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RESUMO

Introducédo: Os avangos técnicos em sequenciamento alcangados em menos de
uma década, atrelados ao desenvolvimento e barateamento do sequenciamento de
alto desempenho, oferecem-nos a possibilidade de aplicagédo dessas tecnologias
na medicina genbmica. Nesse contexto, surge o0 sequenciamento do exoma
humano, constituido das regiées codificantes do genoma, menor que 2% de sua
totalidade. O sequenciamento do exoma (WES) se estabelece hoje como uma
ferramenta custo-efetiva com a finalidade de identificar variantes de sequéncia
relacionadas a varias doencas humanas. A andlise através da bioinforméatica é
essencial para lidar com o alto volume de dados gerados e realizar a ligacédo entre
0 experimento biolégico e os dados obtidos. Objetivo: Aplicar e avaliar protocolos
e aplicacbes disponiveis na analise dos dados gerados pelo sequenciamento de
exomas humanos, bem como aplicar e aperfeicoar protocolos e aplicacbes
disponiveis para predizer variantes como potencialmente patoldgicas a partir de
dados gerados pelo sequenciamento de exomas humanos. Materiais e métodos:
Foram utilizadas as seguintes ferramentas: FastQC, Rqc, BWA, Picard, GATK e
VEP. Estas foram entéo aplicadas as sequéncias do exoma humano possibilitando
a identificacdo de variacdes nos perfis de qualidade das sequéncias, realinhamento
local ao redor de insergcbes e delecdes, recalibragdo da qualidade e posterior
chamada das variantes potencialmente envolvidas nos fenotipos em estudo. No
intuito de avaliar se a cobertura no exoma sofre variagbes mediante diferencas
técnicas e étnicas, selecionamos amostras do Projeto 1000 Genomas. Resultados:

A aplicacdo de nosso protocolo em 27 amostras WES resultou em graficos de
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controle de qualidade pré e pds-alinhamento, que nos permitiram avaliar de modo
global os perfis de qualidade destas sequéncias; realinhamento ao redor de
insercoes e delecdes que ocorreu em mais de 15% da definicho do exoma,
realinhando mais de 79% das sequéncias; recalibracdo da qualidade que nos
permitiu minimizar sua variacdo por ciclo da reacdo. Das sequéncias empregadas,
72% foram pareadas ao genoma, contudo 46% se estendem para fora da definicdo
do exoma, com uma cobertura média de 59x para o exoma estendido e 66x para o
exoma restrito. Temos que a cobertura para WES possui uma tendéncia a variar de
acordo com a metodologia de captura empregada e ao grupo étnico de onde as
amostras foram obtidas. Conclusé&o: A aplicacado de um workflow para interrogagéo
de variantes que considera a qualidade das sequéncias fornecidas pelo
sequenciador, o alinhamento contra 0 genoma, realinhamento ao redor de regifes
sabidamente conhecidas como portadoras de variacdes, recalibracdo da qualidade
e anotacdo permitiu identificar variantes de sequéncia. Além disso, através da
cobertura obtida pelo sequenciamento do exoma foi possivel perceber diferencas
técnicas e populacionais, refletindo que a complexidade do genoma pode interferir
na reacdo de captura das sequéncias, influenciando na efetividade da técnica

empregada.

Palavras-chave: exoma, genoma, bioinformatica.
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ABSTRACT

