control
. SRR5264034 13 PDX1 male control

. SRR2130908 13 PDX1 male control

. SRR2125398 13 PDX1 female
SRR2125405 13 PDX1 female
SRR2125425 13 PDX1 female
SRR2125435 13 PDX1 female
SRR2130893 13 PDX1 female

10. SRR2130707 13 PDX1 female

11. SRR2125424 13 PDX1 male

12. SRR2125426 13 PDX1 male

13. SRR2125434 13 PDX1 male

14. SRR2130875 13 PDX1 male

15. SRR2130878 13 PDX1 male

16. SRR2130935 13 PDX1 male

©ENOOs BN
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48
Name iGGGTGGCGGGGTCGCGGAGCCTGAGCAGGACTGCGCCGTGACCTCCGG
1. SRR2130912 13 PDX1 female control
2. SRR2130945 13 PDX1 female control
3. SRR5264034 13 PDX1 male control
4. SRR2130908 13 PDX1 male control
5
6
7
8

. SRR2125398 13 PDX1 female
. SRR2125405 13 PDX1 female
. SRR2125425 13 PDX1 female
. SRR2125435 13 PDX1 female
9. SRR2130893 13 PDX1 female
10. SRR2130707 13 PDX1 female
11. SRR2125424 13 PDX1 male
12. SRR2125426 13 PDX1 male
13. SRR2125434 13 PDX1 male
14. SRR2130875 13 PDX1 male
15. SRR2130878 13 PDX1 male
16. SRR2130935 13 PDX1 male

Figura 6. Alinhamento multiplo de sequéncias para o gene PDX1 apos refinamento. Visualizagéo parcial
do inicio (A, sitios 1-48), regides polimorficas (B, sitios 516-563), e término do alinhamento (C, sitios
746-793). A primeira linha, em cinza, representa o consenso entre as sequéncias nucleotidicas dos

individuos. Os sitios identificados pelo simbolo “*” representam posicdes onde as sequéncias

nucleotidicas dos individuos correspondem a mesma base do consenso gerado pelo alinhamento,

sendo este a base de maior frequéncia para cada posi¢ao. Visualizagdo do software MEGA X.
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Name .GGRKRMASYWMTGSMTS?AGAWT--MTTTCACCCTKCAGRTMC
1. SRR2130912 17 P53 alternative female control

2. SRR2130945 17 P53 alternative female control

3. SRR5264034 17 P53 allternative male control Y C C MSMY C Y Y
4. SRR2130908 17 P53 alternative male control c S wYy R- K. M W - C
5. SRR2125398 17 P53 alternative female
6. SRR2125405 17 P53 alternative female
7. SRR2125425 17 P53 alternative female
8. SRR2125435 17 P53 alternative female
9. SRR2130893 17 P53 alternative female
10. SRR2130707 17 P53 alternative female
11. SRR2125424 17 P53 alternative male
12. SRR2125426 17 P53 alternative male
13. SRR2125434 17 P53 alternative male T .GATGGAGAA . - - - - - - - - - - - -~
14. SRR2130875 17 P53 alternative male : K.swiRrERsvwY - .
15. SRR2130878 17 P53 alternative male TG - - - - - - - . .SMWY - - - - - - .
16. SRR2130935 17 P53 alternative male CCHICAEAK . MW -

Figura 7. Regiao de baixa confiabilidade em alinhamento multiplo de sequéncias para o gene P53.

Visualizagao do software MEGA X.

4.4 Analises de variabilidade genética

Os principais descritores de variabilidade genética estimados para as

subpopulagdes de casos e controles encontram-se relacionados na Tabela 3.

4.4.1 Numero de sitios polimérficos (S) e numero total de mutagées (n)

O numero maximo de sitios polimorficos (S) e mutagdes (n) entre as
sequéncias nucleotidicas foi observado para os genes P53 e TCF7L2, utilizados
respectivamente como controle negativo e positivo (Tabela 3). Para P53, a
subpopulagcdo de casos apresentou valores aproximadamente 2 (duas) vezes
superiores a subpopulacéo de controles, para ambos os descritores. Para TCF7L2, os

valores mantiveram-se proximos ao comparar as duas subpopulacoes.

As regides correspondentes aos genes teste FOXO1 e PDX1 apresentaram
menor abundancia de sitios polimoérficos quando em comparagao as demais regioes

genbmicas.

