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RESUMO 

 
Em 1987, na cidade de Goiânia, uma série de eventos inesperados resultou em um 

grave acidente radiológico, gerado pelo Césio-137. Os efeitos mutagênicos da radiação 

ionizante (RI) pode levar acúmulo de mutações em filhos de pais irradiados. Foi 

estabelecido que a análise cromossômica em microarranjos (CMA), uma técnica da 

citogenômica para a detecção de SNP em um amplo espectro de regiões do genoma 

humano. O uso de ensaios citogenômicos baseados em microarranjo de alta densidade de 

DNA permite identificar as variações em SNPs e, consequentemente, genotipá-los. No 

presente estudo, usando o ensaio do GeneChip® HD™ 750 K foi possível estabelecer os 

genótipos dos SNPs em uma população nascida de progenitores expostos à radiação 

ionizante de césio-137. Os desvios mendelianos da linha germinativa foram usados para se 

estimar a frequência de mutações induzidas pela exposição parental na sua prole. O grupo 

exposto foi constituído por 11 famílias, dos quais pelo menos um dos progenitores foi 

diretamente exposto à radiação ionizante de Césio-137, incluindo um total de 37 

indivíduos (11 casais e 15 filhos nascidos após o acidente). A dose absorvida para os 

indivíduos expostos variou entre 0,2 a 0,5 Gray. Um grupo de indivíduos não-expostos à 

radiação ionizante foi usado como controle. Esse grupo foi composto por 15 famílias 

goianas sem histórico de exposição à RI. Os testes estatísticos utilizados foram: teste de 

Shapiro-Wilk, teste F, análise de regressão, clusterização e análise de componente princial. 

Todas as análises foram realizadas utilizando o pacote estatístico R, com nível de 

significância de 5% (p<0,05). As frequências de FMDM foram estimadas por caso e 

controle, representando 1,3x10-3, 0,9x10-3, respectivamente. Assim, as frequências de 

desvios mendelianos mostraram diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

expostos e controle (p<2x10-3, α = 0,5, Student-t). O teste F para comparar as variações de 

duas amostras (Caso e Controle) de populações com distribuição normal mostrou que as 

variações (F=4,47; α = 0,5, p<8x10-3) entre casos e controles foram significativamente 

diferentes. Além disso, a progênie de uma população acidentalmente expostos a baixas 

doses de RI mostrou ~ 1.44x mais de desvios mendelianos (DM) de novo que controles 

saudáveis. Em conclusão, o estudo foi possível gerar a frequência da mutação de linhagem 

germinativa/geração em DM poderá ser útil para estudar retrospectivamente populações 
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humanas expostas à RI, utilizando a técnica de achados de desvios mendelianos, foram 

possíveis identificar a origem dos progenitores, como também o tipo de substituição e 

informar qual a variante que sofreu a mutação. Portanto, os DM são marcadores 

potencialmente úteis para discriminar exposição parental à RI.  

Palavras-Chaves: Bioinformática; SNPs; Genotipagem; Desvio Mendeliano; CytoScan 

750K™.  
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ABSTRACT 
 

In 1987, in the city of Goiânia, a series of unexpected events resulted in a serious 

radiological accident, generated by Césio-137. The mutagenic effects of ionizing radiation 

(IR) can lead to accumulation of mutations in children of irradiated parents. It was 

established that chromosomal microarray analysis (CMA), a cytogenomic technique for the 

detection of SNP in a wide spectrum of regions of the human genome. The use of 

cytogenetic assays based on high-density microarray of DNA allows identifying variations 

in SNPs and, consequently, genotyping them. In this study, using the GeneChip® HD® 

assay it was possible to establish the genotypes of SNPs in a population born from 

progenitors exposed to cesium-137 ionizing radiation. Mendelian germline deviations were 

used to estimate the rate of mutations induced by parental exposure in their offspring. The 

exposed group consisted of 11 families, of which at least one parent was directly exposed 

to Cesium-137 ionizing radiation, including a total of 37 individuals (11 couples and 15 

children born after the accident). The absorbed dose for exposed individuals ranged from 

0.2 to 0.5 Gray. A group of individuals not exposed to ionizing radiation was used as a 

control. This group consisted of 15 families from Goiás with no history of exposure to IR. 

The statistical tests used were: Shapiro-Wilk test, F test, regression analysis, clustering, 

and the main component analysis. All analyses were performed using the statistical 

package R, with a significance level of 5% (p<0.05). FMDM frequencies were estimated by 

case and control, representing 1.3x10-3, 0.9x10-3, respectively. Thus, the frequencies of 

FMDM showed statistically significant differences between the exposed and control groups 

(p<2x10-3, α = 0.5, Student-t). The F test to compare the variations of two samples (Case 

and Control) from populations with normal distribution showed that the variations 

(F=4.47; α = 0.5, p<8x10-3) between cases and controls were significantly different. In 

addition, the progeny of a population accidentally exposed to low doses of IR showed ~ 

1.44x more de novo Mendelian deviations (MD) than healthy controls. In conclusion, the 

frequency of germ line/generation MD mutation may be useful to study human populations 

exposed to IR retrospectively, using the Mendelian deviation findings technique, it was 

possible to identify the origin of the parents, as well as the type of substitution and inform 

which variant suffered the mutation. Therefore, DM are potentially useful markers to 

discriminate parental exposure to IR. 

Keywords: Bioinformatics; SNPs; Genotyping; Mendelian Deviation; CytoScan 750K™. 
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1. INTRODUÇÃO  

Com os avanços nas tecnologias de análise genômica grandes volumes de dados de 

sequências de nucleotídeos são produzidos, incluindo a possibilidade de se identificar e 

catalogar milhares de polimorfismos de base única (SNP – do inglês, single nucleotide 

polymorphism) com alto grau de precisão. As variações dos SNP são importantes para se 

determinar as relações genotípicas e fenotípicas inter e intraespecíficas e inter e 

intrapopulacionais, bem como a identificação de variantes relacionadas às doenças 

humanas e animais (SHAH e KUSIAK, 2004). 

As mutações são os eventos subjacentes aos polimorfismos e, portanto, geram 

ampla variação genética e são a principal força motriz da evolução. Assim, examinar as 

taxas e os tipos de mutação é essencial para se compreender as bases genéticas da 

anatomofisiologia e a evolução dos organismos (TATSUMOTO et al., 2017).  

Existem vários métodos para a detecção das variantes estruturais dos genomas 

(CARTER, 2007; KORBEL et al., 2007). Vários algoritmos de classificação podem ser 

aplicados aos dados obtidos pela técnica de microarranjo para o desenvolvimento de 

métodos que possam predizer a ocorrência de uma doença (MUDUNURI et al., 2009). 

Entretanto, Os chips de genotipagens em SNPs que mais se destacam no mercado são 

oferecidos pela empresa Thermo Fisher e Illumina (KENNEDY et al., 2003; PEIFFER et 

al., 2006).  

Os algoritmos baseados em modelos estatísticos e métodos não-paramétricos, são 

aplicados para detectar os SNPs, utilizando as intensidades de fluorescência dos 

marcadores. No entanto, esses algoritmos necessitam de especificidade para detectar 

desvios mendelianos, devido à elevada taxa de falsos positivos com base nos valores de 

intensidade de fluorescência. Para isso, testes de associações são aplicadas para identificar 

os desvios mendelianos (DM) em SNPs, como também mostrar suas origens parentais (XU 

et al., 2011). 

As matrizes da sonda GeneChip® Cytoscan HD (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EUA) são feitas usando síntese combinatória direcionada à luz com padrão 

especial e contém até centenas de milhares de oligonucleotídeos diferentes aderidas a uma 

pequena superfície de vidro, montados em um chip, denominado array. Sendo que estes 

arrays genômicos permitem examinar centenas de milhares de sequências-alvo em uma 

única hibridação e detectam perdas e ganhos de segmentos de DNA cerca de duas ordens 
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de magnitude menores do que o que pode ser observado ao microscópio (Manual do 

Enterprise Affymetrix® Chromosome Analysis Suite 2.0 TM Software User). 

Este conjunto de informações estão contempladas SNPs de alta densidade, com 

densidade de sonda no CytoScan HD© suficiente para maior que 99% em sensibilidade e 

maior que 99% para especificidade, sendo possível a visualização de padrão de 

desequilíbrio alélico, identificação de mutação genômica, verificação de consistência em 

trio e análise de paternidade, portanto, contribuindo com as interpretações dos resultados 

genômicos (ZAHIR e MARRA, 2015). 

Estudos recentes corroboram para a existência de evidência para a hipótese de 

mutação de novo e a sua relação com a hipótese tardia da paternidade (DE KLUIVER et 

al., 2017). Foi demonstrado que a idade paterna avançada afeta independentemente todo o 

espectro da fertilidade masculina, conforme avaliado pela redução na qualidade e na 

fertilização dos espermatozoides, sendo ela assistida ou não assistida. Sendo que, estudo 

encontraram evidências crescentes também que sugerem aumento do risco de doenças 

pediátricas e em adultos, variando de câncer a características comportamentais (CONTI e 

EISENBERG, 2016). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Bioinformática 
 
 A partir do final da década de 1980, o termo "bioinformática" tem sido utilizado 

frequentemente para se referir a métodos computacionais para análise comparativa de 

dados do genoma. No entanto, o termo foi originalmente mais amplamente definido como 

o estudo de processos para modelar sistemas biológicos (HOGEWEG, 2011; HOGEWEG 

& HESPER, 1978; HOGEWEG, 1978).  

 Com o avanço da pesquisa em inteligência artificial aplicada a novas 

representações de sistemas de processamento de informações, geralmente inspiradas em 

sistemas biológicos, por exemplo, modelos de redes neurais para aprendizado e 

reconhecimento de padrões (MINSKY, 1969; ROSENBLATT, 1961), algoritmos 

genéticos para otimização em processamento paralelo semi-independente (PAPERT, 1990; 

ABELSON e DISESSA, 1986; HEWITT, 1977; HOLLAND, 1975), demonstra o poder de 

uma abordagem autocentrada individualmente para gerar e/ou entender mais estruturas 

globais (HOGEWEG, 2011). 

Desta forma, a reintrodução de ideias computacionais com inspiração biológica 

contribuiu com o entendimento dos sistemas biológicos como sistemas de processamento 

de informações. Em particular, um foco na interação local levando a fenômenos 

emergentes em várias escalas parecia estar ausente na maioria dos modelos biológicos. 

Contudo, a combinação das análises de padrões, modelagem dinâmica e aplicação busca o 

desafio de desvendar a geração de padrões e processos de informática em sistemas bióticos 

em várias escalas (HOGEWEG, 2011). 

Com isso, impulsionado pelo aumento exponencial dos dados de sequenciamento, o 

termo bioinformática passou a significar o desenvolvimento e o uso de métodos 

computacionais para gerenciamento e análise de dados de dados aplicados para estudos na 

estrutura de proteínas, previsão de função baseada em homologia e filogenia. No entanto, 

as ideias valiosas obtidas com os grandes projetos de sequenciamento e a análise 

bioinformática relacionada para desvendar a função e a evolução tornou-se o “tronco da 

bioinformática" (HOGEWEG, 2011). 

Com o sequenciamento do genoma humano obtivemos uma riqueza de informações 

detalhando milhões de variações genéticas entre indivíduos. Portanto, abre-se novas 
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oportunidades para identificar a predisposição genética e entender as causas de doenças 

comuns. Estima-se que 90% das variações genéticas em humanos sejam devidas a 

prevalência de SNPs (KOLKMAN, et al., 2007; COLLINS et al., 1997). 

 Em geral a bioinformática está preocupada em fazer as perguntas certas, gerando e 

testando hipóteses, além de organizar e interpretar uma imensa quantidade de dados para 

detectar padrões biológicos (BARNES e GRAY, 2003).   

  

2.2. Matrizes de Genotipagem de Polimorfismo em Base Única  

A variação estrutural no genoma humano tem sido intensamente estudada (DE 

SMITH et al., 2007; REDON et al., 2006; TUZUN et al., 2005; IAFRATE et al., 2004; 

SEBAT et al., 2004).  Existem vários métodos para a detecção dessas variantes estruturais 

(CARTER, 2007; KORBEL et al., 2007), desta forma, foram aplicados métodos para 

interpretar resultados de SNP, com base nas análises de microarranjos de DNA em ensaios 

citogenéticos, utilizando o kit de reagentes da CytoScan e a matriz CytoScan HD™ (high-

density) para os achados de genotipagem, seguindo-se os protocolos do fabricante. 

Os microarranjos são uma ferramenta poderosa de diagnóstico que pode gerar uma 

gama de informações consideradas relevantes para mapear genes associados a diversas 

doenças humanas, incluindo câncer (GORLOV et al., 2014). Vários algoritmos de 

classificação podem ser aplicados na técnica de microarranjo para o desenvolvimento de 

métodos que possam predizer a variação genômica putativamente associada a uma doença. 

No entanto, a precisão de tais métodos difere de acordo com o algoritmo de classificação 

aplicada, e identificar o melhor algoritmo de classificação se torna um grande desafio 

(MUDUNURI et al., 2009). 

A pesquisa genômica pode levar a descobertas de variação de sequência em genes 

humanos, que está amplamente confinada a SNPs e é valiosa em testes de associação com 

doenças comuns e características farmacogenéticas (HALUSHKA et al., 1999).  

Os chips de genotipagens em SNPs que mais se destacam no mercado são 

oferecidos pela Affymetrix e Illumina. Ambas as empresas comercializam microarranjos 

concorrentes e continuam a oferecer maior cobertura para detectar eventos relacionados na 

análise de número de cópias e ensaios de SNPs, simultaneamente. Sendo que a técnica de 

ensaio para os microarranjos difere, contudo, a saída de intensidade de sinal das duas 
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plataformas e apresenta problemas de análise e interpretação semelhantes (PEIFFER et al., 

2006; KENNEDY et al., 2003). 

Portanto, a base de dados de SNPs são tipicamente padronizados em relação a uma 

população de referência para reduzir o efeito de fatores, incluindo a variação entre as 

matrizes e efeitos de hibridação específicos da sonda. Ao fazer isso, as rotinas de 

normalização assumem implicitamente que todos os membros (ou a grande maioria) da 

população de referência têm o mesmo número de cópias, no entanto, em locais de SNP em 

comum, gerando uma suposição de posição na sonda (WINCHESTER et al., 2009). 

Contudo, esta base de dados de SNPs, além dos genes, somente foi possível devido 

à posição dos marcadores por estarem posicionados de acordo com a mesma construção do 

genoma (KOED et al., 2005). 

XU et al (2011) afirma que as matrizes de genotipagem foram desenvolvidas para 

caracterizar os SNPs. Os algoritmos baseados em modelos estatísticos e métodos 

conhecidos como não-paramétricos, são aplicados para detectar SNP, utilizando as 

intensidades de marcadores. No entanto, esses algoritmos necessitam de especificidade 

para detectar DM, devido à elevada taxa de falsos positivos com base nos valores de 

intensidade. Para isso, o uso de testes de associações é desenvolvido para identificar os 

DM em SNPs, como também mostrar suas origens parentais. 

           De acordo com CAETANO (2009), a identificação de SNP's distribuídos 

aleatoriamente pelo genoma está distribuída por meio do alinhamento de uma sequência de 

fragmento aleatório do genoma com uma sequência referência.  

Entretanto, existe outro método de identificação, sendo por meio de 

sequenciamento direto de fragmentos específicos do genoma amplificados por PCR, e 

subsequente alinhamento e comparação das sequências, desta forma aplica a mineração de 

SNP's em uma região de interesse (CAETANO, 2009). 

2.3. Tecnologia Affymetrix – Genotipagem por SNP  

As matrizes da sonda GeneChip® contêm até centenas de milhares de 

oligonucleotídeos diferentes em uma pequena superfície de vidro. As matrizes foram 

projetadas e usadas para medições quantitativas e altamente paralelas da expressão gênica, 

para descobrir loci polimórficos e detectar a presença de milhares de alelos alternativos 

(Manual do Enterprise Affymetrix Chromosome Analysis Suite 2.0 Software User). 
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Os atuais métodos de fabricação comercial em larga escala permitem que 

aproximadamente mais de 750.000 sondas SNP fornecem amplos recursos para definir 

variações de cópia neutra com confiança (ZAHIR e MARRA, 2015) e aproximadamente 

1,9 milhões de marcadores de CNV (do inglês, copy number variations), não polimórficos, 

totalizando aproximadamente 2,6 milhões de marcadores. 

Estes microarranjos genômicos permitem examinar centenas de milhares de 

sequências-alvo em uma única hibridação e detectam perdas e ganhos de segmentos de 

DNA, cerca de duas ordens de magnitude menores do que o que pode ser observado ao 

microscópio.  

O protocolo CytoScan™ inclui as ferramentas para auxílio na identificação dos 

marcadores SNPs, sendo que o chip utilizado é o CytoScan HD™ Array-Affy, sendo 

possível, em um único chip, localizar e identificar os marcadores SNPs e CNVs.  

Técnicas de genotipagem por microarranjos tem sido amplamente utilizado como 

métodos convencionais para detectar LOH (do inglês, Loss of heterozygosity) e CNVs 

(PINKEL et al., 2010). Além de variação estrutural genotípica, sendo uma importante 

classe de variabilidade genética mendeliana como causa de doenças hereditárias comuns e 

câncer (WAIN et al., 2009; STANKIEWICZ e LUPSKI, 2010). 

Essas técnicas são consideradas eficientes para detectar tais alterações no genoma 

devido à distribuição relativamente uniforme das sondas (VASSON et al., 2013). Muitos 

estudos de alto impacto foram baseados em resultados derivados do método microarranjos 

com alto desempenho (LYBÆK, et al., 2009; VERMEESCH et al., 2007).  

Na visão geral de alto nível de como as chamadas de número de cópias e 

genotipagem de SNP são geradas pelo software ChAS®. O fluxograma começa com as 

adaptação e correção do fragmento, inclui normalização e dimensionamento, análise das 

sondas de SNP, em sequência monta o resumo do sinal, para realizar o cálculo de sinal 

alélico, constituindo a genotipagem, posteriormente identifica a correção da diferença 

alélica GC (do inglês, content changes) para assim, rastrear os picos nos alelos 

computacionalmente, definindo a detecção de LOH. Conforme representado na Figura 1 

abaixo. 
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Figura 1. Representando uma visão geral, em forma de fluxograma, da análise do pipeline aplicada ao 
protocolo CytoScan HD ™. *SNPQC é uma métrica de qualidade para medir os alelos dos genótipos 

dentro dos microarranjos. (Manual do Enterprise Affymetrix® Chromosome Analysis Suite 2.0 
TM Software User) 

 

A identificação de recursos e extração de sinal nos microarranjos são digitalizados 

pelo software GeneChip® Command Console® (AGCC®, Affymetrix, USA). O AGCC® 

alinha uma grade no arquivo DAT (a imagem digitalizada original) para identificar cada 

espaço de microarranjo e calcular o sinal de cada recurso. Esse processo usa o arquivo 

DAT, contendo o sinal bruto, e cria um arquivo CEL, que contém uma única intensidade 

de sinal para cada recurso. O arquivo .CEL é usado para todas as análises posteriores. 

A genotipagem por microarranjo CytoScan HD™ é realizado usando o algoritmo 

BRLMM-P-Plus. Este algoritmo possui um bom desempenho, além de requerer a presença 

de sondas com incompatibilidade na matriz para criar genótipos de origem. Sendo que, 

estes genótipos origem são gerados a partir de propriedades a base de clusterização dos 

dados (Affymetrix, 2007). 
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A abordagem do algoritmo BRLMM-P-Plus compreende os dados brutos (.CEL), 

que com o normalização geram sondas normalizadas, inclui o resumo dos dados dos alelos 

para a montagem dos sinais (valores estimados), cujo a realização do espaço clusterizado é 

possível realizar a transformação dos dados com apresentaram contraste, sinalizando as 

chamadas genotípicas, que apresentam os resultados de genótipos e seus respectivos 

valores de confiança para cada marcador SNP. Abaixo, representamos o fluxograma do 

algoritmo BRLMM-P-Plus. 

 
Figura 2. Visão geral da representação das etapas construídas pelo algoritmo BRLMM-P-Plus (Affymetrix, 
2007). 
 

2.4. Similaridade entre os softwares de mercado: Affymetrix e Illumina 

 
Durante os últimos anos, as matrizes de genotipagem de SNPs de alta densidade 

facilitaram estudos de associação em todo genoma (GWAS, do inglês, Genome-Wide 

Association Study) que identificaram com sucesso variantes genéticas comuns associadas a 

uma variedade de fenótipos. No entanto, cada uma das variantes genéticas identificadas 

explica apenas uma parte da contribuição genética subjacente à característica fenotípica 
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estudada. Além disso, a discordância observada nos resultados entre o GWAS 

independente indica o potencial de erros do tipo I e II (HONG et al., 2012).  

É necessária alta confiabilidade da tecnologia de genotipagem para ter confiança no 

uso de dados SNP e na interpretação dos resultados do GWAS. Estudos demonstram uma 

confiabilidade técnica das plataformas de genotipagem atualmente disponíveis, porém 

indicam a importância de incorporar algumas técnicas para a genotipagem do QC1 (do 

inglês, Quality Control), a fim de melhorar a confiabilidade dos resultados de genotipagem 

em SNP. O impacto de genótipos discordantes pode explicar, pelo menos em parte, a 

irreprodutibilidade de alguns achados de genotipagem em SNP de alta densidade quando o 

tamanho do efeito e as frequências de alelos menores são baixas (MAREES et al., 2018). 

Estudos demonstram que quando aumenta o tamanho da amostra, para maior 

obtenção do poder estatístico, consequentemente o efeito de uma taxa de erro de 

genotipagem equivalente diminui (KERKHOF et al., 2010; PETERSEN et al., 2010; 

AZZATO et al., 2010; KNAUFF et al., 2009; LYSSENKO e GROOP, 2009; LANDI et 

al., 2009; PFEUFER  et al., 2007). Sendo que, é possível que duas pessoas diferentes 

produzam dois resultados ligeiramente diferentes utilizando o mesmo protocolo do 

fabricante. Estes protocolos são aplicados por meio de microarranjos com alta densidade 

são focados em variantes raras, sendo que o critério de seleção para que os SNPs sejam 

detectados, em pelo menos, vários conjuntos de dados de sequenciamento (GUO, et al., 

2014).  

Estudos revelam que os algoritmos aplicados nos protocolos com matrizes de 

genotipagem de SNP com alta densidade, geralmente são altamente concordantes para a 

maioria dos SNPs, principalmente para os dois fornecedores mais comuns de SNP em 

microarranjos: Illumina e Affymetrix (ECKEL-PASSOW et al., 2011). 

Um estudo publicado sobre a comparação das técnicas de reprodutibilidade das 

fabricantes Affymetrix e Illumina no uso das matrizes de genotipagem de SNP concluiu 

principalmente que as tecnologias apresentaram resultados satisfatórios e razoável tratando 

de concordâncias nos genótipos, sendo que, um número reduzido de discordância 

genotípica pode gerar associações falsas, especialmente para marcadores genéticos com 

                                                           
1 Uma etapa essencial para utilizar o GWAS é o uso de QC apropriado. Sem um controle de qualidade 
extensivo, o GWAS não gera resultados confiáveis, pois os dados brutos do genótipo são inerentemente 
imperfeitos. Os erros nos dados podem surgir por várias razões, por exemplo, devido à baixa qualidade das 
amostras de DNA, à hibridação do DNA com o chip, às sondas de genótipo pode possuir desempenho 
insatisfatório e às misturas ou contaminação da amostra. 
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baixa frequência alélica. Para estes casos, o estudo sugere um aprofundamento mais 

cuidadoso na replicação para confirmar estas associações (HONG et al., 2012). 

2.5. Software ChAS Affymetrix 

Utiliza-se o software Affymetrix Chromosome Analysis Suite® (ChAS) para analisar 

dados do microarranjo CytoScanHD™ e discutir estratégias para um projeto experimental e 

para determinar a patogenicidade das CNVs identificadas. Com a aplicação do ChAS é 

possível mapear as intensidades de cada alelo que são usadas para inferir estados de 

número de cópias, genótipos e intensidades de alelos. Estas informações formam a base de 

todas as demais análises (ZAHIR e MARRA, 2015). É possível usar o software ChAS para 

detectar eventos de aberrações altamente complexos que são frequentemente encontrados 

em tumores de câncer. Dados gerados pelo ChAS podem ser exportados para outras 

ferramentas de visualização com melhor rendimento diagnóstico (AMBROS et al., 2014). 