Background: The technical advances in sequencing made in less than a decade
associated with the development and low costs of high throughput sequencing
techniques allow their application in genomic medicine. Therefore, Whole Exome
Sequencing (WES), which corresponds to less than 2% of the entire genome,
emerges as a cost-effective tool that aims to identify variants related to human
diseases. Bioinformatics is fundamental to process the big volume of data and link
the obtained results with the biology. Objective: We aim to apply and evaluate
protocols and applications designed for WES data analysis on human subjects. We
also intend to apply and enhance protocols and applications designed to predict
variants as potentially pathological from WES data. Materials and Methods: We
used the following tools: FastQC, Rqc, BWA, Picard, GATK e VEP. We applied them
to exome data, determining variation in quality profiles, local realignment, quality
recalibration and variant calls. We also evaluated whether or not technical and
population differences affect the depth profiles of samples from the 1000 Genomes
Project. Results: We applied our protocol on 27 samples, resulting in pre and post-
alignment quality control charts. Local realignment took place at more than 15% of
the exome definition, extending to more than 79% of sequences. Quality
recalibration minimized per cycle variation. In total, 72% of the sequences were
paired against the genome, nevertheless 46% extended off-target. The mean
coverage was 59X for the exome. We also detected that depth tends to vary based

on technical and population differences between samples. Conclusion: We applied



a variant-calling workflow that accounts for sequence quality, the alignment against
the genome, local realignment, quality recalibration and annotation. In addition, we
concluded that depth depends on technical and population differences, showing that
genomic complexity may interfere with the capturing phase, affecting downstream

analyses.

Keywords: exome, genome, bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

Sequenciamento de alto desempenho

O surgimento de métodos que propiciaram o0 sequenciamento de alto
desempenho de moléculas de DNA [1, 2], associado ao seu desenvolvimento,
consolidou o sequenciamento de nova geracao, NGS (sigla em inglés para Next
Generation Sequencing), como um meétodo para identificacdo de todos os tipos de
variacfes genéticas, ja que a resolucéo alcancada € dos menores constituintes do
genoma: as bases nitrogenadas. Além disso, o desenvolvimento destas plataformas
de sequenciamento se encontra em franco aprimoramento, tanto nas ja
consolidadas tecnologias policromaticas, quanto nas novas tecnologias
monocromaticas ou acromaticas. Deste modo, formas tradicionais de mapeamento
genético, como por cariotipo [3], analise de ligacdo [4], mapeamento de
homozigocidade [5] e analises de CNV (sigla em inglés para Copy Number
Variation) [6], bem como o sequenciamento de um gene candidato por capilaridade
ou estudos com arrays, gradativamente vém cedendo lugar ao sequenciamento de

partes ou da totalidade do genoma.

Captura do exoma

Neste contexto, surge uma nova abordagem de sequenciamento, ndo do
genoma completo (WGS, do inglés Whole Genome Sequencing), mas de regides
codificantes ou de interesse, correspondente aos exons (WES, do inglés Whole

Exome Sequencing). Se por um lado, 0o sequenciamento completo do genoma



propicia a deteccao de todas as variantes genéticas de um individuo em um Unico
experimento, o sequenciamento do exoma, que corresponde a menos de 2% do
genoma, é atualmente uma alternativa mais viavel e custo efetiva. Em comparacao
com as abordagens tradicionais de mapeamento genético, o WGS e o WES
apresentam-se como meétodos diretos, ja que seus resultados finais seréo as bases
resultantes dos fragmentos amplificados. Isto permite uma associacéo direta entre
o fendtipo e a(s) variante(s) detectada(s) [7, 8, 9].

Quando a opcdo de sequenciamento de partes do genoma humano se
apresenta (ex: paneis de genes candidatos ou WES), a primeira fase experimental
corresponde a selecdo das regides especificas a serem sequenciadas. Nesse
contexto, o método de hibridizacdo por fase liquida destaca-se. De modo
simplificado (Figura 1), ap0s sua desnaturacdo, os fragmentos a serem
sequenciados sao flanqueados por adaptadores biotinilados, que recebem
posteriormente a ligacdo de uma esfera de streptavidina, propiciando posterior
captura por diferenca de potencial, resultando assim em uma biblioteca contendo
apenas os fragmentos de interesse para amplificacdo e sequenciamento [10].