Para o gene PDX1, os valores de ambos os descritores se mantiveram
similares entre as duas populagées. Em FOXO1, observou-se maior quantidade de
sitios polimorficos e total de mutagdes para a subpopulagao de casos.
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4.4.2 Numero de hapldtipos (h) e diversidade haplotipica (hd)

Em todas as regiées gendémicas, observou-se valor maximo de numero de
haplétipos (h) e diversidade haplotipica (hd) para as populagdes controle (valores de
referéncia: hmax = numero total de sequéncias; hdmax = 1,0), enquanto entre os casos,

os valores foram maximos apenas para os genes P53 e TCF7L2 (Tabela 3).

Para os genes FOXO1 e PDX1, os valores de diversidade haplotipica (hd)
entre as populagdes de casos foram mais baixos, mas préximos a 1 (um). O numero

de haplétipos também foi mais baixo, mas se aproximou do nimero maximo.

4.4.3 Diversidade nucleotidica (1) e numero médio de diferengas nucleotidicas (k)

Para todas as regides genémicas, a diversidade nucleotidica entre pares
de sequéncia (1) apresentou valores aproximados entre as populagdes de casos e
controles (Tabela 3). Todos os valores estimados para 1 se aproximaram de 0 (zero),

sendo mais baixos para as populacdes de casos e controles de FOXO1.

O numero médio de diferencas nucleotidicas entre todas as sequéncias (k)
também apresentou valores mais baixos para as popula¢des de casos e controles de

FOXO1, sendo maximo para a populagao controle de TCF7L2.

4.4.4 Coeficiente de Watterson (6-W)

O descritor de variabilidade genética 8-Wsito apresentou valores proximos
a 0 (zero) em todas as regides gendmicas, sendo menor para as populag¢des de casos

e controles de FOXO1, de forma similar ao observado para 1 (Tabela 3).

O descritor de variabilidade entre sequéncias 0-Wsequencia também
apresentou valores mais baixos para as populag¢des de casos e controles de FOXO1,
sendo maximo para a populagéo controle de TCF7L2, comportamento semelhante ao
de k.
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Tabela 3 — Descritores de variabilidade genética para os genes FOXO1, PDX1, P53 e TCF7L2 em populagbes de casos e controles para diabetes tipo 2.

Regido genémica | Populagdo AU ER |- (e S n h hd ™ k el AT
sequéncias da regiao (pb) (sitio) (sequéncia)
Caso 24 2088 19 19 14 0,942 0,0025 4,500 0,00244 5,088
FOXO1 Controle 8 2088 10 10 8 1,000 0,00216 5,214 0,00185 3,857
Total 32 2088 21 21 17 0,950 0,00238 4,97 0,0025 5,214
Caso 24 793 28 33 20 0,982 0,01295 10,246  0,00948 7,498
PDX1 Controle 8 793 32 34 8 1,000 0,0168 13,321  0,01556 12,342
Total 32 793 34 39 24 0,980 0,01441 11,401  0,01067 8,442
Caso 24 1469 101 113 24 1,000 0,01432 21,025 0,01842 27,047
P53 Controle 8 1469 51 55 8 1,000 0,01321 19,393 0,0134 19,669
Total 32 1469 115 127 32 1,000 0,01433 20,786 0,01945 28,555
Caso 22 1954 84 90 22 1,000 0,0089 17,468 0,01182 23,043
TCF7L2 Controle 8 1954 82 85 8 1,000 0,01399 27,321 0,01619 31,625
Total 30 1954 107 116 30 1,000 0,01018 19,841 0,01386 27,009

Legenda: Numero de sitios polimdrficos (S), Numero total de mutac¢des (n), Numero de haplétipos (h), Diversidade haplotipica (hd), Diversidade
nucleotidica (1r), Numero médio de diferengas nucleotidicas (k), Coeficiente de Watterson (6-W). Fonte: Elaborado pela autora. Dados obtidos do software

DnaSP.
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4.4.5 Parémetros de recombinagé&o

A estimativa dos parédmetros de recombinagéo esta relacionada na Tabela

Em todas as regides gendmicas, observou-se valores mais altos de
recombinacdo total (R-gene) nas populagbes sadias, sendo o valor mais alto
observado para TCF7L2 (R-gene = 303).

Os valores de recombinagao média por sitio (R-sitio) se aproximaram de 0
(zero) em todos os genes, sendo o maior valor observado para a subpopulagao sadia
de TCF7L2 (R-sitio = 0,1552).

A variancia dos dados apresentou valores mais altos para os genes P53 e
TCF7L2 (var = 144,717 e 117,398, respectivamente), sendo maxima na populagéo de
casos no gene P53 (var = 144,717). Entre casos e controles, os valores foram maiores
para casos para as sequéncias de FOXO1 (var = 15,767) e P53 (var = 144,717) e para
controles, em PDX1 (76,976) e TCF7L2 (var = 117,398).