A alta densidade da sonda SNP da plataforma CytoScan é útil para decifrar eventos 

complexos, pois os dados polimórficos da sonda que podem ser usados para reconstruir o 

cromossomo de origem. 

Assim, dada uma sequência de referência, pode ser projetada uma matriz de sondas 

de DNA que consiste em uma coleção altamente densa de sondas complementares, 

praticamente sem restrições nos parâmetros de projeto. Sendo que, a quantidade de 

informação de ácido nucléico codificada na matriz na forma de sondas diferentes é 

limitada apenas pelo tamanho físico da matriz e pela resolução eficiente litográfica 

(LIPSHUTZ et al., 1999). 

Para RODIG et al., (2010), os dados extraídos do array de SNP da fabricante 

Affymetrix podem ser analisados com software proprietário especialmente projetado. No 

console de genotipagem, as amostras são agrupadas em dentro dos limites (boa amostra) e 

fora dos limites (amostras com ruídos) após verificações iniciais de controle de qualidade, 

permitindo ao usuário investigar e analisar a incompatibilidade ou compatibilidade da 

sonda e do agrupamento dos SNP individualmente. 

A recomendação recente é que a análise clínica de análise cromossômicos por 

microarranjo (CMA – do inglês, Chromosomal Microarranjo Analysis) tenha resolução 

suficiente para detectar deleções submicroscópicas e duplicações de 100 kb ou mais 

(SOUTH et al., 2013; TEODORO et al., 2017). 

As plataformas de CMA contém sondas não polimórficas e específicas para CNV, 
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capazes de interrogar o estado do número de cópias e sondas oligonucleotídicas curtas com 

25 pb, que incluem um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) e são polimórficos, ou 

seja, podem ser usados para i

O CMA realiza a hibridização da amostra do paciente com os marcadores que 

foram sintetizados no chip. Posteriormente, por meio de uma análise criteriosa do técnico 

especialista, o resultado desta análise é comparado

saudável e bancos de dados de doenças. 

Para TUCKER et al.,

Affymetrix GeneChip®™ foram as matrizes de 100 K, 500 K e 750 K. Essas matrizes 

foram projetadas para avaliar genótipos, mas foram adaptadas para análise de número de 

cópias. 

Na figura abaixo representamos as etapas na utilização do CMA. O especialista 

deve tomar as decisões quanto à composição das amostras a serem coletadas e quais as 

amostras serão constituídas como referência. A verificação deve ser realizada por um 

desses métodos de maior acurácia. A patogenicidade deve ser acompanhada por ensaios de 

validação e deve-se realizar a correlação de genótipo
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capazes de interrogar o estado do número de cópias e sondas oligonucleotídicas curtas com 

25 pb, que incluem um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) e são polimórficos, ou 

nferir o genótipo (ZAHIR e MARRA, 2015). 

O CMA realiza a hibridização da amostra do paciente com os marcadores que 

foram sintetizados no chip. Posteriormente, por meio de uma análise criteriosa do técnico 

com os bancos de dados de população 

(2011), as primeiras versões das matrizes de mapeamento 

Affymetrix GeneChip®™ foram as matrizes de 100 K, 500 K e 750 K. Essas matrizes 

valiar genótipos, mas foram adaptadas para análise de número de 

Na figura abaixo representamos as etapas na utilização do CMA. O especialista 

deve tomar as decisões quanto à composição das amostras a serem coletadas e quais as 

tuídas como referência. A verificação deve ser realizada por um 

desses métodos de maior acurácia. A patogenicidade deve ser acompanhada por ensaios de 

fenótipo (ZAHIR e MARRA, 2015). 

 

repositórios de 
variantes (DGV, 
DECIPHER)
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informações de genes

Correlação de 
genótipo com 

fenótipo
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Figura 3. Etapas usando a metodologia CMA que está incorporada na plataforma ChAS® (ZAHIR e 
MARRA, 2015). 

Todo o conjunto de informações contempladas em microarranjos de genotipagem 

em SNPs de alta densidade, com precisão de genótipo maior que 95%, sendo possível, por 

meio do software ChAS, a visualização de padrão de desequilíbrio alélico, identificação de 

contaminação genômica, verificação de consistência em trio e análise de paternidade, 

portanto, contribuindo com as interpretações dos resultados genômicos. 

 

2.6 Soluções Recursivas  
Problemas computacionais contêm soluções de instâncias menores do mesmo 

problema, assim pode se afirmar que tais problemas têm estrutura recursiva (Feofiloff, 

2009). Quando um algoritmo contém uma chamada recursiva, ou seja, chamada interna, 

seu tempo de execução pode ser descrito por uma recorrência (CORMEN et a. 2009; 

ERICKSON, 1999; AHO e JOHNSON, 1974). 

Como todas as estruturas recursivas, uma recorrência consiste em um ou mais casos 

para solução do problema (ERICKSON, 1999). As soluções recursivas envolvem as 

divisões dos cálculos de uma função em mais subfunções igualmente complexas, cuja 

avaliação pode proporcionalmente ser realizada simultaneamente em processos separados 

(KOOGE e STONE, 1973). A figura 4 abaixo descreve a forma que as soluções recursivas 

são tratadas na divisão do processamento. 
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Figura 4. Funcionamento de uma divisão de processamento em um modelo computacional 

(KOOGE, 1974). 

Esboçado a recursividade, em que cada nó do problema representa o custo de n 

subproblemas, sendo que o conjunto de invocações determina uma função recursiva. Este 

conjunto de invocações denominamos de árvore de recursão (CORMEN et al., 2009). A 

solução para esta teoria foi o algoritmo conhecido como mergesort, sendo que o tempo de 

execução desse algoritmo é descrito pela Equação 1 abaixo (ERICKSON, 1999). 

𝑇(𝑛) = 𝑎𝑇 ቀ
𝑛

𝑏
ቁ + 𝑓(𝑛) 

Onde: 

a≥1, b≥1 são constantes; 
T: tempo de execução;  
n: número de problemas;  
f(n): função assintoticamente positiva. 
 

O custo de dividir o problema e combinar os resultados dos subproblemas é 

descrito pela função f(n). O valor de a representa os subproblemas e b informa o tamanho 

do subproblema. T(n) é o somatório de todos os valores armazenados na recursividade da 

árvore. Para cada valor de i, a enésimo nível da árvore contém ai nós, para cada valor de 

f(a/bi), então, segue abaixo a equação 2. 

Equação 2 

                                                 𝑇(𝑛) = ∑ 𝑎௜௅
௜ୀ଴ 𝑓(𝑛 𝑏௜⁄ ) 

 

 , onde L representa a profundidade da árvore, sendo que L = logb n (ERICKSON, 1999). 

A figura 5 abaixo representa a recursividade mergesort, descrevendo o somatório 

de níveis de subproblemas em uma série geométrica, aplicada para pequenos ou grandes 

escalas. 
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Figura 5. Descrevendo uma série geométrica para n recorrências (ERICKSON, 1999). 

 

2.7 Cálculo Proposicional  
Cálculos proposicionais consistem na interpretação de fórmulas, ou seja, atribuição 

dos valores-verdade (verdadeiro ou falso) às formulas atômicas, por exemplo: (pvq) → 

(p^q), esta fórmula possui 2 componentes atômicos, assim, teremos 22(nº de componentes 

atômicos), ou seja, a fórmula geral pode ser representada por 2n, onde n é o número de 

componentes atômicos (MONARD et al., 1992). 

Assim, com base nas proposições (por exemplo: a prole herda a mutação de seus 

progenitores), cria-se argumentos que são formadas por premissas iniciais, e que resultam 

em uma conclusão. 

Um argumento é considerado válido quando verificamos que a conclusão é uma 

consequência obrigatória das premissas, neste caso, a nossa argumentação é válida quando 

for possível concluir que a premissa “prole herda a mutação de seus progenitores”, pode 

assumir como uma sentença verdadeira ou falsa (CARVALHO e CAMPOS, 2010). 

Com isso, sejam P1, P2,... Pn (n ≥ 1) e C proposições ou premissas quaisquer, 

simples ou compostas, denominamos de argumento a sequência finita de proposições P1, 

P2,... Pn (n ≥ 1) que tem como consequência a proposição C (conclusão). Desta forma, 
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podemos concluir que argumento é um

em uma conclusão (VILLAR, 2016).

 

 

Figura 6. Representa o fluxo lógico
solução do problema. 
 

2.8. Histórico sobre o acidente radiológico com 

Em 1987, na cidade de Goiânia, capital do Estado de Goiás (Brasil), uma série de 

eventos inesperados resultou em um grave acidente radiológico, levando à exposição 

radiação ionizante e à contaminação humana, animal, vegetal e ambiental gerado po

137 (CRUZ  et al., 2010).   

Segundo RAMALHO 

radioterapia, foi encontrada nas antigas instalações do Instituto Goiano de Radioterapia e 

continha cerca de 19,26 g de cloreto de césio

contaminação, sem precedentes, em uma dezena de focos espalhados pela região 

metropolitana de Goiânia (DA CRUZ 

O acidente radiológico em Goiânia foi considerado o mais grave do hemisfério 

ocidental. Durante as 2 semanas seguintes ao acidente, uma área proporcional a 2000 m

foi contaminada (DA CRUZ 

Foram identificadas 249 pessoas expostas de forma significativa à radiação 

ionizante de Césio-137. Para algumas pessoas, a exposição individual resultou da 

contaminação interna e externa ao sal radioativo, outras foram expostas à energia radiativa 

emitida pelo decaimento do césio

contaminação individuais. As doses absorvidas de RI durante o acidente variaram de 0 a 7 
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podemos concluir que argumento é um encadeamento lógico de premissas que implicam 

em uma conclusão (VILLAR, 2016). 

o fluxo lógico para demostrar como as soluções recursivas foram implementadas na 

Histórico sobre o acidente radiológico com Césio

Em 1987, na cidade de Goiânia, capital do Estado de Goiás (Brasil), uma série de 

eventos inesperados resultou em um grave acidente radiológico, levando à exposição 

radiação ionizante e à contaminação humana, animal, vegetal e ambiental gerado po

 

Segundo RAMALHO et al., (1988), uma cápsula, utilizada em aparelhos de 

radioterapia, foi encontrada nas antigas instalações do Instituto Goiano de Radioterapia e 

continha cerca de 19,26 g de cloreto de césio-137 (137CsCl), que gerou um rastro de 

contaminação, sem precedentes, em uma dezena de focos espalhados pela região 

metropolitana de Goiânia (DA CRUZ et al., 1996; DA CRUZ et al., 1994). 

O acidente radiológico em Goiânia foi considerado o mais grave do hemisfério 

Durante as 2 semanas seguintes ao acidente, uma área proporcional a 2000 m

(DA CRUZ et al., 2008). 

Foram identificadas 249 pessoas expostas de forma significativa à radiação 

137. Para algumas pessoas, a exposição individual resultou da 

contaminação interna e externa ao sal radioativo, outras foram expostas à energia radiativa 

pelo decaimento do césio-137. Em alguns casos, observou

contaminação individuais. As doses absorvidas de RI durante o acidente variaram de 0 a 7 
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encadeamento lógico de premissas que implicam 

para demostrar como as soluções recursivas foram implementadas na 

Césio-137  

Em 1987, na cidade de Goiânia, capital do Estado de Goiás (Brasil), uma série de 

eventos inesperados resultou em um grave acidente radiológico, levando à exposição 

radiação ionizante e à contaminação humana, animal, vegetal e ambiental gerado por césio-

(1988), uma cápsula, utilizada em aparelhos de 

radioterapia, foi encontrada nas antigas instalações do Instituto Goiano de Radioterapia e 

), que gerou um rastro de 

contaminação, sem precedentes, em uma dezena de focos espalhados pela região 

1994).  

O acidente radiológico em Goiânia foi considerado o mais grave do hemisfério 

Durante as 2 semanas seguintes ao acidente, uma área proporcional a 2000 m2 

Foram identificadas 249 pessoas expostas de forma significativa à radiação 

137. Para algumas pessoas, a exposição individual resultou da 

contaminação interna e externa ao sal radioativo, outras foram expostas à energia radiativa 

137. Em alguns casos, observou-se exposição e 

contaminação individuais. As doses absorvidas de RI durante o acidente variaram de 0 a 7 
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Gy, que resultou em quatro mortes durante a fase aguda do acidente goiano (IAEA, 1998; 

DA CRUZ, 1997).   

Além da exposição acidental de parte da população à RI emitida pelo 

radionuclídeo, exposição ocupacional também foi registrada para os membros do corpo de 

Bombeiros e da Polícia Militar, envolvidos na remoção dos rejeitos radioativos, lavagem 

de asfalto e isolamento dos locais atingidos, e também de outros profissionais envolvidos 

com atenção e o cuidado aos radiacidentados. A maioria desses grupos de indivíduos 

afetados receberam exposições durante o período prolongado e de corpo inteiro, o que 

dificultou a estimativa de dose total absorvida (RAMALHO et al., 1998).  

Segundo OKUNO (2013), todo o rejeito foi armazenado em uma cidade no entorno 

de Goiânia, Abadia de Goiás, situada a 23 km do centro de Goiânia. Neste local, foram 

construídas seis plataformas cada uma com 60 ×18 m2, sobre as quais foram colocados os 

rejeitos armazenados em 4.223 tambores de 200 L cada, 1.347 caixas metálicas de 1,7 m3 

cada, 10 contêineres marítimos de 32 m3 cada e seis embalagens especiais construídas com 

concreto armado com 20 cm de espessura. 

Desde o acidente, até os dias de hoje, têm sido realizados vários estudos sobre a 

saúde genética dos radioacidentados goianos. Um dos primeiros testes de 

biomonitoramento das populações expostas à radiação ionizante (RI) do Césio-137 foi o 

teste de micronúcleo, que relatou um aumento na frequência de micronúcleos das pessoas 

envolvidas direta ou indiretamente no acidente (DA CRUZ et al., 1994). Outros estudos 

que se destacaram foram o de análise dos níveis de mutação in vivo utilizando o parâmetro 

da expansão clonal de linfócito T contendo mutações no gene HPRT dos indivíduos 

expostos à radiação (DA CRUZ et al., 1997), análise de aberrações cromossômicas, 

avaliação de marcadores sorológicos de autoimunidade e análise de mutações germinativas 

usando marcadores STR de indivíduos acidentalmente e ocupacionalmente expostos à RI 

(DA CRUZ et al., 1997; DA CRUZ et al., 1996; DA CRUZ et al., 1994). Estudos mais 

recentes investigaram as análises de CNV’s de novo como biomarcadores de exposição 

radiativa (COSTA, et al., 2018). 

 

2.9. Exposição dos sistemas biológicos à radiação ionizante  

A dose de uma exposição à radiação ionizante é uma medida com base na projeção 

que representa o efeito biológico prejudicial de forma geral. O cálculo pondera-se pelas 
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concentrações de energia depositada em cada órgão a partir de uma exposição à radiação, 

por meio de uso de parâmetros que refletem o tipo de radiação e o potencial de alterações 

mutagênicas relacionadas à radiação em cada órgão ou tecido com um valor de referência 

(FAZEL et al., 2009). 

Sabe-se que a exposição de uma ampla variedade de células à irradiação ionizante 

(RI) (X- ou γ-) resulta em um atraso de divisão das células, atrasando a progressão normal 

através do ciclo celular (ILIAKIS 2003; BERNHARD et al., 1995; MAITY et al., 1994). 

Estes atrasos foram inicialmente interpretados como respostas celulares passivas 

resultantes da indução por RI durante o dano provocado no DNA (ILIAKIS et al., 2003). 

Entretanto, esses estudos iniciais forneceram evidências circunstanciais de que os 

atrasos refletem a indução de processos celulares, em que a célula irradiada deve se 

adaptar com o dano induzido, facilitando de alguma forma o reparo do DNA e 

consequentemente o dano celular (KAO et al., 2007; LÜCKE-HUHLE, 1982; TOBEY 

1975; WALTERS et al., 1974). A exposição leva a uma resposta aos danos no DNA para 

permitir o reparo das quebras da fita de DNA antes da divisão celular acontecer 

(METTLER et al., 2008). 

Por meio de intensos e diversificados estudo genéticos foram identificadas 

complexas redes de genes que cooperam para retardar a progressão normal ao longo do 

ciclo, assim que os danos são registrados no genoma.  Desta forma, é conhecido que os 

mecanismos de reparo do genoma, por meio do atraso na progressão do ciclo celular é 

apenas uma manifestação, capturada pelo ponto de verificação de danos ao DNA, de um 

processo fisiológico inerente ao bom funcionamento e a homeostase adequada das células 

(ZHOU e ELLEDGE, 2000; ELLEDGE, 1996). 

No contexto acima mencionado, a RI é um agente mutagênico amplamente 

estudado, a exposição celular à energia radioativa resulta em diferentes tipos de lesões no 

DNA, que vão desde as mudanças em nucleotídeos, até o rompimento de fita da cadeia 

dupla de DNA. Portanto, prevalece a relevância biológica de cinco tipos de lesões no DNA 

induzidos por RI para estudos cinéticos, sendo que foram realizados em células 

eucarióticas por vários laboratórios. Estas lesões foram identificadas em ligações cruzadas 

de DNA-proteína, danos às bases, quebras de cadeia simples e quebras de cadeia dupla 

(ADEWOYE et al., 2015; FRANKENBERG-SCHWAGER, 1990). 
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Os efeitos mutagênicos da RI na linha germinativa são particularmente 

preocupantes, pois levam ao acúmulo de mutações extras na prole de progenitores 

irradiados (ADEWOYE et al., 2015). Com isso, esses efeitos mutagênicos influenciam 

diretamente na linhagem germinativa, assim, se tornam particularmente preocupantes por 

carregar o acúmulo de mutações adicionais em filhos de pais irradiados. Apesar dos 

numerosos esforços, pouco se sabe sobre os efeitos genéticos da exposição à radiação em 

seres humanos e a maior parte da evidência consolidada advém de extrapolações a partir da 

indução de mutação germinativa in vivo em mamíferos, frequentemente ratos e 

camundongos (NAKAMURA et al., 2013; UNSCEAR, 2001). 

  

2.10 Efeitos das idades parentais nas mutações 

Estima-se que a taxa de mutação e identificação de modelos de mutações são 

importantes para compreender o mecanismo molecular de uma condição fisiológica de um 

organismo e da história da evolução das espécies (TATSUMOTO et al., 2017).  

As mutações germinativas são fontes de todas as adaptações evolutivas e doenças 

hereditárias, caracterizando as propriedades e as taxas de como os cruzamentos individuais 

são fundamentais para a genética humana (SÉGUREL et al., 2014). 

Estudos recentes corroboram para a existência de evidência para a hipótese de 

mutação de novo, buscando relação com a hipótese tardia da paternidade (DE KLUIVER et 

al., 2017) Sendo que as mutações de novo ocorrem espontaneamente na linha germinativa 

masculina durante as divisões de células-tronco espermatogonais (JÓNSSON et al., 2017) 

e se propagam em clones sucessivos de espermatócitos (CROW, 2000; PENROSE, 1955). 

Tais mutações de novo na linha germinativa masculina ocorrem com mais frequência com 

o aumento da idade paterna e a hipótese de aumentar a morbidade na prole (DE KLUIVER 

et al., 2017). 

Ainda DE KLUIVER et al., (2017), afirma que existe uma crescente percepção de 

que, independentemente da idade materna, a idade paterna avançada na gravidez está 

associada à morbidade dos filhos, incluindo distúrbios psiquiátricos, esta associação é 

conhecida como efeitos da idade paterna.  

Foi demonstrado que a idade paterna avançada afeta independentemente todo o 

espectro da fertilidade masculina, conforme avaliado pela redução na qualidade e na 

fertilização dos espermatozoides, sendo ela assistida ou não assistida. Além disso, dados 
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epidemiológicos sugerem que a idade paterna pode levar a taxas mais altas de resultados 

adversos ao nascimento e anomalias congênitas (CONTI e EISENBERG, 2016). Na figura 

7 abaixo representamos a meiose paterna e materno até o nível de espermatozoide 

(masculino) e óvulo (feminino). 

 

 

 

Figura 7. As imagens descrevem o ciclo das células reprodutivas. O ciclo de meiose feminina (a) ocorre na 
maior parte antes do nascimento, enquanto no ciclo masculina (b) as divisões ocorrem em sua maior parte 
antes da puberdade (CONTI e EISENBERG, 2016).  
 

Assim, qualquer alteração genética nos espermatozoides, se não for reparada ou 

eliminada, pode ser transmitida à prole, levando potencialmente a malformações, 

anomalias cromossômicas e doenças monogênicas. Mutações de novo são formadas 

espontaneamente e tendem a se acumular com maior frequência durante o envelhecimento 

testicular (CIOPPI et al., 2019). 

Apesar do aumento intenso na proporção de divisões de células germinativas 

masculinas e femininas após o início da espermatogênese, mesmo os pais jovens 

contribuem com três vezes mais mutações do que as mães jovens, e essa proporção quase 

não aumenta com a idade dos pais. Com isso, prevalece uma contribuição substancial de 

mutações induzidas por danos. Esses achados revelam papéis subestimados de danos ao 

DNA e idade materna na gênese das mutações da linha germinativa humana. Além disso, 

foram encontradas evidências de que uma fração substancial das mutações não são 

replicadas na origem e com isso um efeito potencial da idade da mãe no número de 

mutações que acontecem no início do desenvolvimento do embrião. (GAO et al., 2019). 
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Com isso, estudos revelam que o número de mutações agrupadas aumenta mais 

rápido com a idade da mãe do que com a do pai, e a extensão genômica dos agrupamentos 

de mutação materna de novo é maior do que a dos paternos (JÓNSSON et al., 2017). 

2.11 Desequilíbrio de Ligação 

As aplicações mais atuais dos dados genômicos envolvem matrizes de 

polimorfismo de SNP ou dados da sequência do genoma inteiro. Dependendo da 

diversidade genética das amostras e da densidade das matrizes SNP, pode haver 

redundância considerável em lócus (LARMER et al., 2014) no sentido de que muitos pares 

de SNPs estão em desequilíbrio de ligação (DL) muito alto ou completo, ou seja, eles têm 

um valor r2 (HILL e ROBERTSON, 1968) igual ou próximo de 1. A estatística r2 favorece 

a confirmação do histórico de recombinação e indica como os marcadores correlacionam-

se com as regiões cromossômicas (DU et al., 2007).  

O DL tende a se reduzir com o aumento da ocorrência durante a formação dos 

gametas (AMARAL et al., 2008). Para aplicações como previsão genômica, é prática 

comum remover um SNP de cada par de SNPs com um valor de r2 igual a 1 (WIGGANS et 

al., 2009). A remoção de loci com base em altos níveis de DL em pares é comumente 

conhecida como remoção de DL. Caso os pares possíveis de loci redundantes forem 

considerados para remoção, o cálculo do DL em pares entre todos os SNPs disponíveis 

pode não ser computacionalmente viável. 

Existem várias ferramentas e bibliotecas que calculam DL em pares entre SNPs 

(PURCELL et al., 2007; BARRETT et al., 2005). Essas ferramentas são aplicadas para 

avaliar o DL em regiões do genoma em que associações significativas foram detectadas em 

estudos de associação de GWAS (PORTO-NETO e KIJAS, 2014; LUO et al., 2013; LI et 

al., 2011; DUIJVESTEIJN et al., 2010; MEGENS et al., 2009; KHATKAR et al., 2008; 

PURCELL et al., 2007). Essa avaliação do DL nas regiões do genoma requer o cálculo do 

DL através de distâncias relativamente curtas no genoma. Por esse motivo, mas também 

para reduzir os requisitos computacionais gerais, as ferramentas existentes geralmente 

calculam DL entre pares de SNPs localizados a uma certa distância no genoma, conforme 

definido pelo usuário. No entanto, para fazer o desbaste de DL, pode ser desejável 

considerar DL para todas as combinações de pares de loci (CALUS e VANDENPLAS, 

2018). 