Espera-se da tecnologia de captura do exoma que sua extensdo cubra a
maior parte dos bancos de dados que contém as regifes codificantes ou
potencialmente codificantes do genoma. A Tabela 1 representa esta cobertura para
o kit de captura do exoma utilizado [11]. A definicdo do exoma utilizada se estende
por cerca de 62 Mb, capturando 20.794 genes e 201.121 exons com 340.427
sondas de 95 pb sem sobreposicdo, em uma biblioteca de tamanho recomendado

entre 300 e 350 pb.
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Figura 1. Etapas simplificadas para captura de partes especificas do genoma. Apds sua
desnaturacdo, os fragmentos sdo flanqueados por adaptadores biotinilados, que recebem
posteriormente a ligacao de uma esfera de streptavidina, propiciando posterior captura por diferenca
de potencial, resultando assim em uma biblioteca contendo apenas os fragmentos de interesse para
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Tabela 1. Descricdo da utilizacdo de diversos bancos de dados de regides
codificantes do genoma pela tecnologia de captura empregada. Adaptado de [11].

Banco de dados Tamanho % utilizada Descrigao

Principal conjunto de regides
codificantes do genoma
consistentemente anotadas e de
alta qualidade

CCDS 31,3 Mb 97,2%

Genes conhecidos como
RefSeq 33,2 Mb 96,4% codificantes do NCBI RNA
Reference Collection

Genes conhecidos como
codificantes do NCB/ RNA
Reference Collection juntamente
com DNA néo codificante

RefSeq exons + 67,8 Mb 88.3%

Projeto que busca identificar todos

Encode/Genecode 25,6 Mb 93,2% os elementos funcionais do genoma
humano
Alvos de 9.0Mb  77.6% Alvos preditos de microRNAS
microRNA

E importante salientar que o WES possui limitacées e desafios passiveis de
aprimoramento. Podemos citar primeiramente a perda de informagdes relacionadas
a sitios de regulacéo transcricional ou splicing. Dificuldades também surgem no
ambito da integracdo dos dados provenientes de grupos de pesquisa que utilizam
kits de captura distintos, devido a falta de consenso na definicdo do exoma, pois
muitos kits disponiveis no mercado contemplam nao apenas as regides codificantes
do genoma [11]. Além disso, existem limitacdes técnicas que podem comprometer
os resultados obtidos e dificultar a analise e interpretacdo dos dados. Exemplos de
tais limitagcdes sdo a falta de uniformidade na cobertura, regides ndo-capturadas do
exoma e diferencas na eficiéncia de captura a depender da existéncia de

polimorfismos em regides de hibridacdo das sondas.



Aplicagcbes em medicina genémica

Aplicagbes do WES como ferramenta para identificar variantes patogénicas
no ambito da medicina gendmica tém sido desenvolvidas recentemente [12, 13, 14].
Considerar um grupo ou apenas uma variante como causal para um determinado
fendtipo de interesse ndo € uma tarefa simples. Para as doencas Mendelianas,
caracterizadas por fenotipos causados por uma ou varias mutacées em um gene e
herdadas de modo recessivo, dominante ou de forma ligada ao sexo, temos como
abordagens possiveis: considerar as alteracbes para os individuos afetados, a
filtragem de variantes depositadas em bancos de dados publicos, ou ainda aquelas
presentes em controles definidos no experimento. Essa abordagem tende a diminuir
0 numero de candidatos, podendo igualmente serem filtrados pela presenca em
genes que melhor explicam o fendtipo apresentado, ou ainda por serem
classificadas como promotores de alteracdes significativas na traducdo. Esta
estratégia tem sido bem sucedida, principalmente para doencas com padrao
recessivo de segregacao, como por exemplo, nos resultados apresentados por Choi
M et al [15].

Uma estratégia possivel consiste no sequenciamento de trios pais-filho,
principalmente para manifestacdes de fenétipos esporadicos, com o objetivo de
identificar mutacbes de novo herdadas por esta geracdo. A efetividade deste
meétodo é compativel com um perfil de doenca Mendeliana, apesar de também ter

aplicabilidades para doencas com um perfil de herangca mais complexo.