A estimativa da quantidade minima de eventos de recombinagéo foi mais
alta para a populacao caso de P53 (Rm = 9), seguida das populacdes caso e controle
de TCF7L2 (Rm =7, para ambas). Os valores mais baixos foram observados para as
populagdes caso e controle de FOXO1, e para a populagao controle de PDX1 (Rm =

1, para todas).

4.4.6 Teste de neutralidade (estimativa de Fu & Li)

Em nenhuma das subpopulacdes os parametros de neutralidade estimados
apresentaram p-valor correspondente a faixa de significancia estatistica necessaria

para corroborar com a hipotese de selegao neutra (valor de referéncia: p-valor < 0,05).
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Tabela 4 — Estimativa de parametros de recombinagdo para os genes FOXO1,
PDX1, P53 e TCF7L2 em populacdes de casos e controles para diabetes tipo 2.

Regiao Populagao R-gene R-sitio var Rm

Caso 4,5 0,0022 15,767 1

FOXO1 Controle 20,9 0,0100 7,996 1

Total 5,5 0,0026 13,624 1

Caso 5,5 0,0069 50,752 2

PDX1 Controle 8,4 0,0106 76,976 1

Total 5,3 0,0670 62,207 2

Caso 13,5 0,0092 144,717 9

P53 Controle 42,7 0,0291 93,718 3
Total 15,7 0,0107 130,231 10

Caso 61,2 0,0313 55,195 7

TCF7L2 Controle 303 0,1552 117,398 7
Total 70,1 0,0359 62,499 10

Legenda: Taxa de recombinacgdo total (R-gene), Taxa de recombinacédo por sitio (R-sitio), Varidncia
(var), Numero minimo de eventos de recombinacdo (Rm). Fonte: Elaborado pela autora. Dados
obtidos do software DnaSP.

4.5 ldentificagdo de polimorfismos de um nucleotideo para estudos de

associacao

Os principais descritores da associagao entre os SNPs identificados com a

probabilidade de manifestagdo da doenca estao exemplificados na Tabela 5.

A maior quantidade de SNPs foi observada para os genes P53 e TCF7L2
(112 e 145, respectivamente). Os demais genes, FOXO1 e PDX1, apresentaram,

respectivamente, 19 e 41 SNPs em comparacao as sequéncias CDS de referéncia.
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Tabela 5 — Estimativa de p-valor, OR e IC de SNPs identificados na regido FOXO1.

Regido gendmica SNP* p-valor OR (IC 95%)

1 0,011 0,00 (0,00-NA**)
2 0,440 NA (0,00-NA)
3 0,440 NA (0,00-NA)
4 0,260 NA (0,00-NA)
5 0,260 NA (0,00-NA)
6 0,370 3 (0,24-37,67)
7 0,540 0,47 (0,04-5,90)

FOXO1 8 0,540 0,47 (0,04-5,90)
9 0,099 0,00 (0,00-NA)
10 0,260 0,00 (0,00-NA)
11 0,260 0,00 (0,00-NA)
16 0,440 NA (0,00-NA)
17 0,440 NA (0,00-NA)
18 0,260 NA (0,00-NA)
19 0,260 NA (0,00-NA)

Legenda: p-valor (significancia), odds-ratio (OR), Intervalo de 95% de confianga (IC 95%). * Os SNPs
12, 13, 14, e 15 foram desconsiderados por apresentarem carater monomorfico. ** NA (not-available).

Fonte: Elaborado pela autora. Dados obtidos da ferramenta SNPStats.

Destacam-se duas situagbes observadas a partir das analises de

associagao. Na primeira, exemplificada pelo SNP 1 (T/A) de FOXO1 (Tabela 5),

apesar do p-valor estimado se inserir na faixa de significancia estatistica, ndo foi

possivel determinar o intervalo de confianca para a validacdo dos dados de

associacgao. Na segunda, ilustrada pelo SNP 6 (C/A) de FOXO1 (Tabela 5), apesar do

valor de OR (odds-ratio, razdo de probabilidade) ser elevado (OR = 3; valor de

referéncia de associagédo: OR > 1), o intervalo de confianga se encontra em faixa muito
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ampla (IC 95% = 0,24 — 37,67). Além disso, o p-valor estimado (0,370; valor de

referéncia: p-valor < 0,05) encontra-se fora da faixa de significancia estatistica.

A mesma discordancia entre os valores de OR e p-valor foi observada para os
demais genes. O SNP 53 (G/C) de TCF7L2, por exemplo, apresentou valor de OR de
1.2 (valor de referéncia de associagcdo: OR > 1), porém tanto o p-valor observado
(0,88; valor de referéncia: p-valor < 0,05) quanto o intervalo de confianga (0,12 — 11,87)

estdo fora da faixa de significancia estatistica.