__________________________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Biotecnologia e Biodiversidade   

42 
 

Conforme WIGGANS et al. (2009), observaram que SNPs altamente 

correlacionados deveriam ter MAF (do inglês, minor allele frequency) semelhante e, 

portanto, avaliaram apenas pares de SNPs com diferença no MAF menor que 2,5% das 

unidades. Esses autores simplesmente consideraram que dois SNPs estão perfeitamente 

correlacionados se os genótipos forem todos iguais (0–0, 1–1 e 2–2) ou opostos (0–2 e 2–

0), enquanto permitindo que 0,5% dos genótipos individuais sejam diferentes dessas 

regras, para permitir erros de genotipagem. 

 

2.12 PLINK 

PLINK, é um pacote de ferramentas, usando a linguagem C/C++  de código aberto. 

Com a utilização do PLINK, grandes conjuntos de dados compreendendo centenas de 

milhares de marcadores genotipados para milhares de indivíduos podem ser manipulados e 

analisados em sua totalidade. Além de fornecer ferramentas para tornar as etapas analíticas 

básicas computacionalmente eficientes, o PLINK também suporta algumas novas 

abordagens para dados e cobertura do genoma por completo (PURCELL, et al., 2007).  

  Ainda de acordo com Purcell (2007), na análise de associação padrão, uma relação 

mais distante entre indivíduos que compartilham a mesma doença pode transmitir 

informações adicionais para o mapeamento genético. Estas análises de associação podem 

ser capazes de fornecer uma abordagem complementar para estudos de associação de um 

único SNP. 

A ferramenta contempla os principais domínios que atendem o gerenciamento de 

dados, estatísticas, estratificação populacional, análise de associação, estimativa sobre 

informações por estado (IBS, do inglês, identity-by-state) e informações sobre identidade 

por descendente (IBD, do inglês, identity-by-descent). Em particular, prevalece uma 

concentração sob as informações geradas a partir de IBS e IBD no contexto de estudos de 

todo o genoma com base populacional. Essas informações podem ser usadas para detectar 

e corrigir a estratificação populacional e identificar segmentos cromossômicos estendidos 

que são compartilhados de forma idêntica por descendência entre indivíduos. A análise dos 

padrões de compartilhamento tem o potencial de mapear locais de doenças que contêm 

múltiplas variantes raras em uma análise de ligação populacional (PURCELL et al., 2007). 
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2.13 Medidas de Desiquilíbrio de Ligação para Único Par de SNPs 

Por meio do pacote PLINK, aplica-se o comando --ld seguido por dois 

identificadores SNP, com isso, será gerado os resultados estatísticos do DL para um 

arquivo LOG, de um único par de SNPs: r2, D', as frequências estimadas e esperada de 

haplótipos sob equilíbrio de ligação (EL), ou seja, ocorrendo com mais frequência do que o 

esperado por acaso. Na tabela 1, temos a representação sobre o DL para os pares de SNPs: 

rs2840528 e rs7545940. 

 

Informações sobre o DL para os pares de SNPs [rs2840528 rs7545940] 

R-sq = 0,592   D’ = 0,936 

Tabela 1. As fases dos alelos para os haplotipo sob EL dos SNPs rs2840528 rs7545940 representados pela 

frequência estimada e frequência esperada.  As fases dos alelos são GT/AC serão considerados para o 

desbaste, pois apresentam a maior frequência e estão mais próximas.  

HAPLOTIPO FREQUÊNCIA FREQ. ESPERADA EL 

GC 0,013 0,199 

AC 0,431 0,245 

GT 0,441 0,250 

AT 0.111 0,307 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 
  Aplicar recursos da bioinformática para se estimar a frequência média de desvios 

mendelianos em SNP, e consequentemente inferir a origem progenitora, tipo de 

substituição e a variante mutável, de autossomos de um coorte de pessoas concebidas após 

a exposição parental à radiação ionizante. 

  

3.2 Objetivos Específicos 

 Analisar SNP de pai, mãe e filho no intuito de identificar as variáveis das possíveis 

causas de desvios mendelianos nas proles;  

 Estimar a frequência de mutações germinativas na prole de indivíduos expostos 

acidentalmente à radiação ionizante do Césio-137; 

 Propor um modelo, com base em mecanismo de inferências, para identificação da 

origem progenitora que conduziu o desvio mendeliano aos seus filhos, identificar o tipo 

de substituição na base do DNA, e indicar a variante que sofreu a mutação; 

 Relacionar os efeitos da radiação ionizante como biomarcadores que podem conduzir a 

existência de desvios mendelianos; 
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4 METODOLOGIA 
 

4.1 Delineamento do Estudo 
 

O presente estudo foi conduzido no Núcleo de Pesquisas Replicon (NPR) da Escola 

de Ciências Agrárias e Biológicas (ECAB) da Pontifícia Universidade Católica de Goiás 

(PUC-Goiás) em parcerias com o Laboratório de Citogenética Humana e Genética 

Molecular  (LAGENE)/ Laboratório de Saúde Pública Dr. Giovanni Cysneiros (LACEN) 

da Secretaria de Estado da Saúde de Goiás (SES/GO). Análises de bioinformática foram 

realizadas sob a coorientação do pesquisador Dr. Alexandre Rodrigues Caetano, PhD da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 

 Os procedimentos da análise de bioinformática foram aplicados usando-se a versão 

hg19 do genoma humano disponibilizado pelo Genome Browser da University of 

California, Santa Clara, a partir dos dados obtidos pelo GeneChip® CytoScan HD™ da 

Thermo Fisher para a geração de imagens de dados brutos no nível da sonda, sinais e ruído 

para a determinação de genótipos e filtros.  

Para a identificação das mutações, como também a determinação da sua origem, e a 

indicação do tipo de substituição, foi aplicado algoritmo que denominamos de SIPO (do 

inglês, script inference parental origin) usando bibliotecas da linguagem de programação 

Perl (do inglês, Practical Extraction and Report Language). Assim, SIPO foi escrito na 

forma de linha de comando, pensado na possiblidade de se trabalhar os dados de SNP, 

seguindo as observações desta proposta.  

Os resultados gerados pelos scripts foram armazenados em um banco relacional 

MySql© - versão 5.0.12, como também instalado um servidor de aplicação para soluções 

web – Apache® – versão 2.4.29. Neste estudo, o uso de gráficos exploratórios, incluindo, 

gráficos de caixas, regressões, análise principal de componentes, análise de agrupamento, 

validação de testes estatísticos foram elaborados no ambiente de programação R© de 

código aberto em conjunto com as bibliotecas do Biocondutor e CRAN (do inglês, 

Comprehensive R Archive Network), também de código aberto.  

Os genótipos vinculados a cada marcador (SNP) dos progenitores foram 

comparados com os genótipos de seus filhos em uma análise denominada “trio”. Este 

estudo foi composto por três importantes módulos na construção do deliamento desta 
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pesquisa. A primeira etapa foi construída no manuseio do software ChAS. O fluxo se 

iniciou no ponto em que seleciona os arquivos (.CYCHP2) do pai, mãe e filho, com isso o 

software carregou as informações dos marcadores SNPs do trio selecionado, 

posteriormente realizou a exportação dos dados de genotipagem para arquivos com 

extensões .txt, em seguida o sistema abriu a opção de seleção dos progenitores e prole que 

ao serem marcados foi possível escolher a forma de organização do resultado. Foram 

apresentadas em dois formatos: Separados por cromossomos ou separados por arquivos do 

tipo CHP3, este formato foi a seleção escolhida.  Próximo módulo está relacionado com a 

construções de nosso pipeline que realizou a detecção de mutações de novo a partir dos 

dados de genotipagem do SNP. Primeiramente, nosso algoritmo validou o layout do 

arquivo CytoScan HD™ (.CYCHP) em formato texto, posteriormente o algoritmo identifica 

as variáveis por meio das posições que estão disposto no arquivo, a partir da atribuições 

destas variáveis o algoritmo inicia as inferências sobre os achados de mutações de novo 

para cada marcador, a posteriori, são projetadas essas inferências para definir os tipos de 

substituições, além de indicar a origem do progenitor que gerou a mutação na prole. Este 

módulo finaliza com o carregamento das informações para uma base de dados. Para o 

fechamento deste estudo, o módulo se encerra com a análise de dados, por meio da 

extração, quantificação, aplicações de técnicas estatísticas, tais como: Regressão Linear, 

Clusterização e PCA (do inglês, Principal Component Analysis). A figura 8 demonstramos 

a metodológica deste estudo científico.  

                                                           
2 Arquivos .CYCHP possui as análises do protocolo GeneChip CytoScan HD™ contendo principalmente as 
informações sobre cromossomos; resultados das sondas; e genotipagem (com base no algoritmo BRLMM-P-
Plus)   
3 Aquivos .CHP contém os resultados (descrições dos algoritmos; sondas armazenadas na matriz; valores  e 
informações do QC; nome do arquivo .CEL gerado e outros) das análises do conjunto de sondas gerados pelo 
ChAS 
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Figura 8. Fluxograma da organização metodológica realizada no presente estudo dividido em: 
Software ChAS®; etapas para imputações das mutações 
resultados. 
 

4.2 Caracterização do 
 

O grupo amostral da presente pesquisa, caracterizado como grupo caso, foi 

composto por 11 famílias, dos quais pelo menos um dos progenitores foi diretamente 

exposto à radiação ionizante durante o acidente radiológico do Césio

indivíduos (11 pais, 11 mães e 15 filhos nascidos após o acidente). A dose absorvida de 

radiação ionizante para os indivíduos expostos variou de 0,2 a 0,5 Gy. 
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Fluxograma da organização metodológica realizada no presente estudo dividido em: 
etapas para imputações das mutações de novo; fase de análise de dados para montagem de 

Caracterização do Grupo Amostral 

O grupo amostral da presente pesquisa, caracterizado como grupo caso, foi 

composto por 11 famílias, dos quais pelo menos um dos progenitores foi diretamente 

exposto à radiação ionizante durante o acidente radiológico do Césio-137, totalizan

indivíduos (11 pais, 11 mães e 15 filhos nascidos após o acidente). A dose absorvida de 

radiação ionizante para os indivíduos expostos variou de 0,2 a 0,5 Gy.  
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Fluxograma da organização metodológica realizada no presente estudo dividido em: Workflow do 

; fase de análise de dados para montagem de 

O grupo amostral da presente pesquisa, caracterizado como grupo caso, foi 

composto por 11 famílias, dos quais pelo menos um dos progenitores foi diretamente 

137, totalizando 37 

indivíduos (11 pais, 11 mães e 15 filhos nascidos após o acidente). A dose absorvida de 
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Um outro grupo de indivíduos não-expostos à radiação ionizante foi usado como 

controle. Esse grupo foi composto por 15 famílias goianas - compostas de 15 pais, 15 mães 

e 15 filhos – sem histórico de exposição à radiação ionizante.  

O tamanho total dos indivíduos que participaram do presente estudo foi de 82 

indivíduos. 

 

4.3 Considerações Éticas 

Os indivíduos separados em grupo caso e controle participaram voluntariamente do 

estudo. O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Pontifícia 

Universidade Católica de Goiás apresentando o número do CAAE foi 

49338615.2.0000.0037.  

Cada amostra biológica, foi refrigerada a -20ºC, sendo que o material restante foi 

armazenado para estudos futuros nos termos da Resolução CNS Nº 441/11. 

No momento da coleta, os participantes responderam voluntariamente a um 

questionário e assinaram a um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e/ou um 

Termo de Assentimento, quando pertinente.  

 

4.4 Obtenção dos Dados 
 
 Neste estudo os arquivos. CEL contendo as informações dos genótipos dos 

indivíduos dos grupos exposto e controle foram disponibilizadas pelo NPR da PUC-

GOIÁS. Sendo que a metodologia empregada para a obtenção dos arquivos. CEL é 

referente a plataforma GeneChip® CytoScan HD™ (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EUA), seguindo as recomendações do fabricante.  

 Importante realçar que a amostra biológica usada para a obtenção do DNA 

genômico foi sangue periférico, colhido por função venosa a 10mL, tendo sua fração 

plasma, hemácias e anel leucocitário separados por centrifugação (12.000 rpm por 1 

minuto). 

O DNA foi extraído do anel leucocitário usando o kit de extração e purificação de 

DNA Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare Life Sciences, EUA). A 

quantificação da concentração de DNA genômico foi realizada em um espectrofotômetro 
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NanoVue® Plus (GE Healthcare, Life Sciences, Reino Unido). Ambos os procedimentos 

foram executados de acordo com os protocolos sugeridos pelos fabricantes. 

4.5 Análise Cromossômicas por Microarranjos 
A análise cromossômica por microarranjo (CMA) foi realizada usando-se o 

GeneChip® CytoScan HD™ (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), sendo que, a 

CMA executada no Software ChAS® em busca de alterações capazes de investigar 

alterações estruturais ao longo do genoma. Para isso, foram fixados como filtros: 15 e 8 

marcadores de SNP's para se detectar microduplicações e microdeleções, respectivamente, 

distribuídos com uma média ≤2.000 pb, limitando-se a fragmentos ≥1kb. 

A partir do arquivo .DAT, contendo o sinal bruto, foi gerado um arquivo .CEL, que 

contém as intensidades de sinal único para cada marcador, contendo as chamadas ao SNP 

foram lidos diretamente no software, ChAS®. Para a identificação de recursos e extração 

de sinal, os cartuchos de microarranjos GeneChip® foram digitalizados no equipamento 

Scanner GeneChip® e processados pelo pacote de software GeneChip® Command 

Console® (AGCC®, Affymetrix, USA).  

Para o controle de qualidade (QC) foi aplicada as métricas usanda no microarranjo 

CytoScan®, recomendada pelo fabricante. Com isso, foi aplicado a métrica MAPD (do 

inglês, Median of the Absolute values of all Pairwise Differences), que representa o valor 

global da variação de todas as sondas dentro do microarranjos no genoma. Foi atribuído 

para a variável MAPD o valor menor ou igual a 0,25 para o CytoScan HD™ 750 K. Para a 

variável Waviness SD, que corresponde a uma medida global de variação de sondas dentro 

do microarranjo, sendo este insensível as variações e se concentra nas variações de longo 

alcance, o valor estipulado foi maior que 0,12. A última métrica do QC corresponde ao 

SNPQC, que quantifica a qualidade dos genótipos alelos que estão distribuídos no 

microarranjo, sendo que o valor para o controle desta variável foi maior ou igual a 15 para 

CytoScan HD™ 750 K.  

Protoloco da geração dos resultados a partir da ferramenta ChAS® estão descritas 

no ANEXO I.  

 

4.6 Estimativa dos Desvios Mendelianos  
A estimativa dos desvios mendelianos (DM) foi possível extrair informações 

relevantes do trio (pai, mãe e filho(a)). Foi possível também exibir os dados dos 
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marcadores para um único cromossomo. Estes resultados foram transformados em 

informações que pudessem ser analisadas e tratadas de f

nos SNPs pudessem ser corretamente identificadas. No presente estudo, DM foram 

estimados apenas para os autossomos. 

 Após a descoberta dos DM os algoritmos foram desenvolvidos na linguagem de 

programação PERL, para inferi

representação do fluxograma que descreve as etapas gerados pelos algoritmos para a 

montagem das estimativas dos DM.

 
Figura 9. Fluxo das etapas geradas pel
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marcadores para um único cromossomo. Estes resultados foram transformados em 

informações que pudessem ser analisadas e tratadas de forma que as variações observadas 

nos SNPs pudessem ser corretamente identificadas. No presente estudo, DM foram 

estimados apenas para os autossomos.   

Após a descoberta dos DM os algoritmos foram desenvolvidos na linguagem de 

programação PERL, para inferir a origem da mutação. Na Figura 9 abaixo, tempos a 

representação do fluxograma que descreve as etapas gerados pelos algoritmos para a 

montagem das estimativas dos DM. 

Fluxo das etapas geradas pelos algoritmos para identificação dos desvios mendelianos por SNP.
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Após a descoberta dos DM os algoritmos foram desenvolvidos na linguagem de 
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os algoritmos para identificação dos desvios mendelianos por SNP.



__________________________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Biotecnologia e Biodiversidade   
 

 1 

Aplicamos a solução recursiva, pois o tamanho de entrada é considerada grande por 2 

termos números de possibilidades entre as variáveis consideradas (genótipos maternos e 3 

paternos são 210 combinações para cada um), o que torna relevante a ordem de crescimento 4 

do tempo de execução do SIPO. Desta forma, comparamos os genótipos maternos (210 5 

combinações) X genótipos paternos (210 combinações) e comparamos com os genótipos 6 

das proles (29 combinações quando os progenitorese são homozigoses e 27 quando os 7 

progenitores são heterozigoses). 8 

Com isso foi possível inferir a mutação realizando a classificação do tipo da 9 

substituição das bases nitrogenadas geradas no SNP e sua origem parental. No Quadro 1 10 

observamos os possíveis cenários para identificar os desvios mendelianos. 11 

 12 

Quadro 1 Combinações que foram geradas pelo scritp nas mutações de bases nitrogenadas 13 

Mutação Base Nitrogenada - Origem 

Materna ou Paterna 

Para este caso, não se consegue determinar 

a origem da mutação. Pois, os valores de 

confiança dos progenitores eram iguais, 

além, da análise da menor distância 

euclidiana entre as posições não terem sido 

conclusivo. Ex: Paterna (AA)/Materna 

(AA)/Herdeiro (AC) 

Mutação Base Nitrogenada - Origem 

Materna 

Para este caso, mostra a evidência que a 

origem da mutação é materna. Ex: Paterna 

(AC)/Materna (AA)/Herdeiro (CC) 

Mutação Base Nitrogenada - Origem 

Paterna 

Para este caso, mostra a evidência que a 

origem da mutação é materna. Ex: Paterna 

(AA)/Materna (CC)/Herdeiro (GC) 

Transição - Purina/Purina A mutação ocorre entre Purinas (A/G) ou 

(G/A) 

Transição - Pirimidina/Pirimidina A mutação ocorre entre Pirimidina (C/T) 

ou (T/C) 

Transversão - Purina/Pirimidina A mutação ocorre entre Purinas e 

Pirimidinas (A/C ou G/T), e vice-versa 

 14 
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Utilizando o mesmo resultado, foi aplicado outro algoritmo, baseado também em 15 

lógica booleana e soluções recursivas, aplicado para a informação de genótipo (genotype 16 

call: AA|AB|BB) para trio. Para esta situação, tivemos a identificação de mutações de 17 

genotipagem, informando os desvios mendelianos, além da origem da mutação (paterna ou 18 

materna). No Quadro 2 foram esboçados as possíveis combinações geradas por este 19 

algoritmo. 20 

Quadro 2 Combinações geradas pelo scritp nas mutações de genotipagem 21 

Mutação Genotípica - Origem 

Materna ou Paterna 

Para este caso, não se consegue determinar a 

origem da mutação, pois analisando os valores 

de confiança e a menor distância euclidiana, 

ambos os casos, são inconclusivos. Ex: Paterna 

(AA)/Materna (AA)/Herdeiro (AB) ou (BB) 

Mutação Genotípica - Origem 

Materna 

Para este caso, mostra a evidência que a origem 

da mutação é materna. Ex: Paterna 

(AA)/Materna (BB)/ Herdeiro (AA) 

Mutação Genotípica - Origem 

Paterna 

Para este caso, mostra a evidência que a origem 

da mutação é Paterna. Ex: Paterna 

(BB)/Materna (AA)/ Herdeiro (AA) 

 22 

O fluxograma com a representação dos procedimentos que ocorrem nos algoritmos para a 23 

detecção do DM deste estudo científico, está representado na Figura 10. 24 
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    25 

 

 
Figura 10. Fluxo das etapas que demonstram as etapas dos algoritmos para os achados de desvios mendelianos para cada trio.26 
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Posteriormente, carregamos todos os resultados em um base de dados (MySql©), 27 

com as informações das mutações dos trios para geração de estatísticas e relatórios 28 

conclusivos. Assim, demonstramos o uso de gráficos exploratórios, em formas de gráficos 29 

de caixas, gráficos de densidade, probabilidades, validação de testes estatísticos usando a 30 

programação R©. O fluxograma com a descrição do funcionamento dos procedimentos 31 

adotados para execução deste estudo científico, está representado na Figura 11.  32 

 33 

Figura 11. Fluxo dos procedimentos adotados para a execução dos pipelines para detecção de erros 34 

mendelianos. 35 

 36 

Frequência Média de Desvio Mendeliano 37 

A frequência média do desvio mendeliano (FMDM) de novo representa a relação do 38 

somatório de desvio mendeliano por SNP com o produto do lócus bialélicos e o total de 39 

SNPs válidos. No presente estudo foram incluídas somente desvio mendeliano de novo, 40 

correspondendo às mutações germinativas nos autossomos da prole nascida de 41 

progenitores expostos acidentalmente à radiação ionizante de césio-137. A FMDM 42 

conforme representada na equação 3: (COSTA et al., 2011; DA CRUZ et al., 2008). 43 

Equação 3 44 

𝐹𝑀஽ெ =
∑𝑇஽ெ
𝑏𝑥𝑛𝑠𝑣

 

ΣTDM : Total de desvio mendeliano por geração. 45 

b: lócus bialélica (2) 46 

 47 
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nsv: número de sondas válidas4 para o microarranjo de acordo com a montagem da 48 

sequência humana de referência (GRCh37/hg19). 49 

A Equação 3 foi aplicada para os achados de desvios mendelianos. Para se avaliar o 50 

impacto acumulado dos ganhos e perdas genômicos, foi analisado o burden5 dos desvios 51 

mendelianos que correspondeu o total de desvios mendelianos (FMDM), somando-se os 52 

números de desvios mendelianos das proles.  53 

Prunning de SNP’s Baseado no Desequilíbrio de Ligação 54 

Geramos os subconjuntos com prunning de SNP’s que apresentaram equilíbrio 55 

aproximado de ligação entre si, ou seja, considerou as correlações e combinações lineares 56 

entre SNP’s. Primeiramente aplicamos o pipeline do pacote PLINK (APÊNDICE II) até 57 

utilizar o desbaste com os seguintes parâmetros para DL máximo de 0,1, usando 500 58 

SNP’s de janelas deslizantes e incremento de 5 a cada etapa. 59 

4.9 Análise estatística 60 

O teste paramétrico de Shapiro-Wilk foi utilizado para determinar que o conjunto 61 

de dados analisados neste estudo, dada as variáveis aleatórias, foi modelado por uma 62 

distribuição normal. O teste paramétrico de Student-t foi aplicado para comparar as médias 63 

de dois grupos (Caso e Controle). O conjunto da FMDM do presente estudou e suas médias 64 

que foram representadas conforme uma distribuição normal. No presente estudo, foi 65 

utilizado o teste F para comparar as variações das duas amostras de populações aplicadas à 66 

uma distribuição normal.  67 

         A regressão linear foi usada para analisar a relação entre preditores (idade dos pais 68 

à época da concepção da prole) de escala de intervalo e resultados da FMDM (frequência 69 

média de desvios mendelianos). Para esta técnica, o conjunto de dados do presente estudo 70 

não apresentou valor significativo para caso (p≅0,249) e para controle (p≅0,248). Portanto, 71 

o método de mínimo quadrado foi aplicado para encontrar um melhor ajuste para este 72 

conjunto de dados, tentando minimizar a soma dos quadrados das diferenças entre o valor 73 

estimado e os dados observados.  74 

Todas as análises foram realizadas utilizando o pacote estatístico R, com nível de 75 

significância de 5% (p<0,05). 76 

                                                           
4 Sondas válidas são marcadores SNPs em que o valor de confiança para cada marcador foi menor que 5x10-2 
 
5 burden é definido por um número de novo na substituição da base em um SNP nas proles em que os 
progenitores foram expostos pela radiação ionizante.   
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  77 

5. RESULTADOS 78 

As médias das idades dos progenitores à época da concepção foram 31,4 e 32,2 79 

anos para os pais e 26,4 e 27,5 anos para as mães dos grupos caso e controle, 80 

respectivamente. As doses individuais absorvidas para o grupo exposto variaram de 0,2 a 81 

0,5Gy. No grupo controle foram incluídas 15 famílias (trios), correspondendo a 45 82 

indivíduos, relativos aos progenitores e a uma criança. Os participantes do grupo controle 83 

não apresentavam história de exposição acidental, ocupacional ou para fins terapêuticos ou 84 

de diagnóstico à radiação ionizante. Os casos e controles eram residentes da cidade de 85 

Goiânia-Goiás. As médias da idade da geração F1 foram de 14,2 e 10,5 para casos e 86 

controles, respectivamente. O quadro 3 e tabela 2 contém os dados gerais e descritivos dos 87 

grupos participantes. 88 

Quadro 3 Dados gerais dos grupos caso e controle para as gerações parental e F1 incluídos no estudo da 89 
sobre a indução de mutação germinativa na prole de indivíduos expostos acidentalmente a doses baixas de 90 
radiação ionizante de césio-137. 91 

Geração Variáveis  Casos Controle 

Parental 

n  11 15 

Intervalo etário (anos)  16 a 56 19 a 55 

Média das idades (anos) à 

concepção (±DP) 

Paterna 31,4 (12,3) 32,2 (12,8) 

Materna 26,4 (5,1) 27,5 (9,8) 

 Dose absorvida (Gy)  0,2 a 0,5 0 

F1 

n  15 15 

Intervalo etário (anos)  2 a 20 0,85 a 26 

Média das idades (anos) (±DP)  14,1 (6,1) 10,5 (8,5) 

Proporção entre os sexos (H/M)  8/7 10/5 

Média da FMDM (±DP)  
1.3 x 10-3 

(± 0.4 x 10-3) 

0.9 x 10-3 
(± 0.2 x 10-

3) 

DP: Desvio Padrão; H: Homens; M: Mulheres; 
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Tabela 2. Dados gerais dos grupos controle e exposto a respeito do estudo de mutação da linha germinativa em filhos de pessoas acidentalmente expostas a baixas doses 
absorvidas de radiação ionizante de césio-137 em Goiânia (Brasil). 