Fenotipos estudados

Nos ultimos 20 anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo
dos aspectos genéticos das epilepsias e dos disturbios da formacéo cortical.
Durante esse periodo, varios nucleos familiares segregando diversas formas de
epilepsia e disturbios corticais foram identificados e caracterizados cuidadosamente
[17, 18, 19, 20, 21, 22].

Constituidas por uma classe de cerca de cinquenta doencas que afetam o
sistema nervoso central, as epilepsias tém como manifestacdo a presenca de uma
atividade elétrica cerebral anormal, sendo estas generalizadas ou parciais [23].
Outra subclassificacdo as rotula como sintoméaticas e idiopaticas. Os pacientes com
uma causa conhecida ou suspeita de crises, associada a um déficit neurolégico, sdo
classificados como sintomaticos. Ja os idiopaticos, aproximadamente 40% dos
pacientes, ndo apresentam uma justificativa ou lesdes cerebrais que expliquem
esse quadro, levantando a hipétese de que suas causas podem estar vinculadas a
variacbes genéticas [24]. Dentre as epilepsias idiopaticas, podemos citar as
epilepsias mioclénicas juvenis, as epilepsias de lobo temporal e as epilepsias
rolandicas benignas. J& entre os pacientes que apresentam epilepsia sintomatica,
as malformacdes corticais representam uma causa importante de crises. Também
foram objeto de estudo no presente trabalho sequéncias obtidas de pacientes
isolados ou parte de pequenas familias de alguns projetos de colaboradores, tais
como doencgas oftalmoldgicas (projeto em colaboragdo com a Profa. Dra. Mdénica
Mello, UNICAMP) e doencas metabdlicas (projeto em colaboracdo com o Prof. Dr.

Roberto Giugliani, UFRGS).



Anélises de bioinformatica

Como produto resultante do sequenciamento, milhdes de sequéncias (de
comprimento entre 100-150 pb para lllumina®) precisam ser alinhadas a uma
referéncia. Diversas implementacdes para esta tarefa sdo aplicaveis [26, 27, 28, 29,
30]. No entanto, aquelas baseadas na transformada de Burrows-Wheeler se
destacam [31] devido a robustez computacional, compatibilidade com diferentes
plataformas de NGS e velocidade [32]. Com relacdo ao sequenciamento em geral,
divergéncias com o genoma de referéncia, denominadas variantes, devem ser
avaliadas como possivelmente causais do fenétipo observado. Sdo populares dois
fluxos de trabalho para esse fim: um baseado no pacote de ferramentas SAMtools
[33] e outro no Genome Analysis Toolkit [34, 35]. Para uma amostra humana,
usualmente sdo extraidas aproximadamente 50.000 variantes das regifes
codificantes do genoma, contra cerca de 4.000.000 em WGS [16]. Estes numeros
ainda podem ser influenciados pelas diferencas na definicdo do exoma e por
ancestralidade, como demonstrado nos resultados de [36]. Contudo, apés
processamento das sequéncias alinhadas, temos que o cenario mais provavel para
uma proporcao consideravel destas variantes serd o de classifica-las como falso-
positivos.

Desta forma, torna-se necessaria a filtragem daquelas variantes
possivelmente associadas ao fendétipo de interesse e aquelas que podem resultar
em associacdes equivocadas. Estas se devem a variagOes introduzidas pela

metodologia de sequenciamento empregada [37], por variantes frequentes na



populacdo normal, variantes sem associacao direta com a manifestacdo fenotipica
de interesse [38] ou heterogeneidade de cobertura [39, 40].