5 DISCUSSAO

Todos os mapeamentos realizados no software Geneious (Figuras 1-4)
apresentaram, em geral, espectro de cobertura satisfatério. Foram observadas
regides de baixa cobertura mais expressivas principalmente nos mapeamentos
realizados para o gene PDX1, para o qual houve maior restricdo na quantidade de

dados de reads disponiveis para as montagens de sequéncia.

Estudos com base em sequenciamento de exoma estdo sujeitos a
influéncia de variaveis operacionais que podem induzir erros de predicdo ou
interpretacédo de variantes associadas a tais doencgas, sendo as principais limitagbes
os algoritmos de anadlise e processamento de dados e o potencial de replicagéo e
validagcao das analises executadas. O espectro de cobertura de ferramentas de
sequenciamento de exoma pode sofrer influéncia de caracteristicas bioldgicas da
regido-alvo (conteudo de G-C, por exemplo) ou limitagdes das técnicas utilizadas para
montagem das sequéncias e identificagdo de variantes, o que explica a
heterogeneidade observada para algumas regides dos mapeamentos (ADAMS; ENG,
2018).

A observacgao de regides de baixa confiabilidade ao longo das sequéncias
geradas indica a necessidade de etapas adicionais de controle de qualidade dos
reads, fazendo uso de softwares especializados, a fim de refinar os dados e aumentar
a homogeneidade dos consensos. A otimizag¢ao da qualidade dos reads utilizados para

as analises podera também minimizar os artefatos operacionais de mapeamento e
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aumentar a confiabilidade dos polimorfismos identificados posteriormente ao longo

das sequéncias.

Ainda assim, como observado nos alinhamentos multiplos realizados com
o software MEGA X (Figuras 5 e 6), as sequéncias consenso apresentaram perfil
majoritariamente homogéneo entre os individuos. Os descritores de diversidade
nucleotidica 1 e 6-Wsitio (Tabela 3) reforcam a homogeneidade das sequéncias para
todas as regides de estudo, sendo FOXO1 o gene com o perfil mais uniforme
observado para ambas as analises. No entanto, a baixa diversidade nucleotidica ndo
permite explicar a alta quantidade de hapldtipos distintos observada entre as
subpopulagdes por efeito de mutagdes. O mesmo se aplica aos parametros de Fu &

Li, que nao permitem inferir o efeito de sele¢cao natural atuando sobre a populagao.

Ja os altos valores de R estimados (Tabela 4), especialmente para a regiao
correspondente ao gene TCF7L2 (R-gene = 303), indicam que a alta diversidade
haplotipica (hd), verificada para cada gene e entre as subpopulacbes, pode ser
resultado de eventos frequentes de recombinagdo. A hipotese é sustentada pela
identificacao prévia de um hotspot de recombinagao localizado no éxon 14 de TCF7L2,
associado as altas taxas de recombinagcdo observadas para o gene em uma
populacao amerindia (ACOSTA et al., 2016). Analises posteriores utilizando softwares
especializados na deteccéo de hotspots de recombinagao devem ser realizadas para

a confirmacao desta hipotese.

No presente estudo, foram estimados parametros de associagao (odds-
ratio e p-valor, exemplificados na Tabela 5) entre os SNPs e os grupos-resposta
diferentes dos previamente reportados na literatura. O estudo realizado por Mussig et
al. (2009), por exemplo, observou a associagdo entre variantes genéticas e a
ocorréncia de diabetes tipo 2 em uma populacdo de 5957 finlandeses. Um SNP
presente no gene FOXO1 (rs2721068) foi reportado como variante de risco tanto para
a doenca (OR, odds ratio = 1,532; p-valor, significancia = 2 x 10%) quanto para a
manifestacdo de fendtipos pré-diabéticos, como deficiéncia na secrecao de insulina
pelas células beta-pancreaticas. Embora tenha-se estimado um alto valor de
associagao entre um dos SNPs de FOXO1 (SNP6) e a manifestagdo da doenga (OR
= 3, valor de referéncia de associagcdo: OR > 1), a baixa confiabilidade estatistica

constatada para as analises (p-valor observado > 0,05) reforgca a necessidade de
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maior capacidade de processamento para refinamento e validagdo adequada dos
dados (KIEZUN et al., 2012).