Grupo Família 
Progenitor 

Exposto 

Dose 
Absorção 

(Gy) 

Idade 
Paterna2,* 

Idade 
Materna2 

Idade 
da 

Prole 

Sexo da 
Prole 

DMs1 

Total 
de 

SNPs 
Válidos 

Frequência 
de DMs 

Paterna Materna Desconhecido Total   

Controle 

Ct001 Nenhum 0 40 36 9 Feminino 783 694 10 1487 702,304 1,06E-03 
Ct25 Nenhum 0 47 36 9 Masculino 545 631 3 1179 683,381 8,62E-04 
Ct27 Nenhum 0 26 26 23 Masculino 594 729 9 1332 692,311 9,62E-04 
Ct39 Nenhum 0 24 24 3 Feminino 679 679 11 1369 674,320 1,02E-03 
Ct40 Nenhum 0 45 37 3 Masculino 710 711 30 1451 696,544 1,04E-03 
Ct45 Nenhum 0 37 31 15 Masculino 643 663 8 1314 683,243 9,62E-04 
Ct51 Nenhum 0 35 34 2 Feminino 384 479 8 871 697,737 6,24E-04 
Ct52 Nenhum 0 55 41 1 Masculino 1015 588 32 1635 710,477 1,15E-03 
Ct53 Nenhum 0 35 27 8 Masculino 315 361 6 682 713,372 4,78E-04 
Ct60 Nenhum 0 40 38 1 Feminino 501 482 6 989 712,261 6,94E-04 
Ct66 Nenhum 0 31 20 26 Feminino 543 594 2 1139 707,798 8,04E-04 
Ct68 Nenhum 0 33 20 10 Masculino 758 654 11 1423 712,191 1,00E-03 
Ct70 Nenhum 0 20 24 8 Feminino 448 545 3 996 714,892 6,96E-04 
Ct72 Nenhum 0 31 20 14 Feminino 521 614 4 1139 710,259 8,02E-04 

CtF09 Nenhum 0 19 21 25 Masculino 718 696 9 1423 712,352 9,98E-04 

Expostos 

Ex04 Paterna 0.1 27 27 20 Masculino 900 966 7 1873 698,305 1,34E-03 
Ex06 Paterna 0.3 35 26 9 Masculino 1045 1082 9 2136 693,858 1,54E-03 
Ex07-

1F 
Materna 0.2 54 24 19 Masculino 976 850 

8 1834 692,375 1,32E-03 
Ex07-

4F 
Materna 0.2 56 26 17 Feminino 1509 1085 

18 2612 689,467 1,89E-03 
Ex08 Materna 0.2 18 20 8 Masculino 538 718 4 1260 706,759 8,92E-04 
Ex10 Materna 0.2 21 24 2 Feminino 1187 1054 21 2262 705,993 1,60E-03 
Ex12 Materna 0.3 31 30 3 Masculino 1361 1486 28 2875 693,463 2,08E-03 
Ex15 Paterna 0.2 18 27 16 Masculino 560 645 7 1212 706,780 8,58E-04 
Ex18 Paterna 0.2 47 30 18 Masculino 819 800 12 1631 707,366 1,15E-03 
Ex21 Materna 0.2 38 27 20 Feminino 457 513 2 972 707,827 6,86E-04 
Ex22-

2F 
Materna 0.2 29 31 20 Feminino 1006 664 

3 1673 707,075 1,18E-03 
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Ex22-
3F 

Materna 0.2 32 34 17 Feminino 845 566 
3 1414 708,278 9,98E-04 

Ex22-
4F 

Materna 0.2 33 35 16 Masculino 781 518 
5 1304 708,885 9,20E-04 

Ex24 Paterna 0.5 21 19 12 Feminino 1010 1102 47 2159 703,635 1,53E-03 
Ex25 Paterna 0.5 18 16 15 Feminino 598 708 10 1316 706,598 9,32E-04 

1Desvio Mendeliano; 2Idade da Concepção; *Todas as idades estão em anos. 
 92 
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O presente estudo investigou os números de desvios mendelianos (DM) associados 93 

aos autossomos dos grupos amostrais. Portanto, no estudo foram investigados os 22 94 

cromossomos. Os cromossomos sexuais foram descartados da análise, pois o X apresenta 95 

bastante ruído em seus dados de SNP e o Y por ter uma baixa cobertura de marcadores. 96 

Neste contexto, o burden da frequência de mutação germinativa em DM (FMDMβ) foi de 97 

aproximadamente 44% maior para a progênie dos indivíduos expostos em relação aos 98 

controles saudáveis da população de Goiânia.  99 

Para testar a distribuição normal do conjunto de dados, foi aplicado o teste de 100 

Shapiro-Wilk sobre a variável número de desvios mendelianos no conjunto de dados, cujo 101 

p-value apresentado (p=0,1492 e w=0,9127) para grupo caso e (p=0,2773 e w=0,9304) para 102 

o grupo controle, portanto, maior que p < 0,05, rejeitando-se a hipótese nula. Desta forma, 103 

pode-se concluir que os dados estavam distribuídos de forma normal. Abaixo, na Figura 104 

12, aplicaremos o recurso do gráfico tipo QQ-Plot (Quantile-Quantile) para demonstração 105 

da distribuição normal dos dados.  106 

 107 

a)                                                            b) 108 

  
Figura 12. Gráfico QQ representando os valores dos quartis referente ao número de desvios mendelianos por 109 
grupos caso (a) e controle (b). 110 

O teste paramétrico de Student-t foi usado para comparar as médias de dois grupos 111 

sob o pressuposto de que ambas as amostras são aleatórias, independentes e provêm de 112 

uma população normalmente distribuída com variações desconhecidas. A diferença na 113 

distribuição das frequências da FMDM entre casos e controles mostrou-se estatisticamente 114 
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significativa para as diferenças entre as médias (115 

significância/confiança de 95% de acerto. 116 

A análise dos dados permitiu a identificação 117 

grupos de casos e controles, respectivamente. Todas os DM observadas para os grupos de 118 

casos e controles do presente estudo foram incluídas nas análises estatísticas. Os menores 119 

números de DM encontrados foram 972 e 682, para os grupos caso120 

respectivamente.  Contudo, os maiores números de DM foram 2.875 e 1.635, para os 121 

grupos casos e controles respectivamente (Figura 13a e 13b). O teste 122 

variações das amostras (caso e controle) com distribuição normal mostrou 123 

(F=4,47; p<8x10-3) entre caso e controle foi significativamente diferente. 124 

a) 

 125 

Figura 13. a) Médias dos números de desvios mendelianos da progênie de caso e controle, expostos às 126 
dosagens baixas de radiação ionizantes do Césio127 
mutação germinativa por desvios mendelianos observados nos autoss128 
doses baixas de radiação ionizante de césio129 

 130 

Também realizamos uma regressão linear para avaliar a relação entre as doses 131 

absorvidas de radiação e o FM132 

estatisticamente significativos (133 
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significativa para as diferenças entre as médias (p<2x10-3

significância/confiança de 95% de acerto.  

A análise dos dados permitiu a identificação de 26.533 e 18

grupos de casos e controles, respectivamente. Todas os DM observadas para os grupos de 

casos e controles do presente estudo foram incluídas nas análises estatísticas. Os menores 

números de DM encontrados foram 972 e 682, para os grupos caso

respectivamente.  Contudo, os maiores números de DM foram 2.875 e 1.635, para os 

grupos casos e controles respectivamente (Figura 13a e 13b). O teste F

variações das amostras (caso e controle) com distribuição normal mostrou 

) entre caso e controle foi significativamente diferente. 

 

b) 

 

a) Médias dos números de desvios mendelianos da progênie de caso e controle, expostos às 
dosagens baixas de radiação ionizantes do Césio-137 em Goiânia (Brasil). b) Média das frequências de 
mutação germinativa por desvios mendelianos observados nos autossomos da progênie de casos expostos às 
doses baixas de radiação ionizante de césio-137 e controles de Goiânia (Brasil). 

Também realizamos uma regressão linear para avaliar a relação entre as doses 

absorvidas de radiação e o FMDM em nossas coortes. Nossos r

estatisticamente significativos (p = 0,004; R2 = 0,257), sugerindo que baixas doses 

______________________ 

60 

3) ao nível de 

533 e 18.429 DM, para os 

grupos de casos e controles, respectivamente. Todas os DM observadas para os grupos de 

casos e controles do presente estudo foram incluídas nas análises estatísticas. Os menores 

números de DM encontrados foram 972 e 682, para os grupos casos e controles 

respectivamente.  Contudo, os maiores números de DM foram 2.875 e 1.635, para os 

F para comparar as 

variações das amostras (caso e controle) com distribuição normal mostrou que as variações 

) entre caso e controle foi significativamente diferente.  

 

a) Médias dos números de desvios mendelianos da progênie de caso e controle, expostos às 
137 em Goiânia (Brasil). b) Média das frequências de 

omos da progênie de casos expostos às 

Também realizamos uma regressão linear para avaliar a relação entre as doses 

em nossas coortes. Nossos resultados foram 

= 0,257), sugerindo que baixas doses 
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absorvidas de RI poderiam predizer um aumento do desvio mendeliano no grupo exposto, 134 

o qual poderia ser ajustado linearmente (Figura 14) seguindo a equação abaixo: 135 

Equação 4 136 

𝑀𝐹ெ஽ = 0.001 + 0.001(𝑑𝑜𝑠𝑒) 
  137 

 138 

Figura 14. Representação da relação entre as doses absorvidas pela radiação e a frequência média dos 139 

desvios mendelianos em uma coorte de pessoas concebidas após a exposição dos pais à radiação ionizante.  140 

 141 

Em nosso estudo, o sexo dos progenitores não teve efeito sobre o FMDM de SNPs 142 

autossômicos, pois tanto para os grupos de caso quanto para os de controle, mães e pais 143 

contribuem com números iguais de DM de novo para seus filhos. Quando levado em 144 

consideração o sexo do pai exposto, a média das frequências de mutações da linha 145 

germinativa de crianças nascidas de pais expostos foi 1,2 x10-3 (± 0,3 x10-3) e para mães 146 

expostas foi 1,3 x10-3 (± 0,5 x10-3), sem diferenças estatísticas (p = 0,195) intragrupo. 147 

 Com relação ao efeito potencial da idade dos pais, nosso grupo de controle revelou 148 

que pais mais velhos contribuíram com mais DMs para seus filhos (Figuras 15A-15C), o 149 

que poderia ser modelado pelo número de divisões de espermatogônias mitóticas em 150 
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função da idade, reforçando achados anteriores considerados viés de mutação masculina 151 

(CAMPBELL  e EICHLER, 2013; JÓNSSON et al., 2017).  152 

A) 

  153 



____________________________________________________________________________
Programa de Pós-graduação em Biotecnologia e Biodiversidade

B) 

C) 

 

__________________________________________________________________________________________________
graduação em Biotecnologia e Biodiversidade   

 

______________________ 

63 

 

 



____________________________________________________________________________
Programa de Pós-graduação em Biotecnologia e Biodiversidade

Figura 15. Efeito potencial da idade parental. (a) A razão de mutações paternas em função da idade paterna 154 
na concepção. Cada ponto representa os dados de uma criança (prole) com idades parentais semelhantes. A 155 
posição do eixo x é a idade dos pais, a posição do eixo y é o total do número de desvio mendeliano de origem 156 
paterna e materna. Demonstra a transmissão 157 
criança no grupo de caso (b) e no grupo de controle (c).158 

 159 

Na figura 16, representamos, por meio da regressão linear, o efeito das idades 160 

parentais sobre os achados de DMs 161 

A) 

 162 

Figura 16. Representação do efeito da idade paterna e materna sobre o número de desvio mendeliano, em 163 

relação à origem parental, para o grupo caso (a) e controle (b).164 

Na figura 17 temos a representação das proporções de substituições nas bases 165 

nitrogenadas encontras nos DM do grupo caso (a) e grupo controle (b).166 

 167 

a) Caso 
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Efeito potencial da idade parental. (a) A razão de mutações paternas em função da idade paterna 
na concepção. Cada ponto representa os dados de uma criança (prole) com idades parentais semelhantes. A 
posição do eixo x é a idade dos pais, a posição do eixo y é o total do número de desvio mendeliano de origem 
paterna e materna. Demonstra a transmissão de dados sobre a origem parental que transmitiu a mutação à 
criança no grupo de caso (b) e no grupo de controle (c). 

Na figura 16, representamos, por meio da regressão linear, o efeito das idades 

parentais sobre os achados de DMs de novo.  

 

B) 

. Representação do efeito da idade paterna e materna sobre o número de desvio mendeliano, em 

relação à origem parental, para o grupo caso (a) e controle (b). 

Na figura 17 temos a representação das proporções de substituições nas bases 

encontras nos DM do grupo caso (a) e grupo controle (b). 

 

b) Controle 

______________________ 
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Efeito potencial da idade parental. (a) A razão de mutações paternas em função da idade paterna 
na concepção. Cada ponto representa os dados de uma criança (prole) com idades parentais semelhantes. A 
posição do eixo x é a idade dos pais, a posição do eixo y é o total do número de desvio mendeliano de origem 

de dados sobre a origem parental que transmitiu a mutação à 

Na figura 16, representamos, por meio da regressão linear, o efeito das idades 

 

. Representação do efeito da idade paterna e materna sobre o número de desvio mendeliano, em 

Na figura 17 temos a representação das proporções de substituições nas bases 
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Figura 17. Temos a representação em forma de diagrama de Venn dos números de bases nitrogenadas a 168 
partir dos DM. A diferença entre os grupos ocorre somente na proporção de números. 169 

 170 

Nesse contexto também, a FMDM apresentou-se como um marcador sensível o 171 

suficiente para separar o grupo de crianças nascidas de progenitores expostos a RI de 172 

controles nascidos de progenitores não expostos da mesma população. 173 

Montamos um dataset com 522.172 SNPs utilizando os recursos de filtros com 174 

qualidades, que incluiram o call rate > 5x10-2, eliminação de marcadores com informações 175 

nulos ou vazios e SNPs que apresentaram mutações em suas proles.   176 

Este dataset foi utilizado para demonstrar que os grupos caso e controle são da 177 

mesma população. Para esta comprovação do efeito da qualidade das amostras, aplicamos 178 

os procedimentos baseados em desbaste de DL (do inglês, Linkage Disequilibrium) entre 179 

SNP. Os dados de DL indicaram que os grupos caso e controle pertenciam à mesma 180 

população (Figura 18).  181 

a) 

 

b) 

 
Figura 18. a) Cluster baseado na distância aos pares da identidade-por-estado (IBS). b) PCA de 2,7 K snps, 182 
resultado do desbaste usando a janela de 500 snps; com incrementos de 5 SNPs e LD máximo de 0.1. As 183 
variáveis contidas no PCA representa a matriz de relacionamento padronizada por variância; 184 
dimensionamento multidimensional (MDS) com base nas distâncias de Hamming. 185 
 186 

Aplicamos a análise de variância para testar se houve existência de igualdade nas 187 

médias das idades paternas e maternas entre os grupos. Utilizamos o teste múltiplo de 188 

Tukey (Figuras 19A-19D), por realizar várias comparações em pares, para estimar as 189 

diferenças. O intervalo de confiança para o teste foi de 95%. O resultado gerado consiste 190 
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que a diferença entre as médias das idades dos progenitores entre os grupos não foi 191 

significativa (t = 1,238; p<2x10192 

a) 

c) 

 

Figura 19. Os gráficos representam a técnica de Tukey para realizar 193 
variáveis idade paterna (a) e idade maternal (c) e grupo. Neste caso, os valores caso e controle não 194 
apresentaram divergências em suas médias. Representamos a densidade de Kernel analisando as 195 
probabilidades das observações encontradas nas amostras para a idade paterna (b) e para a idade maternal (d), 196 
destacamos que não há diferença significativa entre as medias (197 
idade materna).  198 

 199 

Trabalhos publicados sobre tipos de substituições 200 

estão bem representadas na linhagem germinativa e ocorrem espontaneamente 201 

(BROVARETS & HOVORUN, 2015). Estudos anteriores sugerem que as taxas de 202 

substituição de transições tendem a ser maiores (DA CRUZ, 1997) do que o esperado203 

acaso em relação às transversões (LYONS & LAURING, 2017). Na Figura 20, temos os 204 

resultados referente aos achados, que reforçam esta observação, pois foi possível 205 

identificar uma maior proporção de transições (74,5%) para os casos em relação aos 206 

controles (25,5%). 207 

 208 

__________________________________________________________________________________________________
graduação em Biotecnologia e Biodiversidade   

 

que a diferença entre as médias das idades dos progenitores entre os grupos não foi 
= 1,238; p<2x10-1). 

b) 

 
d) 

Os gráficos representam a técnica de Tukey para realizar múltiplas comparações usando as 
variáveis idade paterna (a) e idade maternal (c) e grupo. Neste caso, os valores caso e controle não 
apresentaram divergências em suas médias. Representamos a densidade de Kernel analisando as 

encontradas nas amostras para a idade paterna (b) e para a idade maternal (d), 
destacamos que não há diferença significativa entre as medias (p ≅ 0,54 para idade paterna e 

Trabalhos publicados sobre tipos de substituições em bases nitrogenadas de DNA 

estão bem representadas na linhagem germinativa e ocorrem espontaneamente 

(BROVARETS & HOVORUN, 2015). Estudos anteriores sugerem que as taxas de 

substituição de transições tendem a ser maiores (DA CRUZ, 1997) do que o esperado

acaso em relação às transversões (LYONS & LAURING, 2017). Na Figura 20, temos os 

resultados referente aos achados, que reforçam esta observação, pois foi possível 

identificar uma maior proporção de transições (74,5%) para os casos em relação aos 
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que a diferença entre as médias das idades dos progenitores entre os grupos não foi 

 

múltiplas comparações usando as 
variáveis idade paterna (a) e idade maternal (c) e grupo. Neste caso, os valores caso e controle não 
apresentaram divergências em suas médias. Representamos a densidade de Kernel analisando as 

encontradas nas amostras para a idade paterna (b) e para a idade maternal (d), 
0,54 para idade paterna e p ≅ 0,3 para a 

em bases nitrogenadas de DNA 

estão bem representadas na linhagem germinativa e ocorrem espontaneamente 

(BROVARETS & HOVORUN, 2015). Estudos anteriores sugerem que as taxas de 

substituição de transições tendem a ser maiores (DA CRUZ, 1997) do que o esperado por 

acaso em relação às transversões (LYONS & LAURING, 2017). Na Figura 20, temos os 

resultados referente aos achados, que reforçam esta observação, pois foi possível 

identificar uma maior proporção de transições (74,5%) para os casos em relação aos 
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a) b) 

Figura 20. Os resultados representam a proporção entre os tipos de substituições: Transição e Transversão, 209 
respectivamente do grupo caso (a) e grupo controle (b). 210 

 211 

Os achados do presente estudo corroboram essas observações, uma vez que uma 212 

proporção maior de transições foi observada nas crianças de casos e controles. 213 

Em geral, presume-se que, em grupos de amostras pequenas, seria muito difícil 214 

detectar o efeito da idade materna sobre a carga de mutações pontuais na prole. No entanto, 215 

a fim de testar a hipótese de que em nossa coorte exposta mutações da linha germinativa 216 

em ambos os sexos foram induzidas por danos pela exposição a baixas doses de IR, 217 

estratificamos nosso conjunto de mutações de novo em 6 classes com base em alelos 218 

parentais e derivados (Tabela 3). 219 

 220 

Tabela 3. Resumo dos dados descritivos dos grupos caso e controle para as seis classes de substituição de 221 
bases no genoma de crianças concebidas após exposição dos pais a baixas doses de radiação ionizante e seus 222 
controles. 223 

Grupo Classe Mínimo Máximo Média 
Desvio 
Padrão Total 

Controle 

C>A 38 137 100,93 29,058 1.514 
C>G 45 141 111,47 28,538 3.344 
C>T 238 558 435,93 92,669 2.798 
T>A 45 84 64,67 14,034 6.539 
T>C 252 635 418,93 99,427 970 
T>G 61 141 96,67 21,091 6.284 

Exposto 

C>A 72 209 148,27 45,325 2.224 
C>G 90 291 168,60 56,616 2.529 
C>T 376 1.166 672,67 234,248 10.090 
T>A 48 147 85,27 27,825 1.279 
T>C 307 847 561,60 161,834 8.424 

 T>G 75 219 132,47 42,797 1.987 
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Todas as transições e transversões tenham sido observadas em nosso conjunto de 224 

dados (Figura 21), sendo que, C> T e T> C foram super225 

quanto para os controles.  226 

Figura 21. Mutações de novo em fase baseadas em alelos parentais e derivados distribuídos em classes de 227 

substituições de bases para casos e controles da população de Goiânia exposta acidentalmente a baixas doses 228 

de radiação ionizante. 229 

 230 

No presente estudo foram identificados 36% (9.5231 

origens não puderam ser identificadas nos grupos caso e controle, respectivamente. Nestas 232 

situações, as deduções incorporadas no SIPO permitiram inferir 4.274 e 1.995 mutações de 233 

origem materna para caso e controle, respectiva234 

SIPO permitiram incluir 5.278 e 2.826 mutações de origem paterna para os grupos caso e 235 

controle, respectivamente. No entanto, 0,8% (178) de DM ainda não puderam ter sua 236 

origem estabelecida, pois as deduções no SIPO enc237 

 238 

 239 

 240 

 241 

 242 
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Todas as transições e transversões tenham sido observadas em nosso conjunto de 

dados (Figura 21), sendo que, C> T e T> C foram super-representados, tanto para os casos 

em fase baseadas em alelos parentais e derivados distribuídos em classes de 

substituições de bases para casos e controles da população de Goiânia exposta acidentalmente a baixas doses 

No presente estudo foram identificados 36% (9.522) e 26% (5.013) de DM cujas 

origens não puderam ser identificadas nos grupos caso e controle, respectivamente. Nestas 

situações, as deduções incorporadas no SIPO permitiram inferir 4.274 e 1.995 mutações de 

origem materna para caso e controle, respectivamente. Por outro lado, as deduções no 

SIPO permitiram incluir 5.278 e 2.826 mutações de origem paterna para os grupos caso e 

controle, respectivamente. No entanto, 0,8% (178) de DM ainda não puderam ter sua 

origem estabelecida, pois as deduções no SIPO encontraram valores idênticos (Figura 22).
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22) e 26% (5.013) de DM cujas 

origens não puderam ser identificadas nos grupos caso e controle, respectivamente. Nestas 

situações, as deduções incorporadas no SIPO permitiram inferir 4.274 e 1.995 mutações de 

mente. Por outro lado, as deduções no 

SIPO permitiram incluir 5.278 e 2.826 mutações de origem paterna para os grupos caso e 

controle, respectivamente. No entanto, 0,8% (178) de DM ainda não puderam ter sua 

ontraram valores idênticos (Figura 22). 
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a) 