Assim, fica evidente a necessidade de formas eficientes de anotacao destas
variantes. Deve-se, entéo, estabelecer critérios de priorizacdo e métricas eficientes
de discriminagcdo de variantes inseridas por erros de alinhamento ou
sequenciamento. Estratégias de classificacdo das variaveis baseadas no desenho
experimental e em caracteristicas dos individuos afetados e controles sdo
igualmente cabiveis para efetuar sua filtragem. A predicdo tedrica do
comportamento deletério das variantes subsequentes e a determinacdo de seu
impacto na transcricdo podem ser estimados mediante a utilizacdo de programas
de predicdo, como PolyPhen2 [41] e SIFT [42].

Dadas as complexidades das etapas de alinhamento e descoberta de
variantes, além da preocupacdo sempre presente em se garantir a qualidade das
analises in silico realizadas [43, 44]. O desenvolvimento e aplicacdo de protocolos
em bioinformatica para analise dos dados sdo essenciais para lidar com o alto
volume de dados gerados e realizar a ligacdo entre o experimento biolégico e a
interpretacdo dos dados gerados: representam assim uma excelente oportunidade
para desenvolvimento. De fato, intervencfes séo aplicaveis em varias etapas a fim
de se garantir a qualidade das variantes descobertas pela analise em NGS. Estas
visam a verificacdo dos perfis de qualidade das sequéncias resultantes da reacao
de sequenciamento; alinhamento contra um genoma de referéncia, bem como a
garantia de minimizacdo de erros de alinhamento em regides sabidamente ou

potencialmente problematicas para esta etapa; minimizagdo da variancia pelo uso



de covariaveis de contexto que podem interferir na interrogacéo por variantes, entre
outras.

Diante da complexidade para execucdo das etapas supracitadas,
observamos a necessidade da aplicacdo de um workflow robusto e baseado em
ferramentas confiaveis, para contribuir com a automatizacdo das analises, bem

como identificar potenciais pontos de intervencao nos protocolos aplicados.



2. OBJETIVOS

GERAL
Aplicar e avaliar protocolos e métodos em bioinformética para analise de

sequenciamento de exomas humanos.

ESPECIFICOS
e Avaliar protocolos e aplicaces disponiveis para serem utilizados na anélise
dos dados gerados pelo sequenciamento de exomas humanos.
e Avaliar o impacto de diferencas técnicas e populacionais na cobertura

resultante da captura do exoma.
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3. MATERIAIS E METODOS

Perfil das amostras

As andlises realizadas trataram principalmente com amostras de pacientes
provenientes do biorrepositorio para estudos de genética molecular em doencas
neuropsiquiatricas da Faculdade de Ciéncias Medicas da Unicamp [45], cujo
parecer de aceite se encontra no Anexo 1. Os pacientes selecionados para as
andlises neste projeto ja tinham suas amostras de DNA coletadas e armazenadas
Foram selecionadas familias com pelo menos 3 individuos afetados e um néo
afetado dentre as disponiveis no grupo de amostras do subprojeto “Epilepsias e
Malformacdes do Desenvolvimento Cortical” [45]. Todos os pacientes incluidos no
estudo foram cuidadosamente estudados do ponto de vista fenotipico, incluindo
exames de eletrofisiologia e neuroimagem de alta resolugcdo. Além disso, foram
incluidas sequéncias obtidas de pacientes isolados ou parte de pequenas familias
de alguns projetos de colaboradores, devidamente aprovados pelos seus comités
de ética, tais como doencas oftalmolégicas (projeto em colaboracdo com a Profa.
Dra. M6nica Mello, UNICAMP) e doencas metabdlicas (projeto em colaboragdo com
o Prof. Dr. Roberto Giugliani, UFRGS).