Todos os genes escolhidos para o estudo (com exceg¢ao de P53) codificam
fatores de transcri¢cdo relacionados ao metabolismo da glicose, fungao das células
beta-pancreaticas ou sintese e secregcdao de insulina. Os SNPs previamente
reportados para esses genes foram identificados predominantemente em regides
intrénicas (n&o codificantes) do genoma, o que nao explica a totalidade dos
mecanismos moleculares associados a patogénese da doenca. Compreender o
impacto de alteragbes funcionais em regides do exoma, por outro lado, pode
complementar a elucidagao de tais mecanismos, uma vez que efeitos funcionais em
regides codificantes podem ser mais facilmente identificados por alteragdes diretas na

funcdo dos produtos proteicos correspondentes (KIEZUN et al., 2012).

As analises realizadas sugerem ser possivel rastrear variantes genéticas
em regides do exoma que possam ser associadas ao risco de manifestacdo de
diabetes tipo 2 em populagdes de humanos, especialmente para os genes FOXO1 e
TCF7L2. Novas analises, utilizando dados refinados de reads de um numero maior de
individuos nas subpopulacdes, devem ser realizadas a fim de possibilitar a avaliacao

do impacto funcional de tais variantes para a ocorréncia da doenca.
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APENDICE A — INFORMAGOES COMPLEMENTARES SOBRE O GENE
ESCOLHIDO COMO CONTROLE NEGATIVO (P53)

P53 (tumor protein p53)

A proteina p53 (tumor protein p53) € um fator de transcrigdo de resposta a
condi¢cdes de estresse que regula a expressao de genes-alvo envolvidos no controle
do ciclo celular, metabolismo, reparo do DNA e apoptose (SLIWINSKA et al., 2017).
O papel da proteina na indugédo da expressao de tais genes pode ser modulado por
multiplos fatores estressores, tais como danos ao DNA, hipdxia, restricdo nutricional
e erros de replicagdo (KUNG; MURPHY, 2016; SLIWINSKA et al., 2017).

Sua atividade afeta fungdes fisiologicas como desenvolvimento, replicagao
e senescéncia celular, o que implica que mutagcdes no gene de p53 ou outros genes
que interfiram na atividade da proteina podem estar associadas a ocorréncia de
doencas degenerativas, principalmente processos carcinogénicos (KUNG; MURPHY,
2016).
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ANEXO A - LOCALIZAGAO DOS GENES UTILIZADOS NO ESTUDO EM CROMOSSOMOS DE HUMANOS (Homo sapiens)

(A)

pl3 gy p11.2 P4 B ETEENqi411) [fERqu43 FAEE N L] B N
(B)

pl3 gy p11.2 P B EfEENq411 [ q43 FEEE N O B N
(©)

p13.3 [UEEN p13a1 p12 pil.2 [l q11.2 ql2 q21.31 I q24.2 IREZEN q25.1 g25.3
(D)

| pi4 JNJEN | WNpi2.1 b=l [ g21.3 GEPRRREPER] o231 M B I N Wqss

Figuras A-D. Localizag¢ao dos genes (controle e teste) utilizados para o estudo em cromossomos de humanos (Homo sapiens). A— FOX01, 13q14.11;
B — PDX1, 13912.2; C - P53, 17p13.1; D — TCF7L2, 10g25.2-25.3. As regides que contém os genes estdo destacadas em quadros amarelos. A nomenclatura

dos loci génicos segue o padrdo: numero do cromossomo + brago do cromossomo onde se encontra o gene + posi¢do no brago, em ordem crescente a partir

do centromero. Fonte: Ensembl.
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ANEXO B — REFERENCIA DE NOMENCLATURA DE BASES NUCLEOTIDICAS

Anexo B — Referéncia de nomenclatura de bases nucleotidicas

Cadigo Base
A Adenina
C Citosina

G Guanina

T (ou U) Timina (ou Uracila)
AouG
CouT
GouC
AouT
GouT
AouC

CouGouT
AouGouT
AouCouT
AouCouG
Qualquer base

Py

Z < I UOWwWZ=Z X S=Somw<<

- Gap (espagamento)

Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).



ANEXO C — FORMATOS DE ENTRADA E SAIDA DAS PLATAFORMAS DE
ANALISE UTILIZADAS PARA O ESTUDO

Anexo C — Formatos de entrada e saida das plataformas de analise utilizadas

para o estudo.

Ferramenta Formato de entrada Formato de saida
[llumina mRNA FASTQ
Geneious FASTQ FASTA
ORF finder FASTA Protein FASTA
MEGA X FASTA MEGA ou FASTA
DnaSP FASTA Descritores
SNP-sites FASTA FASTA
SNPStats Tabela de variantes

p-valor, odds ratio, IC

Fonte: Elaborado pela autora.