Figura 22. Indica a proporção de inferências realizadas nos grupos caso (a) e controle (b), pois as origens dos 244 
progenitores em relação às proles eram identificáveis. 245 
 246 
 247 
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b) 

Indica a proporção de inferências realizadas nos grupos caso (a) e controle (b), pois as origens dos 
progenitores em relação às proles eram identificáveis.  
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6. DISCUSSÃO 248 

Em nosso estudo, o grupo caso apresentou uma exposição à radiação com dosagens 249 

(0,2 Gy – 0,5 Gy), de acordo com o Sistema Internacional de Medidas utiliza-se a unidade 250 

Gy (Gray), que equivale a 100 rad, como unidade de dose absorvida, adotada para qualquer 251 

tipo de radiação ionizante (BIRAL, 2002). Segundo os critérios de dosimetria citogenética, 252 

as doses menores que 0,15 Gy são classificadas como muito baixas; de 0,15 a 0,3 Gy de 253 

baixas doses; de 0,31 a 0,9 de doses médias e ≥1,0 Gy são classificadas como altas doses 254 

(IAEA, 1988). Sabendo que grupos: casos e controle são da mesma população, sofrem os 255 

mesmos efeitos biossistema, conduzindo que a diferença significante entre as amostras se 256 

dá pela exposição à radiação. 257 

A exposição parental à radiação ionizante aumenta a frequência de mutações na 258 

linha germinativa detectáveis na próxima geração (DUBROVA, 2000; LUKE, et a. 1997; 259 

BURRUEL, et al., 1997; UNSCEAR, 1993), como também, que mutações de novo 260 

sugerem um papel importante em formas raras e comuns de doenças do 261 

neurodesenvolvimento, incluindo deficiência intelectual, autismo e esquizofrenia, tornando 262 

significativa a herdabilidade das doenças genéticas durante as gerações (VELTMAN & 263 

BRUNNER, 2012). 264 

Estudos genômicos fornecem grandes volumes de dados que permite determinar as 265 

relações entre informações genotípicas e fenotípicas, bem como a identificação de SNPs 266 

relacionados às doenças (DENVER, et al., 2009; SHAH & KUSIAK, 2004; ZANG, et al., 267 

2004). A formatação dos estudos genômicos buscam abordar a identificação de padrões, 268 

explorando, principalmente, a ciência da mineração de dados e algoritmos genéticos, outras 269 

técnicas como: árvore de decisão, heurística baseada em correlação são empregados para 270 

selecionar genes significativos. Sendo que, durante a análise desses dados pode levar a 271 

padrões de genes / SNP que podem ser responsáveis por doenças comuns, bem como pelo 272 

risco genético (SHAH & KUSIAK, 2004). 273 

O Suíte CytoScan HD™ possui um algoritmo intrínseco, que permite a análise de 274 

um segmento cromossômico, dada a presença de marcadores polimórficos naquela região. 275 

No estudo atual, o desafio foi estabelecer o progenitor de origem para uma mutação 276 

pontual com base apenas nas transmissões de Mendel. Neste caso, a solução implantada 277 

para os achados de desvio mendeliano de novo foi a criação de algoritmo (SIPO), que visa 278 

a comparação de dados extraídos nos resultados obtidos pela ferramenta ChAS®, pois 279 

permitiu extrair informações relevantes do trio (pai, mãe e filho). Sendo possível exibir os 280 
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dados de marcadores para um único cromossomo. Estes resultados são extraídos e 281 

manipulados por algoritmos para realizar inferências quanto à origem da mutação e o tipo 282 

de substituição na base de DNA ocorrido. 283 

O presente estudo realizou uma análise de desvio mendeliano para estimar a 284 

frequência de mutação de novo germinativa em uma população humana exposta 285 

acidentalmente às doses baixas de radiação ionizante de césio-137. 286 

Estudo analisou os critérios de qualidade dos dados observando as recomendações 287 

exigidas pelo Fabricante (MAPD >0,25; Waviness SD >0,12; SNPQC >15), sendo que as 288 

três variáveis citadas devem ser atendidas. Realizamos um teste com 7 trios representados 289 

como grupo controle, em que o SNPQC foi inferior a 15. Estas amostras foram possíveis 290 

identificar as CNVs, porém, ao rodar o nosso pipeline para inferências de mutações, 291 

identificamos que a quantidade de desvios mendelianos (µDM ± 0,2%) foi maior que a 292 

média de DM (µDM ~ 0,1%) encontradas em uma determinada população controle 293 

(Saunders et al., 2008), como também, maior que a média (µDM ~ 0,16%) encontrada no 294 

grupo exposto, demonstrando que para a condição de montagem de SNP, a métrica 295 

SNPQC é fator determinante. 296 

Foi investigado a condição de prevalência de desvios mendelianos dentro de CNVs. 297 

Um outro algoritmo (SIPO+) foi desenvolvido e aplicado para realizar a busca de desvios 298 

mendelianos dentro de CNVs. A conclusão é que número de mutações de novo foram 299 

extremamente baixo, sem significância para o estudo.  300 

 A mutação está correlacionada com o comprimento relativo dos alelos, isto é, alelos 301 

mais longos têm mais probabilidade de sofrer mutação em comparação com os mais curtos 302 

no mesmo local (GE, et al., 2009). Em nossa investigação, identificamos que as mutações 303 

encontradas no grupo caso e controle foram distribuídas seguindo esta orientação, sendo 304 

que maior número de DM foram localizados em cromossomos maiores. 305 

Até o momento, há ampla evidência que apoia as diferenças de sexo nas 306 

frequências de mutação, com os machos férteis mais velhos podendo contribuir mais para 307 

um risco de saúde mutacional do que as fêmeas mais velhas. Um maior número de divisões 308 

celulares contínuas na linha germinal masculina foi implicado como uma explicação 309 

razoável para tal diferença no efeito da idade paterna (GAO et al., 2019; JÓNSSON et al., 310 

2017).  311 
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No entanto, nosso estudo falhou em detectar o efeito da idade materna no número 312 

de DMs. Embora tenha havido evidências crescentes de contribuições maternas para as 313 

mutações pontuais de novo na prole (GOLDMANN et al., 2016; WONG et al., 2016). Até 314 

o momento, há um debate contínuo sobre as contribuições maternas e paternas para a carga 315 

de mutação da linha germinativa na prole (SÉGUREL et al., 2014). Novas ferramentas 316 

genômicas e estatísticas aplicadas a grandes e diversos conjuntos de dados populacionais 317 

em breve ajudarão a encontrar uma solução para esse enigma biológico. Embora um 318 

número maior de trios familiares possa ser necessário para avaliar a contribuição feminina 319 

nas mutações de ponto da linha germinativa em sua prole, nossos resultados sugeriram que 320 

a força do viés de mutação masculina pode ser observada mesmo em pequenas coortes 321 

familiares. 322 

Trabalhos publicados sobre tipos de substituições em bases nitrogenadas na cadeira 323 

de DNA estão bem representadas na linha germinativa e ocorrem espontaneamente 324 

(BROVARETS & HOVORUN, et al., 2015). As substituições de base única têm sido um 325 

evento mutacional comum e frequente subjacente às divisões celulares espontaneamente 326 

que aumentam como consequência de erros de replicação do DNA ou induzidas por 327 

estressores ambientais, como RI.  328 

Em nosso estudo foi identificado uma maior proporção entre as mutações de 329 

substituições, correspondendo por 63,92% no grupo exposto; e 73,40% no grupo controle. 330 

Em ambos os grupos a base alélica GG apresentou maior proporção de mutação de novo 331 

em ambos os casos; 15,76% no caso e 17,87% no controle.  332 

As taxas de substituição de transições são mais altas (DA CRUZ, 1997) do que o 333 

esperado por acaso em relação às transversões (LYONS & LAURING, 2017). Em nossos 334 

achados, foi possível confirmar que existe uma predominância significativa na proporção 335 

de tipo de substituição por transição em relação ao tipo de substituição por transversão, 336 

tanto para grupo exposto, quanto para o grupo para controle. 337 

Todos os SNPs que abrigam transições C> T nos conjuntos de dados não foram 338 

localizados nas ilhas CpG e foram incluídos nas análises. RI é conhecido por causar freios 339 

de suporte duplo e todos os tipos de substituições de bases, favorecendo a conhecida 340 

hipótese de que o genoma humano abriga um viés mutacional em direção à composição A / 341 

T no estande do DNA (LYNCH, 2010). Em nosso estudo, embora a linha de base do FMDM 342 

em SNPs fosse diferente, os espectros mutacionais de casos e controles, considerando 343 
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todas as substituições de base, eram notavelmente semelhantes. Esta observação apoia 344 

reivindicações anteriores sobre o efeito aleatório da deposição de energia de radiação em 345 

sistemas biológicos (Vértes et al., 2003). 346 

A taxa de recombinação é mais alta para mulheres do que homens, e os filhos de 347 

mães mais velhas têm mais recombinações maternas que as de mães jovens. No entanto, os 348 

homens transmitem um número muito maior de mutações aos filhos do que as mulheres 349 

(KONG, et al., 2012; KONG, et al., 2004). Nosso estudo revelou que a porcentagem de 350 

desvio mendelianos tem uma proporção maior na origem paterna do que a origem materna, 351 

porém a diferença não foi significativa.  352 

O aumento das mutações com a idade dos pais se manifesta principalmente, talvez 353 

inteiramente, no cromossomo herdado do pai e o número de mutações de novo gerado a 354 

partir do espermatozoide, que aumenta a chance de uma criança sofrer uma mutação 355 

deletéria (não necessariamente limitada a mutações SNP), podendo desencadear uma maior 356 

probabilidade de autismo ou esquizofrenia (FRANCIOLI, et al., 2015; FRANCIOLI, et al, 357 

2014; MICHAELSON, et al., 2012; KONG, et al., 2012; KONDRASHOV, 2003). Para 358 

nosso estudo, utilizamos somente a idade paterna como referência, pois trabalhamos com a 359 

projeção da variável condicionante o número de meioses paternas para casos e controles 360 

em função da idade dos pais à época da concepção da prole.  361 

As deduções incorporadas no SIPO de DM cujas origens não puderam ser 362 

identificadas nos grupos caso e controle, foi numericamente pouco representativo, neste 363 

estudo, por métodos previamente estabelecidos. Nestas situações, o SIPO se apresenta 364 

como um algoritmo novo, eficaz para ser usado como ferramenta adicional na definição de 365 

origem parental de variantes polimórficas obtidas pelos microarranjos de SNPs. 366 

Este estudo é pioneiro na avaliação dos DM na prole de um grupo de indivíduos 367 

acidentalmente expostos à RI pelo Cesio-137 usando a Plataforma Thermo Fisher. Além 368 

disso, o único estudo in vivo que relata o uso de pequenas CNVs para estimar a taxa de 369 

mutação germinativa de novo em humanos de uma prole de indivíduos acidentalmente 370 

expostos à radiação ionizante pelo Césio-137 foi também realizado pelo nosso grupo 371 

(COSTA et al., 2018). 372 

Os DM ocorreram aleatoriamente entre os grupos casos e controle, sendo que 373 

ambos apresentaram uma baixa frequência de chamadas. Não foram identificados 374 
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marcadores com DM que se repetiam em um número significativo, mostrando a 375 

confiabilidade das análises. 376 

Para validar os achados do presente estudo, que analisou a FMDM de uma coorte 377 

discreta de crianças concebidas após seus progenitores terem sido expostos acidentalmente 378 

à RI de césio-137, os autores recomendam que estudos envolvendo coortes maiores, 379 

contendo diferentes intensidade de doses absorvidas, decorrentes de exposição terapêutica 380 

ou ocupacional, sejam desenvolvidos para avaliar a real contribuição do desvios 381 

mendelianos como marcadores retrospectivos de exposição à RI em populações humanas.   382 

 383 

 384 

 385 

 386 

 387 

 388 

  389 
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7. CONCLUSÃO 390 

 391 

Este estudo foi pioneiro na análise de DM, correspondendo a variação de SNP 392 

polimórficos, como biomarcador de exposição útil para estimar retrospectivamente a taxa 393 

de mutação germinativa de novo em uma população humana exposta acidentalmente às 394 

doses baixas de radiação ionizante de césio-137 e estabelecer o burden das mutações 395 

germinativas na progênie.  396 

Descobrimos que o sexo dos progenitores não teve efeito sobre o FMDM de SNPs 397 

autossômicos, para ambos os grupos de caso e controle, a mãe e os pais contribuíram com 398 

números iguais de DM de novo para seus filhos. Depois de contabilizar a idade, nosso 399 

grupo de controle revelou que os pais mais velhos contribuíram com mais DM para seus 400 

filhos, o que poderia ser modelado pelo número de divisões de espermatogônias mitóticas 401 

em função da idade, apoiando achados anteriores de viés de mutação masculina. No 402 

entanto, nosso estudo não identificou, de forma significative, detecção do efeito da idade 403 

materna na frequência de DM. 404 

Em síntese, houve um aumento de 44% na FMDM da geração F1 de indivíduos expostos 405 

acidentalmente à RI de Césio-137, com doses absorvidas variando de 0,2 a 0,5Gy, durante 406 

o acidente radiológico de Goiânia.  407 

Portanto, com a incorporação das deduções para tomada de decisão sobre a origem dos 408 

DM na prole, o SIPO foi capaz de eficientemente identificar por inferência a origem 409 

parental dos desvios observados, como também, indicar o tipo de substituição de bases no 410 

presente estudo. 411 

Nesse contexto, estudos futuros envolvendo o comportamento de DM frente aos 412 

agravos genômico e mutagênico causado pela exposição e agentes ambientais poderão 413 

fornecer conhecimentos importantes sobre os efeitos biológicos, riscos e mecanismos 414 

subjacentes à exposição humana a tais agentes.  415 

 416 

 417 

 418 

 419 

 420 
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APÊNDICE I 425 

 426 

Informações sobre as bibliotecas configuradas no ChAS® 427 

 428 

No quadro 1 temos informações sobre a biblioteca de referência aplicada aos estudos. 429 

Quadro 1. Informações sobre a biblioteca de referência aplicada ao estudo 430 

Arquivo de parâmetro de análise CytoScanHD_Array.na33.annot.db 

Nome da matriz CytoScan HD Array 

Versão da ChAS 3.2 

Versão do Genoma UCSC hg19 

Versão do Genoma NCBI 37 

Versão do dbSNP 132 

 431 

No quadro 2 consta informações sobre os dados de entrada.  432 

Quadro 2. Informações sobre dados de entrada 433 

Lista os arquivos contemplados na 

geração do Trio 

F01-1F_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp; 

F01-2M_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp; 

F01-3P_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp 

Entrada de Cromossomo 1 a 22 e os cromossos sexuais: X e Y 

 434 

No quadro 3 identifica as variáveis que foram manipuladas. 435 

Quadro 3 Informações sobre as variáveis obtidas a partir do ChAS® 436 

Marcador Identificador do marcador de SNP 

Genotipagem Chamada de genotipagem. Informações bialélicas. 

Formando três combinações: AA/BB/AB 

Valor de Confiança Valor de confiança para genotipagem 

Sinal A Valor do sinal bruto para o sinal A no marcador 

Sinal B Valor do sinal bruto para o sinal B no marcador 

Base Nitrogenada Chamada da base nitrogenada. Informações bialélicas. 

Formando dez combinações: 

AA|AC|AG|AT|CC|CG|CT|GG|GT|TT 

dbSNP Valor do identificador do SNP 
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Cromossomo Cromossomo associado ao marcador 

Posição do Cromossomo Posição do Cromossomo no SNP 

 437 
  438 



__________________________________________________________________________________________________ 
Programa de Pós-graduação em Biotecnologia e Biodiversidade   

89 
 

APÊNDICE II 439 

 440 

Protoloco de pipeline para o PLINK 441 

 442 
1. Utilizamos a base de dados (MySQL©) para extrair os dados dos SNPs dos trios do 443 

grupo caso e controle.  444 

2. Aplicamos os filtros: 445 

a) Eliminamos os SNPs com call rate > 5x10-2; 446 

b) Eliminamos os SNPs em que as informações de IDSNP; Posição; Cromossomos 447 

estavam sem valores ou nulos; 448 

c) Eliminamos os SNPs em que as informações de genótipos do Pai e/ou Mãe e/ou 449 

Prole constavam sem valores ou nulos; 450 

d) Eliminamos os SNPs que geraram mutações em suas proles; 451 

3. Após a aplicação dos filtros, foi gerado um dataset de 522.172 SNPs selecionados em 452 

autossomos. 453 

4. A partir deste dataset foram gerados dois arquivos que são interpretados pelo PLINK.  454 

a) O primeiro é o arquivo .MAP, que possui a seguinte estrutura física: 455 

 456 

Cromossomo IDSNP Distância Genética Posição 
1 rs2340582 0 882803 
1 rs3748597 0 888659 

 457 

b) O segundo é o arquivo .PED, que possui a seguinte estrutura física: 458 
 459 

Família ID 
Indivíduo 

Presença 
Pai* 

Presença 
Mãe** 

Sexo*** Fenótipo**** rs2340582 rs3748597 

C1P 1 1 0 1 1 G G C C 
F4M 2 0 1 2 2 A G C T 
*Presença do Pai: 1 – Presença, 0 – Ausência; **Presença do Mãe: 1 – Presença, 0 – Ausência; ***Sexo: 1 – 460 
Masculino, 2 – Feminino; ****Fenótipo: 1 – Controle, 2 – Caso. 461 
 462 
5. A opção --file usa um único parâmetro, a raiz dos nomes dos arquivos de entrada e 463 

procura dois arquivos: um arquivo PED e um arquivo MAP: 464 

plink --file cesio 465 

 466 

6. Criando um arquivo PED binário. Este formato compacta os dados economizando 467 

espaço e acelera as análises subseqüentes. Para criar um arquivo PED binário, use o 468 

seguinte comando: 469 

plink --file cesio --make-bed --out cesio 470 

Foram gerados os arquivos: cesio.bed; cesio.bim; cesio.fam 471 

 472 

7. Executando o pipeline com o arquivo PED binário: Para especificar que os dados de 473 

entrada estão no formato binário, em oposição ao formato PED / MAP de texto normal, 474 

basta usar a opção --bfile em vez de –file: 475 
plink –bfile cesio 476 

 477 
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8. Ligação de desequilibrio baseado no desbaste de SNP: Optamos por gerar um 478 

subconjunto com desbaste de SNPs que estão em equilíbrio de ligação correlacionados 479 

entre si. Usamos o comando: 480 

plink --bfile cesio --indep-pairwise 500 5 0.1, --indep-pairwise se baseia apenas na 481 

correlação genotípica aos pares. 482 

 483 

9. Após o desbaste de nosso dataset original com 522K SNPs, foi gerado um novo dataset 484 

(cesio.pruned.in) contendo 2.789 SNPs com maior frequência de correlacionamento entre 485 

os SNPs selecionados. 486 

 487 

10. Para exclusão com SNPs vazio, aplicamos o comando: 488 

plink --bfile cesio --mind 0.1 489 

 490 

11. Para gerar estatísticas sobre valores vazios, utilizamos o comando: 491 

plink --bfile cesio --missing --out miss_stat 492 

 493 

12. Geração de estatísticas sobre frequencia dos alelos: 494 

plink --bfile cesio --freq --nonfounders --out freq_stat  495 
 496 
Cromossomo idSNP A1 A2 MAF* 

7 rs7790666 G A 0.3269 
8 rs6991681 A G 0.3077 

MAF (Minor Alleles Frequency). É a frequência com que o segundo alelo mais comum ocorre em uma 497 
determinada população 498 
 499 
 500 
13. Associação das variâncias entre caso e controle: 501 

plink --bfile cesio --assoc --nonfounders --out as1 502 

 503 

Chr idSNP BP A1 F_A F_U A2 CHISQ P OR 
7 rs7790666 159118443 G 0,25 0,38 A 2,05 0,15 0,53 
8 rs6991681 146292734 A 0,36 0,26 G 1,12 0,28 0,51 
 504 

Segue o layout dos campos: 505 

Chr: Cromossomo; idSNP: Identificador SNP; A1: Código do alelo 1 (o alelo menor e raro, 506 

com base em toda a frequência da amostra); F_A: A frequência dessa variante nos casos; 507 

F_U: A frequência dessa variante nos controles; A2: Código para o outro alelo; CHISQ: A 508 

estatística do qui-quadrado; P: O valor da significância; OR: Taxa de probabilidade para o 509 

teste. 510 

 511 

Os resultados mostram a variante simulada do SNP rs7790666 é realmente o SNP mais 512 

significativo da lista, com uma diferença nas frequências alélicas de 0,25 nos casos versus 513 

0,38 nos controles. 514 

 515 
14. Obtivemos uma lista classificada dos resultados da associação, que também inclui uma 516 

faixa de valores de significância ajustados para vários testes: 517 

plink --bfile cesio --assoc --adjust --nonfounders --out as2  518 
 519 
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15. Análise de estratificação compreende analisar uma forma de agrupamento que 520 

emparelhe indivíduos com base na identidade genética. O comando executado é: 521 

plink --bfile cesio --cluster --mc 2 --ppc 0.05 --out str1 522 

 523 

Neste caso aplicamos clustering IBS, do inglês, identify by states, com o comando (--524 

cluster), usados para dois indivíduos (--mc 2) e que qualquer par de indivíduos que tenha 525 

um valor de significância menor que 0,05 para testar se deve ou não os dois indivíduos 526 

pertencem à mesma população com base nos dados disponíveis do SNP. Segue a 527 

representação dos 4 primeiros agrupamentos 528 

 529 

SOL-0 C1P_1 C52P_15 
SOL-1 C1M_2 C70M_26 
SOL-2 F7M_36 F8M_38 
SOL-3 F4P_31 F21P_47 
 530 

 531 

16. Análise de associação, contabilizando os clusters gerados a partir do método IBS. Para 532 

essa análise correspondente, usaremos a estatística de associação Cochran-Mantel-533 

Haenszel (CMH), que testa a associação entre os SNPs condicionadas ao agrupamento 534 

gerados pelo cluster IBS, na etapa anterior; também incluímos a opção --adjust para obter 535 

uma lista ordenada dos resultados da associação CMH: 536 

plink --bfile cesio --mh --within str1.cluster2 --adjust --out aac1 537 

 538 

17. Solicitamos que cada cluster contenha pelo menos 1 caso e 1 controle, ou seja, para que 539 

seja informativo para associação, com a opção --cc e especifique um limite de 0,01, usando 540 

o comando --ppc: 541 

plink --bfile cesio --cluster --cc --ppc 0.01 --out version2 542 

 543 

18. Geramos uma visualização da subestrutura deste dataset, criando uma matriz de 544 

distâncias IBS pares e, em seguida, usando um pacote estatístico como R para gerar um 545 

gráfico de escala multidimensional, segue os comandos: 546 

plink --bfile cesio --cluster --matrix --out ibd_view, foi gerado o arquivo .mibs 547 

plink --bfile cesio --cluster --distance-matrix --nonfounders --out ibd_view, foi gerado o 548 

arquivo .mdist 549 

Passamos para a linguaguem R para gera os gráficos multidimensionais: 550 

 551 
a) b) 
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Figura 10. a) Gráfico gerado a partir do método IBS. b) Gráfico gerado a partir do método 552 