Para a maior parte dos estudos que buscam associacdes genéticas que
possam justificar o quadro clinico que afeta o paciente, € necessario ainda que se
estabeleca um grupo de individuos controles: espera-se que ndo possuam a
doenca, que possivelmente tenham a mesma origem étnica e ou geografica do

paciente. Isto deve-se a dificil interpretacdo funcional da alteracdo no DNA de
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pacientes e complexidade na inferéncia de alteracdo de funcédo. Nesses casos, a
pesquisa da mesma alteracdo em individuos sem a doenca € crucial para auxiliar
nas conclusdes sobre patogenicidade da mutacdo encontrada. A associagao entre
as amostras e 0s projetos que as representam estédo disponiveis no Anexo 3.

Para o “Proj1”, temos pacientes nao relacionados. Todos séo afetados e as
amostras sao pareadas, uma de sangue e outra de tecido cerebral displasico.
Portanto estamos estudando uma malformacéo cortical chamada de Displasia
Cortical Focal que € causa de crises epiléticas recorrentes. Para estas amostras
estamos procurando mutacfes em mosaicismo nas vias mMTOR e TAU.

Para o “Proj2”, temos individuos com um tipo de epilepsia temporal familial.
Ela é denominada Epilepsia Autossdmica Dominante com Sintomas Auditivos,
portanto é esperado um perfil monogénico de heranca autossémica dominante.
Temos dois individuos controles para essa familia.

Para o “Proj3”, temos duas familias em que se investiga epilepsia do lobo
temporal mesial. As amostras de 1-4 constituem a familia um com trés individuos
afetados e um individuo nédo afetado de uma familia segregando Epilepsia do Lobo
Temporal Mesial (ELTM). Os individuos 5-8 também séao trés individuos afetados e
um nao afetado de outra familia segregando ELTM. Realizamos o sequenciamento
do exoma a fim de identificar variantes que possam estar relacionadas com a
etiologia da ELTM. Além disso, as duas familias apresentam um padréao de heranga
autossdmico dominante com penetrancia incompleta.

Para o “Proj4”, temos 2 pacientes afetados, pai e filho, e dois ndo afetados,

mae e filha, com glaucoma primario de angulo aberto, os afetados apresentam
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aumento da pressao intraocular, escavacao (que corresponde a morte das células
ganglionares da retina) com correspondente perda de campo visual. Quanto ao
padréo de heranca ainda ndo temos certeza ja que a doenca geralmente apresenta
padrdo complexo de heranca e fenétipo bastante variavel, inclusive nesta familia,
buscou-se inicialmente apenas uma mutacdo em heterozigose no pai e filho e
ausente na mae e filha.

Para o “Proj5”, trata de diversos individuos néo relacionados onde se

estudam doencas metabdlicas.

Delineamento de experimentos

A escolha dos individuos sequenciados, baseados em estudos de suas
familias e na forma em que a heranca € segregada, representam parte crucial no
delineamento experimental que foi proposto aos pesquisadores que obtiveram o
material genético. Visto que a escolha dos individuos a serem sequenciados implica
diretamente nas estratégias de sua analise posterior, o delineamento do
experimento, bem como aspectos de tomada de decisdo nas abordagens de
sequenciamento e captura do exoma sdo considerados de extrema relevancia.

Assim sendo, varias abordagens experimentais podem ser propostas, como
elucidadas na Figura 2: analises de ligacdo sdo aplicadas a individuos multiplos
afetados em uma mesma familia; analises de homozigocidade séo efetivas para um
individuo afetado proveniente de uma familia consanguinea; estratégias de double-

hit se aplicam ao caso de um individuo afetado com uma doenca de heranca
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recessiva; as estratégias de overlap se aplicam a multiplos afetados com uma
doenca dominante; busca de mutagbes de novo se aplicam a um afetado
esporadico, onde toda ou parte da familia € sequenciada; por fim, as estratégias
baseadas em candidatos especificos tém um individuo afetado com uma doenca
dominante da familia sequenciado sem outros membros da mesma familia [16].
Como estratégia de sequenciamento, utilizamos o sequenciamento ciclico
reversivel por sintese, no equipamento lllumina® HiSeq 2500. As amostras foram
sequenciadas no “Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em
Ciéncias da Vida”. O sequenciamento se baseia na repeticdo de trés etapas
ciclicas: a incorporacdo de um nucleotideo; a aquisicdo de uma imagem da
fluorescéncia emitida pela base nitrogenada incorporada e a clivagem do
grupamento inibitério de ligacdo da base ligada. Para o passo de incorporacao do
nucleotideo, uma molécula de DNA-polimerase se liga a amostra hibridizada nos
primers dispersos pela superficie onde ocorre a reacdo de sequenciamento. Uma
base complementar aquela presente na amostra € ligada. Uma proxima ligacao é
inibida devido a um grupamento inibitério de ligacdo presente nos nucleotideos
fornecidos para a reacao. As bases ndo incorporadas sdo removidas e uma imagem
€ obtida da fluorescéncia da base ligada que é estimulada por laser. Apds a
obtencdo da imagem, o grupamento inibitério é clivado, propiciando uma nova etapa

de ligacdo de uma das bases fornecidas para a proxima etapa da reacao.
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Figura 2. Estratégias de identificacdo de genes mediante ao sequenciamento completo do exoma.
Os individuos sequenciados estdo envoltos por retdngulos tracejados. Os diagramas de Venn
representam as variagbes genéticas encontradas em cada exoma. Os circulos com contorno
preenchido constituem as variantes em potencial que explicam o fenétipo apresentado. Andlises de
ligacdo sd@o aplicadas a individuos multiplos afetados em uma mesma familia; analises de
homozigocidade séo efetivas para um individuo afetado proveniente de uma familia consanguinea;
estratégias de double-hit se aplicam ao caso de um individuo afetado com uma doenca de heranca
recessiva; as estratégias de overlap se aplicam a multiplos afetados com uma doenca dominante;
busca de mutacdes de novo se aplicam a um afetado esporadico, onde toda ou parte da familia é
sequenciada; por fim, as estratégias baseadas em candidatos especificos tem um individuo afetado
com uma doenca dominante da familia sequenciado sem outros membros da mesma familia.
Extraido de [18].
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Analises de bioinformatica

Controle de qualidade pré alinhamento

Antes da realizacéo do alinhamento foi realizado o controle de qualidade das
sequéncias. Nesta etapa pudemos detectar possiveis problemas ou erros
sistematicos que potencialmente afetaram a reacdo de sequenciamento, e que
podem introduzir vieses nas etapas de interrogacao das bases pelo sequenciador,
producdo das bibliotecas, designacdo de valores de qualidade as bases
interrogadas, demultiplexacdo das amostras (quando aplicavel) e, finalmente,
repercutindo em todas as etapas de processamento dos dados, culminando em
erros na classificacdo das variantes e sua eventual interpretacdo errbnea [46].
Foram utilizados programas como o FastQC (0.11.3) [44] e Rqc (1.2.0) [43], que
fornecem informacdes sobre estatisticas basicas das sequéncias; qualidade;
conteudo de GC; distribuicdo do tamanho das sequéncias; niveis de duplicacdo das

sequéncias; e sequéncias sobre-representadas.

Alinhamento das sequéncias

Como etapa central das analises de dados em sequenciamento gendémico, o
alinhamento das milhares de sequéncias a um genoma de referéncia é critico, e
diretamente dependente da metodologia de sequenciamento empregada para
interrogacdo das bases nitrogenadas. O tempo para indexacéo e alinhamento de
sequéncias a um genoma de referéncia obedecem a uma tendéncia linear a medida

em que se aumenta o tamanho da regido a ser alinhada e sua cobertura final para
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varias ferramentas disponiveis para este fim, como demonstrado por [47]. S&o
determinantes também a infraestrutura do servidor em que serdo realizadas as
analises, bem como o potencial de escalonamento de processos e disponibilidade
de unidades de processamento para cada um dos processos iniciados.