IBD. Ambos os gráficos certamente parecem sugerir que não há divergências entre os dois 553 

grupos na amostra.  554 

 555 

19. Geramos o PCA (Análise de Componente Principal) usando o PLINK, versão 2. 556 

Executamos o comando: 557 

a) Geramos os arquivos binários para a montagem dos auto-valores e auto-vetores: plink --558 

bfile cesio --extract plink.prune.in --make-bed --out prunedcesio 559 

 560 

b) Utilizamos a versão 2 do PLINK, com o comando: 561 

plink2 --bfile pruned.merge.cesio --nonfounders --pca --out pca.pruned, assim, são gerados 562 

os resultados: prunedcesio.eigenvalue e prunedcesio.eigenvector. 563 

 564 

c) O PCA foi gerado com base no resultado prunedcesio.eigenvector, seguindo os scripts 565 

do R: 566 

library(pca3d) 567 

pca.plink<-read.table("pca.pruned.eigenvec",header = TRUE,sep = "\t",dec = ".") 568 

pca.plink.num<-pca.plink[,-1] 569 

stand.pca.plink<-scale(pca.plink.num) 570 

res.pca.plink<-prcomp(stand.pca.plink, center = TRUE) 571 

group<- factor(pca.plink[,1]) 572 

p.pca2d.plink<-pca2d(res.pca.plink, group = group, legend="topleft")  573 

 574 
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Figura 11. PCA de 2,7 K snps, resultado do desbaste usando a janela de 500 snps; com incrementos de 5 575 
SNPs e DL máximo de 0.1. As variáveis contidas no PCA representa a matriz de relacionamento padronizada 576 
por variância; dimensionamento multidimensional (MDS) com base nas distâncias de Hamming. Com base 577 
na disposição dos dados neste gráfico de PCA, concluímos que não houve divergência entre os grupos na 578 
amostra.  579 
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APÊNDICE III 580 

Um documento em Markdown com pipeline para a geração dos 581 

resultados 582 

 583 
# Um documento em Markdown para a montagem de resultados da tese final 584 
 585 
```r 586 
##Fluxo do algoritmo: SIPO 587 
library(DiagrammeR) 588 
mermaid("  589 
    graph TB  590 
      id1(SIPO)==>id2[MINERAÇÃO <br/> DE DADOS] 591 
      id2==>id3(VALOR DE CONFIANÇA > 0.05) 592 
      id3==>id4(VALIDAR <br/> LAYOUT); 593 
      id4==>id5(ANALISAR VARIÁVEIS)  594 
      id1==>id6[GENÓTIPOS]  595 
      id6==>id7(GENÓTIPOS MATERNA-BN)  596 
      id7==>id8(GENÓTIPOS PATERNA-BN) 597 
      id8==>id9(GENÓTIPOS PROLE-BN) 598 
      id1==>id10[DESVIO MENDELIANO] 599 
      id10==>id11(SEM <br/>INFERÊNCIA) 600 
      id10==>id12(COM <br/>INFERÊNCIA) 601 
      id12==>id13(MENOR VALOR DE CONFIANÇA) 602 
      id13==>id14(MUTAÇÃO MAIS PRÓXIMA); id14==>id15  603 
      id11==>id15>RESULTADO: ORIGEM DA MUTAÇÃO (PROGENITORES) <br/>E TIPO DE 604 
SUBSTITUIÇÃO] 605 
")  606 
``` 607 
 608 
 609 
 610 
```r 611 
#Normalidade e Variância 612 
  ## 1. Testes de normalidade 613 
  dfCasoDM<-read.csv("dfCasoDM.csv",header = TRUE,sep = ",",dec = ".") 614 
  dfControlDM<-read.csv("dfControlDM.csv",header = TRUE,sep = ",",dec = ".") 615 
  Parâmetros: 616 
  xbCaso <- mean(dfCasoDM$dm_caso) # média 617 
  xbControl <- mean(dfControlDM$dm_control) # média 618 
  meCaso <- median(dfCasoDM$dm_caso) # mediana 619 
  meControl <- median(dfControlDM$dm_control) # mediana 620 
  sxCaso <- round(sd(dfCasoDM$dm_caso), digits = 2) # desvio padrão 621 
  sxControl <- round(sd(dfControlDM$dm_control), digits = 2) # desvio padrão 622 
  cat("\n Média amostral do Grupo Caso =", xbCaso, "\n Desvio padrão amostral do Grupo Caso =", sxCaso, 623 
"\n Mediana amostral do Grupo Caso =", meCaso) 624 
  cat("\n Média amostral do Grupo Controle =", xbControl, "\n Desvio padrão amostral do Grupo Controle 625 
=", sxControl, "\n Mediana amostral do Grupo Controle =", meControl) 626 
t1Caso <- shapiro.test(rnorm(dfCasoDM$dm_caso, xbCaso, sxCaso)) # Shapiro-Wilk Caso 627 
t1Control <- shapiro.test(rnorm(dfControlDM$dm_control, xbControl, sxControl)) # Shapiro-Wilk Controle 628 
 629 
``` 630 
 631 
```r 632 
##estatísticas do grupo caso 633 
library(ggplot2) 634 
dfIdadeGeral<-read.csv("dfIdadeGeral.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 635 
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meanCaso <- round(mean(dfCasoDM$dm_caso), digits = 2) 636 
sdCaso <- round(sd(dfCasoDM$dm_caso), digits = 2) 637 
medianaCaso <- round(median(dfCasoDM$dm_caso), digits = 2) 638 
somaCaso <- round(sum(dfCasoDM$dm_caso), digits = 2) 639 
meanAgePatIdadeCase<-round(mean(dfIdadeGeral$age_pat_case), digits = 2) 640 
meanAgeMatIdadeCase<-round(mean(dfIdadeGeral$age_mat_case), digits = 2) 641 
sdAgePatIdadeCase<-round(sd(dfIdadeGeral$age_pat_case), digits = 2) 642 
sdAgeMatIdadeCase<-round(sd(dfIdadeGeral$age_mat_case), digits = 2) 643 
table(meanCaso, sdCaso, medianaCaso, somaCaso, meanAgePatIdadeCase, meanAgeMatIdadeCase, 644 
sdAgePatIdadeCase, sdAgeMatIdadeCase) 645 
print(table(meanCaso, sdCaso, medianaCaso, somaCaso, meanAgePatIdadeCase, meanAgeMatIdadeCase, 646 
sdAgePatIdadeCase, sdAgeMatIdadeCase), zero.print = ".") 647 
##estatísticas do grupo controle 648 
dfControlDM<-read.csv("dfControlDM.csv",header = TRUE,sep = ",",dec = ".") 649 
meanControl <- round(mean(dfControlDM$dm_control), digits = 2) 650 
sdControl <- round(sd(dfControlDM$dm_control), digits = 2) 651 
medianaControl <- round(median(dfControlDM$dm_control), digits = 2) 652 
somaControl <- round(sum(dfControlDM$dm_control), digits = 2) 653 
meanAgePatIdadeControl<-round(mean(dfIdadeGeral$age_pat_control), digits = 2) 654 
meanAgeMatIdadeControl<-round(mean(dfIdadeGeral$age_mat_control), digits = 2) 655 
sdAgePatIdadeControl<-round(sd(dfIdadeGeral$age_pat_control), digits = 2) 656 
sdAgeMatIdadeControl<-round(sd(dfIdadeGeral$age_mat_control), digits = 2) 657 
table(meanControl, sdControl, medianaControl, somaControl, meanAgePatIdadeControl, 658 
meanAgeMatIdadeControl, sdAgePatIdadeControl, sdAgeMatIdadeControl) 659 
print(table(meanControl, sdControl, medianaControl, somaControl, meanAgePatIdadeControl, 660 
meanAgeMatIdadeControl, sdAgePatIdadeControl, sdAgeMatIdadeControl), zero.print = ".") 661 
``` 662 
```r 663 
##Hipóteses do teste de Normalidade:   664 
##H0: Distribuição é Normal   665 
##H1: Distribuição não é Normal  666 
##Gráfico QQ com envelope 667 
nControl<-length(dfControlDM$dm_control) 668 
xbControl <- mean(dfControlDM$dm_control) # média 669 
sxControl <- round(sd(dfControlDM$dm_control), digits = 2) # desvio padrão 670 
cat("\n n =", nControl) 671 
nSimControl <- 100 # Número de simulações 672 
confControl <- 0.95 # Coef. de confiança 673 
# Dados simulados ~ normal 674 
dadosSimControl <- matrix(rnorm(nControl * nSimControl, mean = xbControl, sd = sxControl), nrow = 675 
nControl) 676 
dadosSimControl <- apply(dadosSimControl, 2, sort) 677 
# Limites da banda e média 678 
infSupControl <- apply(dadosSimControl, 1, quantile, probs = c((1 - confControl) / 2, 679 
 (1 + confControl) / 2)) 680 
xbSimControl <- rowMeans(dadosSimControl) 681 
# Gráfico 682 
#faixayControl <- range(dfControlDM$dm_control, dadosSimControl) -18.54337 3524.30691 683 
faixayControl <- c(-18.54337, 3524.30691) # mesmos valores do grupo caso 684 
qqControl <- qqnorm(dfControlDM$dm_control, main = "Gráfico Q-Q: Desvio Mendeliano - Grupo 685 
Controle", xlab = "Quantile", pch = 20, 686 
 ylab = "Nº Desvio Mendeliano - Grupo Controle", ylim = faixayControl) # usar os mesmos valores nas 687 
coordenadas dos eixos do grupo caso 688 
eixoxControl <- sort(qqControl$x) 689 
lines(eixoxControl, xbSimControl) 690 
lines(eixoxControl, infSupControl[1,]) 691 
lines(eixoxControl, infSupControl[2,]) 692 
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dadosSimControl <- matrix(rnorm(nControl * nSimControl, mean = xbControl, sd = sxControl), nrow = 693 
nControl) 694 
dadosSimControl <- apply(dadosSimControl, 2, sort) 695 
 696 
``` 697 
```r 698 
##Hipóteses do teste de Normalidade:   699 
##H0: Distribuição é Normal   700 
##H1: Distribuição não é Normal   701 
p >> 0,05 → podemos assumir que os dados sigam a distribuição Normal  702 
## 2. Gráfico QQ com envelope 703 
nCaso<-length(dfCasoDM$dm_caso) 704 
xbCaso <- mean(dfCasoDM$dm_caso) # média 705 
sxCaso <- round(sd(dfCasoDM$dm_caso), digits = 2) # desvio padrão 706 
cat("\n n =", nCaso) 707 
nSimCaso <- 100 # Número de simulações 708 
confCaso <- 0.95 # Coef. de confiança 709 
# Dados simulados ~ normal 710 
dadosSimCaso <- matrix(rnorm(nCaso * nSimCaso, mean = xbCaso, sd = sxCaso), nrow = nCaso) 711 
dadosSimCaso <- apply(dadosSimCaso, 2, sort) 712 
# Limites da banda e média 713 
infSupCaso <- apply(dadosSimCaso, 1, quantile, probs = c((1 - confCaso) / 2, 714 
 (1 + confCaso) / 2)) 715 
xbSimCaso <- rowMeans(dadosSimCaso) 716 
# Gráfico 717 
faixayCaso <- range(dfCasoDM$dm_caso, dadosSimCaso) 718 
qqCaso <- qqnorm(dfCasoDM$dm_caso, main = "Gráfico Q-Q: Desvio Mendeliano - Grupo Caso", xlab = 719 
"Quantile", pch = 20, 720 
 ylab = "Nº Desvio Mendeliano - Grupo Caso", ylim = faixayCaso) 721 
eixoxCaso <- sort(qqCaso$x) 722 
lines(eixoxCaso, xbSimCaso) 723 
lines(eixoxCaso, infSupCaso[1,]) 724 
lines(eixoxCaso, infSupCaso[2,]) 725 
dadosSimCaso <- matrix(rnorm(nCaso * nSimCaso, mean = xbCaso, sd = sxCaso), nrow = nCaso) 726 
dadosSimCaso <- apply(dadosSimCaso, 2, sort) 727 
``` 728 
```r 729 
## Aplicação do Teste T (Student t) 730 
dfdadosgerais<-read.csv("dados_gerais_caso_controle.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 731 
dfDadosGeraisControl<-dfdadosgerais[dfdadosgerais$Group=="Control",] 732 
dfDadosGeraisCase<-dfdadosgerais[dfdadosgerais$Group=="Case",] 733 
testtDM<-t.test(dfDadosGeraisCase$Total_DM, dfDadosGeraisControl$Total_DM) 734 
testtFreqDM<-t.test(dfDadosGeraisCase$Freq_DM, dfDadosGeraisControl$Freq_DM) 735 
 736 
 737 
## Aplicação do Teste F (Teste de variância) 738 
testfDM<-var.test(dfDadosGeraisCase$Total_DM, dfDadosGeraisControl$Total_DM) 739 
testfFreqDM<-var.test(dfDadosGeraisCase$Freq_DM, dfDadosGeraisControl$Freq_DM) 740 
 741 
``` 742 
 743 
``` 744 
## Pipeline no PLINK: 745 
## plink --file cesio --mind 0.1 --recode --out cesio 746 
## plink --file cesio --maf 0.1 --nonfounders --noweb 747 
## plink --file cesio --make-bed --out cesio 748 
## plink --bfile cesio 749 
## PRUNING 750 
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## plink --bfile cesio --indep-pairwise 500 5 0.1  751 
## plink --bfile cesio --extract plink.prune.in --make-bed --out prunedcesio 752 
## plink --bfile cesio --missing --out miss_stat 753 
## Associação das variâncias entre caso e controle 754 
## plink --bfile cesio --assoc --nonfounders --out as1  755 
## plink --bfile cesio --assoc --adjust --nonfounders --out as2 756 
## plink --bfile cesio --model --nonfounders --out mod1 757 
## plink --bfile cesio --model --cell 5 --snp rs3845291 --out mod2 758 
## plink --bfile cesio --cluster --mc 2 --ppc 0.05 --out str1 759 
## plink --bfile cesio --mh --within str1.cluster2 --adjust --out aac1 760 
## plink --bfile cesio --cluster --cc --ppc 0.01 --out version2 761 
## plink --bfile cesio --mh --within version2.cluster2 --adjust --out aac2 762 
## plink --bfile cesio --cluster --K 2 --out version3 763 
## plink --bfile cesio --mh --adjust --out aac3 764 
## plink --bfile cesio --cluster --matrix --out ibd_view 765 
## plink --bfile cesio --cluster --distance-matrix --nonfounders --out ibd_view 766 
``` 767 
 768 
```r 769 
setwd("Drive:/../plink") 770 
m <- as.matrix(read.table("ibd_view.mibs")) 771 
md <- as.matrix(read.table("ibd_view.mdist")) 772 
mds <- cmdscale(as.dist(1-m)) 773 
scale <- cmdscale(as.dist(1-md)) 774 
k <- c( rep("orange",45) , rep("blue",44) ) 775 
plot(mds,pch=20,col=k) 776 
plot(scale,pch=20,col=k) 777 
``` 778 
 779 
``` 780 
## Contruindo o PCA a partir dos dados gerados no pruning 781 
## plink --bfile prunedcesio --bmerge prunedcesio.bed prunedcesio.bim prunedcesio.fam --make-bed --out 782 
pruned.merge.cesio 783 
## plink2 --bfile pruned.merge.cesio --nonfounders --pca --out pca.pruned 784 
``` 785 
```r 786 
##Gerando os gráficos de PCA a partir das informações eigenvector gerado no plink2 787 
library(ggplot2) 788 
library(tidyr) 789 
library(devtools) 790 
library(pca3d) 791 
setwd("Drive:/../plink2") 792 
pca.plink<-read.table("pca.pruned.eigenvec",header = TRUE,sep = "\t",dec = ".") 793 
pca.plink.num<-pca.plink[,-1] 794 
pca.plink.num.x<-pca.plink.num[,-1] 795 
stand.pca.plink<-scale(pca.plink.num.x) 796 
res.pca.plink<-prcomp(stand.pca.plink, center = TRUE) 797 
group<- factor(pca.plink[,1]) 798 
p.pca3d.plink<-pca3d(res.pca.plink, group = group, legend="topleft") 799 
p.pca2d.plink<-pca2d(res.pca.plink, group = group, legend="topleft") 800 
``` 801 
```r 802 
library(magrittr) 803 
library(plotly) 804 
#Plot Box-Plot para numero de DM: Caso X Controle 805 
f1 <- list( 806 
  family = "Arial, sans-serif", 807 
  size = 18, 808 
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  color = "lightgrey" 809 
) 810 
f2 <- list( 811 
  family = "Old Standard TT, serif", 812 
  size = 14, 813 
  color = "black" 814 
) 815 
a <- list( 816 
  title = "Nº Desvio Mendeliano", 817 
  titlefont = f1, 818 
  showticklabels = TRUE, 819 
  tickangle = 0, 820 
  tickfont = f2, 821 
  exponentformat = "E" 822 
) 823 
b <- list( 824 
  title = "Grupo", 825 
  titlefont = f1, 826 
  showticklabels = TRUE, 827 
  tickangle = 0, 828 
  tickfont = f2, 829 
  exponentformat = "E" 830 
) 831 
bpDM<-plot_ly(dfCasoDM, y = ~dfCasoDM$dm_caso, type = "box",name="Caso", boxpoints = "all", jitter 832 
= 0.1, pointpos = -1.9)  %>% 833 
 add_trace(dfControlDM, y = ~dfControlDM$dm_control, type = "box",name="Controle", boxpoints 834 
= "all", jitter = 0.1, pointpos = -1.9) %>% 835 
    layout(xaxis = b, yaxis = a, title = "Nº Desvio Mendeliano") 836 
``` 837 
```r 838 
library("gplots") 839 
library(RColorBrewer) 840 
library(tidyverse) 841 
dfDMGrupo<-read.csv("dfDMGrupo.csv",header = TRUE,sep = ",",dec = ".") 842 
# Cleveland dot plot 843 
norder <- dfDMGrupo$family[order(dfDMGrupo$group, dfDMGrupo$dm)] 844 
dfDMGrupo$family <- factor(dfDMGrupo$family, levels = norder) 845 
pCleveland<-ggplot(dfDMGrupo, aes(x=dm, y=family)) + 846 
 geom_segment(aes(yend=family), xend=0, colour="grey50") + 847 
 geom_point(size=3, aes(colour=group)) + 848 
 scale_colour_brewer(palette="Set1", limits=c("Case","Control"), guide=FALSE) + 849 
 theme_bw() + 850 
       theme(panel.grid.major.y = element_blank(), # No horizontal grid lines + 851 
             legend.position=c(1, 0.55), # Put legend inside plot area 852 
             legend.justification=c(1, 0.5)) + 853 
 facet_grid(group ~ ., scales="free_y", space="free_y") +    854 
 labs(title="Desvio Mendeliano vs Trios ~ Grupos", x="Desvio Mendeliano", y = "Trios") 855 
 856 
``` 857 
 858 
```r 859 
#plot das regressões linear 860 
library("ggpubr") 861 
library(ggplot2) 862 
plmdosefrqdm<-ggplot(dfdadosgerais, aes(Dose, Freq_DM, colour=Dose, fill=Dose)) + 863 
      geom_smooth(method="lm") + 864 
      geom_point(size=3) + 865 
      theme_bw() +  866 
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      xlab("Dose Absorvida (Gy)") + 867 
      ylab("Frequência de Desvio Mendeliano")  868 
 869 
``` 870 
```r 871 
#aplicação da regressão linear da fração de todas as fases dos DMs paterna (DM Paterna/DM Materna) em 872 
relação à idade paterna 873 
dfdadosgerais<-read.csv("dados_gerais_caso_controle.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 874 
 875 
p.ratio.dm.age.paternal<-ggplot(dfdadosgerais, aes(x=idade_pai, y=Razao_DM_F_M, shape=Group, 876 
colour=Group, fill=Group)) + 877 
    geom_smooth(method="lm", fill = "grey97", size = 2, alpha = 1, se = FALSE) + 878 
    scale_colour_manual(values = c("blue","orange")) +   879 
    geom_point(size=3) + 880 
    theme_bw() +  881 
    xlab("Idade Paterna") + 882 
    ylab("Razão de Desvios Mendelianos Paterna sobre a Materna") 883 
 884 
``` 885 
```r 886 
#Plot DMs paterna (Caso/Controle) em relação à idade paterna 887 
dfDMAgeParental<-read.csv("dados_dm_age_parental.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 888 
 889 
#case 890 
p.DM.Age.Parental.case<-ggplot(dfDMAgeParental, aes(x=Age_Case, y=MD_Case, shape=Parental_Case, 891 
colour= Parental_Case, fill=Parental_Case)) + 892 
                            geom_point(size=3) + 893 
                            facet_grid(. ~ Parental_Case) + 894 
                            theme(strip.text = element_text(face="bold", size=rel(1.5)), 895 
                            strip.background = element_rect(fill="lightblue", colour="black", 896 
                            size=1)) + 897 
                            scale_y_continuous(limits=c(0,1500),breaks = seq(0, 1500, by = 500)) + 898 
                            labs( 899 
                                x = "Idade Paterna - Grupo: Caso", 900 
                                y = "Número de Desvio Mendeliano Quanto à Origem - Grupo: Caso"             901 
                            ) 902 
#control 903 
p.DM.Age.Parental.control<-ggplot(dfDMAgeParental, aes(x=Age_Control, y=MD_Control, 904 
shape=Parental_Control, colour= Parental_Control, fill=Parental_Control)) + 905 
                            geom_point(size = 3) +  906 
                            facet_grid(. ~ Parental_Control) + 907 
                            theme(strip.text = element_text(face="bold", size=rel(1.5)), 908 
                            strip.background = element_rect(fill="lightblue", colour="black", 909 
                            size=1)) + 910 
                            scale_y_continuous(limits=c(0,1500),breaks = seq(0, 1500, by = 500)) + 911 
                            labs( 912 
                                x = "Idade Paterna - Grupo: Controle", 913 
                                y = "Número de Desvio Mendeliano Quanto à Origem - Grupo: Controle"             914 
                            ) 915 
 916 
``` 917 
 918 
```r 919 
variant_age_md<-read.csv("age_md_parental.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 920 
#Idade Parental vs Número de DM do grupo Controle 921 
  p.var.age.md.control<-ggplot(variant_age_md, aes(Age_Control, MD_Control, shape=Parental_Control, 922 
colour=Parental_Control, fill=Parental_Control)) + 923 
  geom_smooth(method="lm") + 924 
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  stat_regline_equation( 925 
    aes(label =  paste(..eq.label.., ..rr.label.., sep = "~~~~")) 926 
  )+ 927 
  geom_point(size=3) + 928 
  theme_bw() +  929 
  xlab("Idade Parental: Grupo - Controle") + 930 
  ylab("Número de Mutações: Grupo - Controle") + 931 
  expand_limits(y=0) + 932 
  scale_x_continuous(limits=c(10, 60),breaks = seq(10, 60, by = 10)) + 933 
  scale_y_continuous(limits=c(0, 1500),breaks = seq(0, 1500, by = 250)) 934 
 935 
#Idade Parental vs Número de DM do grupo Caso 936 
  p.var.age.md.case<-ggplot(variant_age_md, aes(Age_Case, MD_Case, shape=Parental_Case, 937 
colour=Parental_Case, fill=Parental_Case)) + 938 
  geom_smooth(method="lm") + 939 
  stat_regline_equation( 940 
    aes(label =  paste(..eq.label.., ..rr.label.., sep = "~~~~")) 941 
  )+ 942 
  geom_point(size=3) + 943 
  theme_bw() +  944 
  xlab("Idade Parental: Grupo - Caso") + 945 
  ylab("Número de Mutações: Grupo - Caso") + 946 
  expand_limits(y=0) + 947 
  scale_x_continuous(limits=c(10, 60),breaks = seq(10, 60, by = 10)) + 948 
  scale_y_continuous(limits=c(0, 1500),breaks = seq(0, 1500, by = 250)) 949 
 950 
``` 951 
```r 952 
#aplicação do método anova para comparar a variável idade entre os grupos 953 
library(ggpubr) 954 
dfdadosgerais<-read.csv("dados_gerais_caso_controle.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 955 
# Compute the analysis of variance 956 
res.aov.agepat <- aov(idade_pai ~ Group, data = dfdadosgerais) 957 
res.aov.agemat <- aov(idade_mae ~ Group, data = dfdadosgerais) 958 
 959 
# Summary of the analysis 960 
summary(res.aov.agepat) 961 
p.bp.age.pat<-ggboxplot(dfdadosgerais, x = "Group", y = "idade_pai",  962 
          color = "Group", palette = c("#00AFBB", "#FFA500"), 963 
          add = "jitter", shape = "Group", 964 
          ylab = "Idade Paterna", xlab = "Grupo") 965 
 966 
p.ggline.age.pat<-ggline(dfdadosgerais, x = "Group", y = "idade_pai",  967 
       add = c("mean_se", "jitter","violin"),         968 
       order = c("Case", "Control"),        969 
       ylab = "Idade Paterna", xlab = "Grupo") 970 
 971 
#Tukey multiple pairwise-comparisons 972 
#### The function STARTS here #### 973 
#Fonte: https://rpubs.com/aaronsc32/post-hoc-analysis-tukey 974 
#age.lm<-(idade_pai ~ Group, data=dfdadosgerais) 975 
#age.aov<-aov(age.aov) 976 
plotTukeyHSD <- plotTukeysHSD <- function(tukey.out, 977 
                           x.axis.label = "Comparison", 978 
                           y.axis.label = "Effect Size", 979 
                       axis.adjust = 0, 980 
                       adjust.x.spacing = 5){ 981 
   982 
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  tukey.out <- as.data.frame(tukey.out[[1]]) 983 
  means <- tukey.out$diff 984 
  categories <- row.names(tukey.out) 985 
  groups <- length(categories) 986 
  ci.low <- tukey.out$lwr 987 
  ci.up  <- tukey.out$upr                          988 
   989 
  n.means <- length(means) 990 
    991 
  #determine where to plot points along x-axis 992 
  x.values <- 1:n.means 993 
  x.values <- x.values/adjust.x.spacing 994 
   995 
                              996 
  # calculate values for plotting limits             997 
  y.max <- max(ci.up) +                     998 
    max(ci.up)*axis.adjust 999 
  y.min <- min(ci.low) -  1000 
    max(ci.low)*axis.adjust 1001 
   1002 
  if(groups == 2){ x.values <- c(0.25, 0.5)} 1003 
  if(groups == 3){ x.values <- c(0.25, 0.5,0.75)} 1004 
   1005 
  x.axis.min <- min(x.values)-0.05 1006 
  x.axis.max <- max(x.values)+0.05 1007 
   1008 
  x.limits <- c(x.axis.min,x.axis.max) 1009 
   1010 
  #Plot means 1011 
  plot(means ~ x.values, 1012 
       xlim = x.limits, 1013 
       ylim = c(y.min,y.max), 1014 
       xaxt = "n", 1015 
       xlab = "", 1016 
       ylab = "", 1017 
       cex = 1.25, 1018 
       pch = 16) 1019 
   1020 
  axis(side = 1,  1021 
       at = x.values, 1022 
       labels = categories, 1023 
      ) 1024 
   1025 
  #Plot upper error bar  1026 
  lwd. <- 2 1027 
  arrows(y0 = means, 1028 
         x0 = x.values, 1029 
         y1 = ci.up, 1030 
         x1 = x.values, 1031 
         length = 0, 1032 
         lwd = lwd.) 1033 
   1034 
  #Plot lower error bar 1035 
  arrows(y0 = means, 1036 
         x0 = x.values, 1037 
         y1 = ci.low, 1038 
         x1 = x.values, 1039 
         length = 0, 1040 
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         lwd = lwd.)  1041 
   1042 
  #add reference line at 0 1043 
  abline(h = 0, col = 2, lwd = 2, lty =2) 1044 
   1045 
  mtext(text = x.axis.label,side = 1,line = 1.75) 1046 
  mtext(text = y.axis.label,side = 2,line = 1.95) 1047 
  mtext(text = "Error bars = 95% CI",side = 3,line = 0,adj = 0) 1048 
} 1049 
 1050 
tukey.age.pat.group<-TukeyHSD(res.aov.agepat) 1051 
par(mfrow = c(1,2)) 1052 
plot(tukey.age.pat.group) 1053 
plotTukeysHSD(tukey.age.pat.group) 1054 
 1055 
tukey.age.mat.group<-TukeyHSD(res.aov.agemat) 1056 
par(mfrow = c(1,2)) 1057 
plot(tukey.age.mat.group) 1058 
plotTukeysHSD(tukey.age.mat.group) 1059 
 1060 
library(multcomp) 1061 
glht.anova.age.pat<-summary(glht(res.aov.agepat, linfct = mcp(group = "Tukey"))) 1062 
 1063 
#Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts 1064 
aov.age.pat<-aov(formula = idade_pai ~ Group, data = dfdadosgerais) 1065 
 1066 
#Pairewise t-test 1067 
pairwise.aov.age.pat<-pairwise.t.test(dfdadosgerais$idade_pai, dfdadosgerais$Group, 1068 
                 p.adjust.method = "BH") 1069 
``` 1070 
 1071 
```r 1072 
library(cluster) 1073 
library(fpc) 1074 
#cluster 1075 
cls.age.alelo.pai<-read.table("dataset_pca_age_alelos_pai.txt",header = TRUE,sep = "\t",dec = ".") 1076 
df.cls.age.alelo.pai <- cls.age.alelo.pai[, -1] # without known classification  1077 
df.cls.age.alelo.pai.x <- df.cls.age.alelo.pai[, -1] 1078 
# Kmeans clustre analysis 1079 
clust.age.alelo.pai <- kmeans(df.cls.age.alelo.pai.x, centers=2)  1080 
# More complex 1081 
clusplot.age.alelo.pai<- clusplot(df.cls.age.alelo.pai, clust.age.alelo.pai$cluster,  1082 
 main = 'Cluster solution: Number of Mutation Deviation Found in the Father for Alleles vs Age', 1083 
 color=TRUE,  1084 
 shade=TRUE, 1085 
 labels=5,  1086 
 lines=0) 1087 
 1088 
cls.age.alelo.mae<-read.table("dataset_pca_age_alelos_mae.txt",header = TRUE,sep = "\t",dec = ".") 1089 
df.cls.age.alelo.mae.x <- cls.age.alelo.mae[, -1] # without known classification  1090 
# Kmeans clustre analysis 1091 
clust.age.alelo.mae <- kmeans(df.cls.age.alelo.mae.x, centers=2)  1092 
# More complex 1093 
clusplot.age.alelo.mae<- clusplot(df.cls.age.alelo.mae.x, clust.age.alelo.mae$cluster,  1094 
 main = 'Cluster solution: Number of Mutation Deviation Found in the Mother for Alleles vs Age', 1095 
 color=TRUE,  1096 
 shade=TRUE, 1097 
 labels=5,  1098 
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 lines=0) 1099 
``` 1100 
```r 1101 
library(plotly) 1102 
infer.alelo.caso<-read.csv("num_inferencia_origem_caso_2.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 1103 
p.pie.infer.caso <- plot_ly(infer.alelo.caso, labels = ~Inference, values = ~Event, type = 'pie') 1104 
p.pie.infer.caso <- p.pie.infer.caso %>% layout(title = 'Proportion of Inferences Made for Group Case', 1105 
         xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE), 1106 
         yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE)) 1107 
infer.alelo.control<-read.csv("num_inferencia_origem_controle_2.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 1108 
colors <- c('rgb(211,94,96)', 'rgb(128,133,133)', 'rgb(144,103,167)') 1109 
p.pie.infer.control <- plot_ly(infer.alelo.control, labels = ~Inference, values = ~Event, type = 'pie', 1110 
                                textposition = 'inside', 1111 
                                textinfo = 'label+percent', 1112 
                                insidetextfont = list(color = '#FFFFFF'), 1113 
                                hoverinfo = 'text', 1114 
                                marker = list(colors = colors, 1115 
                                line = list(color = '#FFFFFF', width = 1)), 1116 
                                #The 'pull' attribute can also be used to create space between the sectors 1117 
                                showlegend = FALSE) 1118 
p.pie.infer.control <- p.pie.infer.control %>% layout(title = 'Proportion of Inferences Made for Group 1119 
Control', 1120 
         xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE), 1121 
         yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE)) 1122 
``` 1123 
 1124 
```r 1125 
#aplicação do método anova para comparar a variável idade entre os grupos 1126 
library(ggpubr) 1127 
anova.nummeiosepat<-read.table("dataset_pca_num_meiose_pat_geral_2.txt",header = TRUE,sep = "\t",dec 1128 
= ".") 1129 
# Compute the analysis of variance 1130 
res.aov.nummeiosepat <- aov(num.meiose.paterna ~ Grupo, data = anova.nummeiosepat) 1131 
# Summary of the analysis 1132 
summary(res.aov.nummeiosepat) 1133 
p.bp.num.meiose.pat<-ggboxplot(anova.nummeiosepat, x = "Grupo", y = "num.meiose.paterna",  1134 
          color = "Grupo", palette = c("#00AFBB", "#FFA500"), 1135 
          add = "jitter", shape = "Grupo", 1136 
          ylab = "Número de Meiose Paterna", xlab = "Grupo") 1137 
 1138 
p.ggline.num.meiose<-ggline(anova.nummeiosepat, x = "Grupo", y = "num.meiose.paterna", 1139 
       add = c("mean_se", "jitter","violin"),   1140 
       order = c("Caso", "Controle"), 1141 
       ylim = c(4.00E+010, 6.00E+11), 1142 
       ylab = "Número de Meiose Paterna", xlab = "Grupo") 1143 
``` 1144 
 1145 
```r 1146 
library(plotly) 1147 
infer.alelo.caso<-read.csv("num_inferencia_origem_caso_tese.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = ".") 1148 
infer.alelo.caso <- infer.alelo.caso %>%  1149 
      as.character() %>%  1150 
      stri_trans_general("Latin-ASCII") %>%  1151 
      toupper() 1152 
p.pie.infer.caso <- plot_ly(infer.alelo.caso, labels = ~Inference, values = ~Event, type = 'pie') 1153 
p.pie.infer.caso <- p.pie.infer.caso %>% layout(title = 'Proporção de Inferências para Grupo Caso', 1154 
         xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE), 1155 
         yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE)) 1156 
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infer.alelo.control<-read.csv("num_inferencia_origem_controle_tese.csv",header = TRUE,sep = ";",dec = 1157 
".") 1158 
colors <- c('rgb(211,94,96)', 'rgb(128,133,133)', 'rgb(144,103,167)') 1159 
p.pie.infer.control <- plot_ly(infer.alelo.control, labels = ~Inference, values = ~Event, type = 'pie', 1160 
                                textposition = 'inside', 1161 
                                textinfo = 'percent', 1162 
                                insidetextfont = list(color = '#FFFFFF'), 1163 
                                hoverinfo = 'text', 1164 
                                marker = list(colors = colors, 1165 
                                line = list(color = '#FFFFFF', width = 0.2)), 1166 
                                #The 'pull' attribute can also be used to create space between the sectors 1167 
                                showlegend = TRUE) 1168 
p.pie.infer.control <- p.pie.infer.control %>% layout(title = 'Proporção de Inferências para Grupo Controle', 1169 
         xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE), 1170 
         yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels = FALSE)) 1171 
```  1172 
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ANEXO I 1173 

 1174 

Protocolo da ferramenta ChAS® 
1175 

1. Tela incial da ferramenta ChAS® 
1176 

 1177 

 1178 

2. Carregando os dados do Trio 1179 

 1180 
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 1183 

 1184 
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3. Verificando informações sobre o QC (Controle de Qualidade) 1187 

 1188 

 1189 
 1190 

1. Exportando os resultados dos genótipos para um arquivo .txt 1191 
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2. Informando os parâmetros para gerar os resultados dos genótipos 1203 

 1204 

 1205 
 1206 

3. Exportando os resultados dos genótipos para o arquivo .txt 1207 

 1208 

 1209 
 1210 

 1211 

  1212 
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4. Gerando o arquivo .txt com os dados de genótipos exportados 1213 

 1214 

 1215 
  1216 
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ANEXO II 1217 

 1218 

Biblioteca do GeneChip® CytoScan HD™ 750K 
1219 

 1220 

 1221 

Dados da biblioteca aplicado ao GeneChip® CytoScan HD™ 750K: 
# Annotation DB Used:   
#C:\Affymetrix\ChAS\Library\CytoScanHD_Array.na32.3.annot.db 

# Array Type Name: CytoScan HD Array 
# Array Type Internal Name: CytoScanHD_Array 
# Export GUID: 0d2ffa6e-5aea-4acc-a462-57943082c6c2 
# Array Annotation Database NetAffx Build: 32.3 
# UCSC Genomic Version: hg19 
# NCBI Genomic Version: 37 
# dbSNP Version: 132 
# CHP File 1: E:\Affymetrix\Resultados\aCGH001-
1F_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp (NA32.3) 
# CHP File 2: E:\Affymetrix\Resultados\aCGH001-
2M_(CytoScanHD_Array)(2).cyhd.cychp (NA32.3) 
# CHP File 3: 
E:\Affymetrix\Resultados\aCGH0013P_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp 
(NA32.3) 
# Input Chromosome: All 

      # Output Chromosome: All 
 1222 

 1223 
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ANEXO III 1224 

 1225 

Layout de saída do GeneChip® CytoScan HD™ 750K – Gerado pelo software ChAS 1226 

 1227 

Layout de saída do SIPO 
 
Exemplos de SNPs que apresentaram desvios mendellianos 

  

ID Call-
Codes-

F 

Confidence-
F 

Base-
Calls-

F 

Call-
Codes-

M 

Confidence-
M 

Base-
Calls-M 

Call-
Codes-

P 

Confidence-
P 

Base-
Calls-

P 

dbSNP Chr Position Origem 
Mutação 

TP* 

S-3PZYJ BB 3.2511274E-5 AA AB 0.0 AG AA 3.2511274E-5 GG rs16839451 1 4737693 a e 
S-4NUMZ AB 8.437695E-15 AG BB 0.0 GG BB 2.882139E-12 GG rs3748597 1 888659 b f 
S-3VBSG AB 1.489919E-13 AC AA 0.007451657 AA AA 0.0029024158 AA rs6696609 1 903426 c g 
S-3NJMQ AB 1.997115E-6 CT AA 3.416449E-10 CC AA 8.633136E-7 CC rs28695703 1 904355 d h 

*TP: Tipo de Substituição 1228 

a) Origem da Mutacao: Origem Paterna;  1229 

b) Origem da Mutacao: Origem Paterna;  1230 

c) Origem da Mutacao: Origem Paterna;  1231 

d) Origem da Mutacao: Origem Paterna;  1232 

e) Tipo de Substituição: Transicao - Purina/Purina; 1233 

f) Tipo de Substituição: Transicao - Purina/Purina; 1234 

g) Tipo de Substituição: Tranversão - Purina/Pirimidina  1235 

h) Tipo de Substituição: Transicao - Pirimidina/Pirimidina1236 

ID Call-
Codes-F 

Confidence-F Base-
Calls-F 

Call-
Codes-M 

Confidence-M Base-
Calls-M 

Call-
Codes-P 

Confidence-P Base-
Calls-P 

dbSNP Chr Position 

S-3WRNV BB 8.870682E-13 GG BB 0.0 GG BB 0.0 GG rs2340582 1 882803 
S-4GXBG AA 8.437695E-15 CC AA 0.0 CC AA 2.220446E-16 CC rs3748597 1 888659 
S-3VYOT AB 1.489919E-13 CT AB 1.756372E-13 CT AB 0.0 CT rs6696609 1 903426 
S-4SUCW AA 1.997115E-6 CC AA 3.416449E-10 CC AA 5.639933E-13 CC rs28695703 1 904355 
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Abstract 1262 

 1263 

We aimed to estimate the rate of germline mutations in the offspring of individuals 1264 

accidentally exposed to Cesium-137 ionizing radiation. The study included two distinct 1265 

groups: one of cases, consisting of males and females accidentally exposed to low doses 1266 

of ionizing radiation of Cs137, and a control group of non-exposed participants. The 1267 

cases included 37 people representing 11 families and 15 children conceived after the 1268 

accident. Exposed families incurred radiation absorbed doses in the range of 0.2 to 0.5 1269 

Gray. The control group included 15 families and 15 children also conceived after 1987 1270 

in Goiânia with no history of radiation exposure. DNA samples from peripheral blood 1271 

were analyzed with the Affymetrix GeneChip® CytoScanHD™ to estimate point 1272 

mutations in autosomal SNPs. A set of scripts previously developed was used to detect 1273 

de novo mutations by comparing parent and offspring genotypes at the level of each 1274 

SNP marker. Overall numbers of observed Mendelian deviations were statistically 1275 
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significant between the exposed and control groups. Our retrospective transgenerational 1276 

DNA analysis showed a 44.0% increase in the burden of SNP mutations in the offspring 1277 

of cases when compared to controls, based on the average of MFMD for the two groups. 1278 

Parent-of-origin and type of nucleotide substitution were also inferred. This proved 1279 

useful in a retrospective estimation of the rate of de novo germline mutations in a 1280 

human population accidentally exposed to low doses of radiation from Cesium-137. Our 1281 

results suggested that observed burden of germline mutations identified in offspring was 1282 

a potentially useful biomarker of effect to estimate parental exposure to low doses of IR 1283 

and could become an important marker suitable for biomonitoring human population 1284 

exposed to environmental mutagens. 1285 

 1286 

Introduction 1287 

In 1987, a series of unexpected events resulted in a major radiological accident 1288 

in Goiânia, Goiás, Brazil, causing human, animal, plant and environmental exposure to 1289 

gamma ray ionizing radiation (IR) of Cesium-137 and contamination by the 1290 

radionuclide [1]. For some people, individual exposure resulted from internal and 1291 

external contamination by the radioactive salt, while others were exposed to radiation 1292 

emitted by the decay of Cesium-137. In some cases, people were both exposed to 1293 

radiation and contaminated by the radionuclide. In the aftermath, 249 people were 1294 

exposed to IR from Cesium-137, leading to individual absorbed doses of IR ranging 1295 

from 0 to 7 Gy, resulting in four fatalities during the acute phase of the accident [2,3].  1296 

Following the accident, the exposed population has been extensively monitored 1297 

using genetic biomarkers, as they have been shown to be efficient biomarkers of 1298 

exposure to gamma rays [4]. However, each biomarker tends to reveal a distinct 1299 

biological phenomenon in the exposed cells, mostly associated with DNA repair and 1300 

how cells physiologically coped to survive a specific insult. In this context, our group 1301 



5 
 

and others have established somatic mutation frequencies using data from glycophorin 1302 

A [5]  and HPRT assays [6], chromosomal aberrations [7,8,9], BCL2/J(H) translocation 1303 

[10], and micronucleus frequencies [11] in T-lymphocytes of the cohort accidently 1304 

exposed to Cesium-137 IR. Moreover, in order to understand the effect of IR on the 1305 

induction of germ line mutations, STR markers [12] were initially used to estimate the 1306 

rate of germline mutations in the offspring of the exposed cohort.  More recently, CNVs 1307 

have been used as biomarkers for parental exposure to demonstrate the effect of low 1308 

absorbed doses of IR on germline mutations in the cohort’s offspring conceived after 1309 

the accident [13].  1310 

Radiation-absorbed dose relates to the estimated quantity of energy deposited in 1311 

the mater per unit of mass. Thus, it can be used as an indirect measurement of the 1312 

harmful biological effect of the radioactive energy on the cellular system. It is 1313 

calculated by estimating the concentration of energy from radiation exposure deposited 1314 

in each organ, using a reference value, the type of radiation and the potential for 1315 

radiation-related mutagenic changes in each organ or tissue [14]. 1316 

The exposure of cells to IR delays the normal progression of the cell cycle [15-1317 

17], initially observed as a passive cellular response resulting from of the induction of 1318 

DNA damage in the exposed cells. The irradiated cell must adapt to the insult and 1319 

facilitate DNA repair processes, especially fixing double-strand breaks, the most 1320 

common damage after DNA exposure to IR [18-22]. 1321 

The mutagenic effects of IR on the human germ line cells are of concern, as they 1322 

lead to the accumulation of mutations in the offspring of irradiated parents, amounting 1323 

to an increase in the mutational burden [23]. Despite numerous studies, little is known 1324 

about the genetic effects of low doses of radiation from low linear energy transfer 1325 

gamma radiation exposure in humans. Most of the consolidated evidence comes from 1326 
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the extrapolation of the induction of germline mutations in mammals, often rat and 1327 

mouse models [24,25]. 1328 

Advances in the methodologies of genomic analysis have greatly increased the 1329 

volume of nucleotide sequence data, enabling the identification of thousands of SNPs 1330 

(single-nucleotide polymorphisms). Variations in SNPs are important to determine 1331 

genotypic and phenotypic relationships, within and between species and populations, 1332 

and also to identify variants related to genetic diseases in humans and animals [26]. In 1333 

this context, genomic analysis can be a useful tool to study and understand the effects of 1334 

IR exposure on animals and humans [13,27]. 1335 

In recent decades, several genotyping technologies have been developed to 1336 

characterize SNPs all producing genotype matrices with hundreds of thousands of 1337 

datapoints. Algorithms based on parametric and nonparametric statistical models have 1338 

been used to determine the genotype of each SNP from the fluorescence signal intensity 1339 

of marked probes, which are scanned, captured, and arranged in a matrix format [28,29]. 1340 

One commercially available SNP array, the GeneChip® CytoScanHD™ (Thermo Fisher 1341 

Scientific, Waltham, MA, USA), is considered to be a high-density matrix, including 1342 

about 750,000 polymorphic markers with an average genotyping accuracy of >99% 1343 

[30].  1344 

In the aforementioned context, the general objective of the current study was to 1345 

quantify Mendelian deviations (MD) in genome-wide autosomal SNP data from a 1346 

cohort of people conceived after parental exposure to Cesium-137 IR, and a group of 1347 

non-exposed people from the same geographical area. The rate of MD was applied to 1348 

evaluate if the observed burden of germline mutations identified in the offspring could 1349 

be a potentially useful biomarker of parental exposure to low doses of IR. 1350 

 1351 

Material and Methods 1352 
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Sample collection, processing, and genotyping 1353 

The experiment was designed as a case-control observational study. The group 1354 

of cases consisted of 11 families, of whom at least one of the parents was accidentally 1355 

exposed to IR during the Cesiu-137 accident, totaling 37 participants (11 fathers, 11 1356 

mothers, and 15 children conceived after the accident). The radiation absorbed doses for 1357 

the exposed parents ranged from 0.2 to 0.5 Gy [3,13]. As controls, biological samples 1358 

were obtained from 15 families living in Goiânia since the time of the accident with no 1359 

prior history of exposure to IR. Thus, the control group was comprised of 15 fathers, 15 1360 

mothers, and 15 children also conceived after 1987. A total of 82 subjects were used in 1361 

the study whose DNA samples were analyzed using the SNP-array GeneChip® 1362 

CytoScanHD™ (Thermo Fisher Scientific).  1363 

Cases and controls participated voluntarily in the study, which was approved by 1364 

the ethics committee on research with humans from the Pontifical Catholic University 1365 

of Goiás (PUC-Goiás) – CAAE number 49338615.2.0000.0037. At the time of blood 1366 

collection, participants answered a lifestyle questionnaire and signed an informed 1367 

consent form. A total of 10 mL of peripheral blood in EDTA was voluntarily donated 1368 

by all participants. Total genomic DNA was isolated from whole blood using Illustra 1369 

blood genomicPrep Mini Spin Kit® (GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA) and stored 1370 

at −20°C. The remaining biological material was stored according to CNS Resolution 1371 

441/11.  1372 

Chromosomal microarray analyses were carried out in GeneChip CytoScanHD® 1373 

arrays (Thermo Fisher Scientific) in order to collect individual genotypes from 1374 

polymorphic autosomal markers.  SNP genotypes were generated using ChAS© 1375 

(Thermo Fisher Scientific). Every array met the quality controls recommended in the 1376 

manufacturer’s guidelines. SNP genotypes were filtered based on individual call 1377 

confidence levels for each marker, thus calls with confidence levels <5x10-2 and invalid 1378 
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(no call or null) in one or more samples were removed from the dataset. Therefore, only 1379 

markers with quality-controlled genotypes in all samples were considered for the 1380 

analysis. Genotyping was based on the hg19 version of the human genome hosted on 1381 

the UCSC Genome Browser (University of California, Santa Clara, CA, USA). We also 1382 

applied the CpG island track from UCS browser in order to stablish the rule out C>T 1383 

mutations at CpG sites. As the array genotypes didn’t allow the discrimination from 1384 

which strand the damage was derived, all substitutions were included in the data sets. 1385 

Principle Component Analysis 1386 

Principle Component Analysis (PCA) methods were used to assess whether 1387 

participants in the case and control groups came from the same genetic population, the 1388 

dataset contained about 522K SNPs. This step was also included to assess whether 1389 

individual sample quality effects may have generated spurious results. SNPs with minor 1390 

allele frequencies (MAF) below 0.01 were removed from the dataset, including all 1391 

mendelian errors in the samples. Data pruning of the final dataset was performed using 1392 

the PLINK (2.0) package [31] to generate a subset of markers for PCA analysis using 1393 

the following parameters: window size of 500 SNP with a step size of 5 SNP, using an 1394 

r2 threshold of 0.1. Pruning resulted in a subset of 2.789 SNPs that were used to 1395 

estimate principal components and to generate plots for each test group. 1396 

Analysis and phasing of genotyping data to identify 1397 

Mendelian deviations 1398 

MDs were inferred with a set of previously developed Perl scripts and R libraries 1399 

[32] termed SIPO (Scripts for Inference of Parental Origin) to mine SNP data in 1400 

MySql© format. The SIPO pipeline was listed in (Fig 1) and supporting information 1401 

files are accessible in a GitHub under the accession URL: 1402 

https://github.com/hugofilho/sipo.  Parent genotypes were compared with respective 1403 

offspring genotypes for each individual marker. Sex chromosome data were excluded 1404 
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from the analysis, as X-linked data showed elevated noise and Y-specific regions had 1405 

low marker coverage. Table 1 shows all data variables considered by SIPO.  1406 

Table 1. Variables generated by ChAS® and considered by SIPO to identify MDs 1407 

Marker SNP marker identifier 

Genotyping 
Genotyping call. Biallelic information. Three possible 
combinations: AA/BB/AB 

Trust Value Confidence value for each genotyping call 
Sign A Gross sign value for sign A on the marker 
Sign B Gross sign value for sign B on the marker 

Nitrogen Base 
Call from the nitrogen base. Biallelic information. Ten 
possible combinations: AA|AC|AG|AT|CC|CG|CT|GG|TT 

dbSNP SNP identifier record in the NCBI dbSNP database 
Chromosome Autosome associated with the marker 
Chromosome Position SNP locus on the chromosome 

 1408 

First, SIPO validated the .CYCHP file generated by ChAS®, then SIPO 1409 

identified trio variables and started to generate inferences for de novo mutations, 1410 

corresponding to MDs in the child. Parental origin of observed mendelian deviations 1411 

were inferred using basic expected mendelian inheritance rules applied over family trio 1412 

data. For instance, if parent 1 had a genotype "AA" and parent 2 had a genotype "CC", 1413 

and their child had genotype "GC", the germline mutation was inferred to parent 1. 1414 

Executed steps allowed to determine nucleotide substitution type in addition to inferring 1415 

the parent of origin of the MD observed in the offspring. Derived information was 1416 

loaded into a MySQL database and R scripts were used to perform linear regression, 1417 

clustering and PCA with the resulting data (Fig 2). 1418 

In some situations, SIPO was not able to identify the parental origin of a SNP 1419 

based on Mendelian transmissions. To solve this challenge, two deductions were 1420 

incorporated into the pipeline. The first deduction was coded into SIPO to identify 1421 

confidence interval values of individual SNPs using ChAS® data from the parents of a 1422 

family trio. The second consisted of identifying the nearest mutated SNP, based on 1423 

Euclidean distance using tools from Microsoft Excel® (version 365), which had the 1424 

parent of origin previously inferred following mendelian transmissions rules. Thus, at 1425 
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the end of the pipeline, the deductions aided to attribute the origin of a mutation to the 1426 

parent who had both the lowest confidence interval value for that particular mutated 1427 

SNP and who transmitted that chromosomal segment to the child based on the nearest 1428 

variant SNP. 1429 

The total count of MD was used to estimate the germline mutation frequency 1430 

(MFMD) in the offspring, using equation 1: [13,33]                                                                                                                                              1431 

𝑀𝐹ெ஽ =
∑𝑇ெ஽

𝑏𝑥𝑛𝑣𝑝
(1) 

Where ΣTMD = Total MD; b is a biallelic locus (2); nvp is the number of valid SNPs in 1432 

the array according to the assembly of the human reference sequence (GRCh37/hg19) as 1433 

indicated in S1 Table. 1434 

 1435 

In the present study, all statistical tests were performed considering a 95% 1436 

confidence interval and 5% significance level. The statistical tests used were the 1437 

Shapiro-Wilk test, Student’s T test, regression analysis, clustering [34], and principal 1438 

component analysis [35,36]. The R statistical package [32] was used in all analyses.  1439 

 1440 

  1441 
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Results and discussion  1442 

The current study used SNP genotypes from a cohort of offspring born to parents 1443 

accidentally exposed to Cs-137 to estimate the induction of germline mutations in 1444 

humans exposed to low doses of ionizing radiation. As a cautionary note, in the current 1445 

work, deviation of a Mendelian transmission implies that a point mutation observed in a 1446 

child wasn’t observed in his/her parents, thus it was herein interpreted as a de novo 1447 

mutation. However, we are aware that SNP variants can rise somatically due to DNA 1448 

repair failure in the first cell divisions of the embryo, a variable common to both cases 1449 

and controls and expected to be equally represented in the study datasets, bearing little 1450 

bias to the dataset if any. 1451 

Before disclosing the results of the study, we also wish to note the limitation 1452 

regarding the small size of the study cohort, which could render meaningful conclusions 1453 

at first glance. In this context, two important rationales support the value of considering 1454 

follow-up studies of human populations exposed to IR. First, considering the global 1455 

effort with respect to radioprotection and regulation, it’s very unlikely that large 1456 

accidentally exposed cohorts will be available world-wide to be investigated with the 1457 

newest methodologies.  Second, a high-density SNP array was used to call thousands of 1458 

SNPs, covering a very large proportion of the genome. Thus, increasing the chances of 1459 

identifying genomic variation in small populations that could be potentially useful to 1460 

establish new biomarkers of effect to be applied in future studies investigating 1461 

genotoxic and mutagenic responses to environmental stressors. The current available 1462 

technologies applied to the study of genomes have that intrinsic characteristic, making 1463 

them tools of first-tier choice in a variety of investigations, particularly when assessing 1464 

small cohorts. 1465 

CytoScan HD Suite had an intrinsic algorithm, which allowed the analysis of a 1466 

chromosome segment given the presence of polymorphic markers within that region. In 1467 
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the current study, the challenge was to establish the parent-of-origin for a point 1468 

mutation based solely on Mendelian transmissions. In order to infer that origin, two 1469 

deductions were incorporate into our pipeline, which allowed the inclusion of 9,522 and 1470 

4,821 MDs for case and control groups, respectively, into the dataset. In this context, 1471 

the current pipeline could be used as an additional tool to define the parental origin of 1472 

polymorphic variants obtained from SNP array genotypes.  1473 

PCA results using a subset of LD-pruned data (522 Kb SNPs) indicated subjects 1474 

included in both case and control groups belonged to the same population and there 1475 

were no recognizable additional confounding factors associated with the test groups 1476 

other than exposure to Cs-137 (Fig 3). Therefore, the MFMD could be compared between 1477 

groups, even with a reduced sample size. Observed MDs followed a normal distribution 1478 

(p = 0.5592) and were all included in subsequent statistical analyses. The lowest 1479 

individual numbers of MDs were 972 and 682, and the highest were 2,875 and 1,635 for 1480 

the case and control groups, respectively (Table 2). Observed MDs were randomly 1481 

distributed on the SNPs in the array. When performing family trio comparisons, most 1482 

MDs (60%) were observed only once with no repetition, while 27%, 9% and 4% of the 1483 

same MDs were respectively observed twice, three and four times in the family trios, 1484 

confirming both the random effect of DNA damage induced by IR and spontaneous 1485 

replication errors. Moreover, this observation also favors the quality of the array 1486 

avoiding artefactual genotyping errors to be included in the dataset. 1487 

  1488 
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Table 2. Overall data from both control and exposed groups regarding the study of germline mutation in the offspring of people accidentally exposed to low 
absorbed doses of Cesium-137 ionizing radiation in Goiania (Brazil). 

Group Family 
Exposed 

Progenitor 
Absorbed 
Dose (Gy) 

Paternal 
Age2,* 

Maternal 
Age2 

Age of 
offspring 

Sex of 
offspring 

MDs1 
Total of 

valid 
SNPs 

Frequency 
of MDs 

Father Mather Unknown Total   

Control 

Ct001 None 0 40 36 9 Female 783 694 10 1487 702,304 1,06E-03 
Ct25 None 0 47 36 9 Male 545 631 3 1179 683,381 8,62E-04 
Ct27 None 0 26 26 23 Male 594 729 9 1332 692,311 9,62E-04 
Ct39 None 0 24 24 3 Female 679 679 11 1369 674,320 1,02E-03 
Ct40 None 0 45 37 3 Male 710 711 30 1451 696,544 1,04E-03 
Ct45 None 0 37 31 15 Male 643 663 8 1314 683,243 9,62E-04 
Ct51 None 0 35 34 2 Female 384 479 8 871 697,737 6,24E-04 
Ct52 None 0 55 41 1 Male 1015 588 32 1635 710,477 1,15E-03 
Ct53 None 0 35 27 8 Male 315 361 6 682 713,372 4,78E-04 
Ct60 None 0 40 38 1 Female 501 482 6 989 712,261 6,94E-04 
Ct66 None 0 31 20 26 Female 543 594 2 1139 707,798 8,04E-04 
Ct68 None 0 33 20 10 Male 758 654 11 1423 712,191 1,00E-03 
Ct70 None 0 20 24 8 Female 448 545 3 996 714,892 6,96E-04 
Ct72 None 0 31 20 14 Female 521 614 4 1139 710,259 8,02E-04 

CtF09 None 0 19 21 25 Male 718 696 9 1423 712,352 9,98E-04 

Exposed 

Ex04 Father 0.1 27 27 20 Male 900 966 7 1873 698,305 1,34E-03 
Ex06 Father 0.3 35 26 9 Male 1045 1082 9 2136 693,858 1,54E-03 

Ex07-1F Mother 0.2 54 24 19 Male 976 850 8 1834 692,375 1,32E-03 
Ex07-4F Mother 0.2 56 26 17 Female 1509 1085 18 2612 689,467 1,89E-03 

Ex08 Mother 0.2 18 20 8 Male 538 718 4 1260 706,759 8,92E-04 
Ex10 Mother 0.2 21 24 2 Female 1187 1054 21 2262 705,993 1,60E-03 
Ex12 Mother 0.3 31 30 3 Male 1361 1486 28 2875 693,463 2,08E-03 
Ex15 Father 0.2 18 27 16 Male 560 645 7 1212 706,780 8,58E-04 
Ex18 Father 0.2 47 30 18 Male 819 800 12 1631 707,366 1,15E-03 
Ex21 Mother 0.2 38 27 20 Female 457 513 2 972 707,827 6,86E-04 

Ex22-2F Mother 0.2 29 31 20 Female 1006 664 3 1673 707,075 1,18E-03 
Ex22-3F Mother 0.2 32 34 17 Female 845 566 3 1414 708,278 9,98E-04 
Ex22-4F Mother 0.2 33 35 16 Male 781 518 5 1304 708,885 9,20E-04 

Ex24 Father 0.5 21 19 12 Female 1010 1102 47 2159 703,635 1,53E-03 
Ex25 Father 0.5 18 16 15 Female 598 708 10 1316 706,598 9,32E-04 

1Medelian deviations; 2Age at conception; *All ages are in years old.   
  1489 
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In the current study, mutation burden was defined by the number of de novo base 

substitutions in an assayed SNP of a child born to a parent exposed to IR. Thus, a total of 

18,429 and 26,533 SNPs showed MD for control and cases, respectively. Thus, the overall 

frequencies of germline mutations observed in the different trios were, on average, 1.3 x10-

3 and 0.9 x10-3 mutations per polymorphic marker. The Student’s T test showed the 

difference in the means was statistically significant assuming equal variances for both 

groups (p=0.002). Tables 2 and 3 contain the summary of the data used in this study. Our 

retrospective transgenerational DNA analysis showed about a 44.0% increase in the burden 

of SNP mutations in the offspring of cases when compared to controls, based on the 

average of MFMD for the two groups. The current study pioneered the application of SNP 

data analysis to identify MD and estimate germline mutations in the offspring of humans 

accidentally exposed to low absorbed doses of IR. Current findings corroborated our first 

study reporting the usefulness of small CNVs to estimate de novo human germline 

mutation rates in a similar cohort [13]. A previous study by [23] also described the 

usefulness of the mutation frequencies of de novo CNV and SNVs as biomarkers of effect 

for paternal exposure to IR in mice. Moreover, a recent study using whole genome 

sequencing data from an offspring of radar soldiers potentially exposed to IR found the 

differences in the frequency of de novo SNVs might be suited for the assessment of DNA 

damage from IR in humans [37]. 

Table 3. Summary of the descriptive data of the case and control groups for parental 
and F1 generations in the study of the effect of IR exposure on the induction of 
germline mutations in humans. 
Generation Variables Cases Control 

Parental 

N 15 15 
Age range (years) 16 − 56 19 – 55 

Mean age at conception 
(years ± SD*) 

Paternal 31.9 (12.5) 34.4 (9.9) 
Maternal 26.4 (5.3) 28.9 (7.4) 

 Absorbed dose (Gy) 0.2 − 0.5 0 

F1 
N 15 15 

Age range (years) 2 − 20 1 – 26 
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Mean age (years ± SD*) 14.0 (5.9) 10.5 (8.5) 
Sex ratio (Male:Female) 8:7 8:7 

Mean MFMD (± SD*) 
1.3 x 10-3 

(± 0.4 x 10-3) 
0.9 x 10-3 

(± 0.2 x 10-3) 
*SD = Standard Deviation. 
 

We also carried out a liner regression in order to evaluate the relationship between the 

radiation-absorbed doses and the MFMD in our cohorts. Our results were statistically 

significant (p=0.004; R2=0,257), suggesting that low absorbed doses of IR could predict an 

increase of the mendelian deviation in the exposed group, which could be linearly fitted 

(Fig 4) following the equation below: 

𝑀𝐹ெ஽ = 0.001 + 0.001(𝑑𝑜𝑠𝑒) 
To date, there is extensive evidence supporting sex differences in mutation rates, 

with older fertile males expected to contribute more to the burden of a mutational health 

hazard than older females. A greater number of continuous cell divisions in the male germ 

line has been implicated as one reasonable explanation for such difference on paternal age 

effect [38,39]. However, although this have been consistently reported, a clear and definite 

conclusion on the subject remains to be reached [38,39].  In our study, the sex of the 

progenitors had no effect on the MFMD of autosomal SNPs as for both case and control 

groups mothers and fathers contribute equal numbers of de novo MD to their offspring. 

When taken into consideration the sex of the exposed parent, the average of the 

frequencies of germline mutations of children born to exposed fathers was 1.2 x10-3 (±0.3 

x10-3) and for exposed mothers was 1.3 x10-3 (±0.5 x10-3), with no statistical differences 

(p=0.195) intragroup.  

With respect to the potential parental age effect, our control group revealed older 

fathers contributed more MDs to their offspring (Figs 5A-5C) , which could be modeled by 

the number of mitotic spermatogonia divisions as a function of age, reinforcing previous 

findings regarded as male-mutation bias [39,40]. However, our study failed to detect the 
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maternal age effect on the number of MDs (Fig 6). Although there has been increasing 

evidence of maternal contributions to the de novo point mutations in the offspring [41,42], 

others have argued that females contribute less MD to their offspring based on sex 

differences in gametogenesis and development [43]. To date, there is an ongoing debate 

about the maternal and paternal contributions to the germline mutation burden in the 

offspring [44]. New genomic and statistic tools applied to large and diverse populational 

datasets will soon help bring forth a resolution for this biological conundrum. Although 

larger number of family trios might be needed to assess the female contribution on the 

germline point mutations in their offspring, our results suggested that strength of male-

mutation bias could be observed even in small family cohorts.  

Single base substitutions have been a common and frequent mutational event 

subjacent to cell divisions spontaneously that rise as a consequence of DNA replication 

errors or induced by environmental stressors, such as IR. Some previously published 

studies on the types of DNA spontaneous base substitutions indicated all possible 

substitutions are well represented in germline cells [45]. Such studies suggested that 

transition rates tend to be higher [46] than transversion rates [47]. The findings in the 

current study supported these observations, since a higher proportion of transitions was 

observed in the children from both cases and controls. 

It has been generally assumed that in groups of small sample sizes, it would be very 

difficult to detect the maternal age effect on the burden of point mutations in the offspring. 

Nevertheless, in order to test the hypothesis that in our exposed cohort germline mutations 

in both sexes were damage-induced by exposure to low doses of IR, we stratified our set of 

phased de novo mutations in 6 classes based on parental and derived alleles (Table 4).  

Table 4. Summary of the descriptive data of the case and control groups for the six 
classes of base substitution in the genome of children conceived after parental 
exposure to low doses of ionizing radiation and their controls. 
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lGroup Class Minimum Maximum Mean SD* Total 

Control 

C>A 38 137 100.93 29.058 1,514 
C>G 45 141 111.47 28.538 3,344 
C>T 238 558 435.93 92.669 2,798 
T>A 45 84 64.67 14.034 6,539 
T>C 252 635 418.93 99.427 970 
T>G 61 141 96.67 21.091 6,284 

Exposed 

C>A 72 209 148.27 45.325 2,224 
C>G 90 291 168.60 56.616 2,529 
C>T 376 1.166 672.67 234.248 10,090 
T>A 48 147 85.27 27.825 1279 
T>C 307 847 561.60 161.834 8,424 

 T>G 75 219 132.47 42.797 1,987 
*SD=Standard Deviation 

 

All the SNPs harboring C>T transitions in the data sets were not located in CpG 

islands and were all included in the analyses. IR is known to cause double stand brakes and 

all types of base substitutions. Although all transitions and transversions were observed in 

our data set (Fig 7), C>T and T>C were overrepresented, for both cases and controls, 

favoring the well-known hypothesis that human genome harbor a mutational bias toward 

A/T composition in the DNA stand [48]. In our study, although the base line of the MFMD 

in SNPs were different, the mutational spectra of cases and controls, considering all base 

substitutions, were remarkably similar. This observation supports previous claims 

regarding the random effect of the deposition of radiation energy on biological systems 

[49]. 

In the context described before, MFMD of polymorphic markers was a quantifiable 

and useful variable to estimate the parental contribution to the mutational burden of their 

children, as a consequence of transmitting non-deleterious point mutations induced by IR 

above the threshold expected from the control population. DNA damage in the parental 

germ lines could have gone uncorrected by the DNA repair system, fixed in the cells and 

then transmitted to the offspring. The F test, to evaluate MD frequencies in the test groups, 
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showed the number of observed MDs were significantly different (F = 4.47; p =8 x10-3). 

The arithmetic mean of the MD in the offspring of case and control groups are shown in 

Fig 8A, whereas Fig 8B shows the representation of the total of MDs observed in each 

family trio in both groups.  

To validate the findings of the current study, which analyzed the MFMD of a small 

cohort of children conceived after their parents were accidentally exposed to ionizing 

radiation from Cs-137, we suggest the application of the current study design to larger 

cohorts. It might be advisable to include a wider range of absorbed doses, resulting from 

either therapeutic or occupational exposures, to assess the potential of Mendelian 

deviations as retrospective biomarkers for IR exposure in human populations. In the 

present study, the case and control groups belonged to the same population and, therefore, 

were subjected to similar general environmental effects. Thus, it was safe to conclude that 

the average MFMD was higher in the exposed group as a result of higher germline base 

substitutions than in the control group, which could be reasonably assumed as a 

consequence of parental exposure to low doses of IR. In this context, low doses of low-

LET radiation induced MD in autosomal SNPs that could be identified, quantified and, 

therefore, used as a biomarker of effect to study human populations according to their 

history of exposure to environmental mutagenic insults. 

 

Conclusions 
This study pioneered the analysis of MDs using autosomal SNP data observed in 

parent-offspring trios as biomarkers of effect to low doses of ionizing radiation. We 

succeeded estimating retrospectively the germline mutation frequency of SNPs in a human 

population accidentally exposed to low doses of radiation from Cs-137 and estimated the 

burden of germline mutations in the offspring. 
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We found the sex of the progenitors had no effect on the MFMD of autosomal SNPs, 

for both case and control groups, mother and fathers contributed equal numbers of de novo 

MD to their offspring. After accounting for age, our control group revealed older fathers 

contributed more MD to their offspring, which could be modeled by number of mitotic 

spermatogonia divisions as a function of age, supporting previous findings of male-

mutation bias. However, our study failed to detect the maternal age effect on the frequency 

of MDs.  

In summary, there was a 44.0% increase in the MFMD of the offspring of those 

accidentally exposed to low doses of IR, from a radiological accident in Goiânia. Low 

absorbed doses of IR could predict the increase of the mendelian deviation in the exposed 

group. Therefore, we concluded that MFMD is a potentially useful biomarker to estimate 

parental exposure to IR and suitable for human population biomonitoring. In this context, 

future studies involving the behavior of MDs following diverse genomic and mutagenic 

hazards, caused by exposure to environmental agents, may provide important knowledge 

of the biological effects, mechanisms, and risks resulting from human exposure to such 

agents.  

Finally, we are confident SNP array data can be used to estimate ionizing radiation-

induced mutagenesis in human populations, provided the appropriate bioinformatics and 

statistical tools are used to extract the necessary information for biological inferences and 

to validate the scientific hypotheses underlying each investigation. 
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Fig 1. Steps performed by SIPO to infer de novo mutations. Deducting the parental 
origin of the MD, indicating the type of substitution and generating the estimated rate 
of Mendelian deviation in the offspring of people accidentally exposed to Cs-137 
ionizing radiation. 
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Fig 2. Workflow of the SIPO. Steps performed to infer de novo mutations from SNPs 
obtained from a high-density genotyping array. 

 
Fig 3. PCA with 2.7K SNP. The variables contained in the PCA represented the 
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Fig 4. Representation the relationship between the radiation
the means frequency of Mendelian deviations in a cohort of people conceived after 
parental exposure to ionizing radiation.
A) 

B) 

13 

standardized relationship matrix by variance, multidimensional sizing (MDS) based on 

Fig 4. Representation the relationship between the radiation-absorbed doses and 
the means frequency of Mendelian deviations in a cohort of people conceived after 

osure to ionizing radiation. 

matrix by variance, multidimensional sizing (MDS) based on 

absorbed doses and 
the means frequency of Mendelian deviations in a cohort of people conceived after 



 

C) 

 
Fig 5. Potential parental age effect. 
function of paternal age at conception. Each point represents the data for one child 
(proband) with similar parental ages. Th
position is fraction among paternal and maternal. Show the broadcast of data regarding 
the parental origin that transmitted the mutation to the child in the case group (B) and 
control group (C). 
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Fig 5. Potential parental age effect. (A) The fraction of paternal mutations as a 
function of paternal age at conception. Each point represents the data for one child 
(proband) with similar parental ages. The x-axis position is parental age, the y
position is fraction among paternal and maternal. Show the broadcast of data regarding 
the parental origin that transmitted the mutation to the child in the case group (B) and 

(A) The fraction of paternal mutations as a 
function of paternal age at conception. Each point represents the data for one child 

axis position is parental age, the y-axis 
position is fraction among paternal and maternal. Show the broadcast of data regarding 
the parental origin that transmitted the mutation to the child in the case group (B) and 



 

Fig 6. Representation maternal age effect on the number of Mendelian deviations.
 

Fig 7. Phased de novo mutations based on parental and derived alleles distributed 
in classes of base substitutions for cases and controls from the Goiânia population 
accidentally exposed to low doses of ionizing radiation.
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Fig 7. Phased de novo mutations based on parental and derived alleles distributed 
in classes of base substitutions for cases and controls from the Goiânia population 

exposed to low doses of ionizing radiation. 
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Fig 7. Phased de novo mutations based on parental and derived alleles distributed 
in classes of base substitutions for cases and controls from the Goiânia population 
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Fig 8. Representation of the variability of Mendelian deviations. 
of Mendelian deviations in the offspring of the case and control groups. (B) 
Representation of the number of Mendel
control groups. 
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Fig 8. Representation of the variability of Mendelian deviations. 
of Mendelian deviations in the offspring of the case and control groups. (B) 
Representation of the number of Mendelian deviations for each trio in the case and 

Fig 8. Representation of the variability of Mendelian deviations. (A) Mean numbers 
of Mendelian deviations in the offspring of the case and control groups. (B) 

ian deviations for each trio in the case and 