Para a realizacdo do alinhamento das sequéncias contra o genoma de
referéncia GRCh38 utilizou-se o alinhador BWA (0.7.12) [31], ferramenta baseada
na transformada de Burrows-Wheeler, e amplamente utilizada pela comunidade
cientifica, incluso em grandes projetos de pesquisa, como o Projeto 1000 Genomas
[48]. BWA é um software que implementa trés algoritmos distintos: BWA-backtrack,
BWA-SW e BWA-MEM. O primeiro se aplica a sequéncias oriundas de tecnologias
policromaticos com comprimento maior que 100 pares de base. Os outros dois lidam
com sequéncias de 70 a 1000 bases. No entanto, a implementacdo BWA-MEM, que
€ a mais recente, é recomentada para sequéncias de alta qualidade, sendo mais

rapido e acurado [49].

Processamento pds-alinhamento

Apoés o alinhamento das sequéncias realizado, iniciamos 0 processamento
das sequéncias alinhadas, de forma a remover vieses introduzidos pela dificuldade
em alinhar estas sequéncias, seja pela qualidade ou similaridade multipla das
mesmas. Visto a complexidade destes arquivos, houve a necessidade de manté-los
sempre ordenados e indexados, para que acessos a partes especificas fossem

otimizados para se obter maior desempenho nas analises. Para a etapa de
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ordenacdo do arquivo com as sequéncias alinhadas em coordenadas gendémicas,
utilizamos a fungao “SortSam” do conjunto de ferramentas Picard (1.131) [50].

Ainda no contexto de minimizacdo das influéncias técnicas nos resultados
finais do alinhamento, faz-se necessaria a marcacao de sequéncias duplicadas. A
incorporacdo de duplicatas pode introduzir falsos-positivos ou falsos-negativos, e
ainda puderam apontar possiveis problemas na etapa de preparacao da biblioteca.
Para tal, novamente foi utilizado o suite do Picard na implementacéo
“MarkDuplicates”.

N&o obstante, a forma de preparacdo da biblioteca, incluindo a forma de
multiplexacdo e sequenciamento pode influenciar o resultado final da posterior
chamada das variantes. Para tanto, inserimos informac¢6es como identificacdo da
amostra; biblioteca utilizada para amplificacdo das amostras; centro sequenciador;
tecnologia empregada para interrogacdo das bases; camara de fluxo e canaleta
onde ocorreu a reacdo de sequenciamento e adaptadores utilizados para
multiplexacdo das amostras. Para tanto, a ferramenta utilizada foi Picard
“AddOrReplaceReadGroups”. Esta etapa foi de extrema importancia para as etapas
posteriores de recalibracdo da qualidade e chamada de variantes.

Quando se é necessario fazer acessos rapidos e otimizados ao arquivo, se
faz necesséria a criacdo de um indice para o arquivo, que como o nome ilustra, faz
com que 0 acesso a um arquivo binario e altamente compactado seja feito de modo
otimizado. Para criacdo dos indices nas andlises, sempre se utilizou a
implementagao “BuildBamindex” do Picard. Pontos de checagem para definir se

erros ocorreram durante a analise s&o primordiais para evidenciar falhas que podem
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estar relacionadas a inconsisténcias nos arquivos. Para tal, frequentemente
utiizamos a funcdo “ValidateSamFile” do Picard, que além de verificar a
consisténcia dos arquivos BAM também checa se os indices dos respectivos
arquivos estdo em concordancia.
Realinhamento local

Com o intuito de minimizar as bases alinhadas de modo n&o inteiramente
correspondente ao genoma de referéncia, uma etapa de realinhamento local foi
introduzida nas andlises. Em geral, regides que possuem delecdes ou insercdes
sao mais suscetiveis a um realinhamento local, visto que ha uma sucesséao de bases
gue podem ser confundidas com variantes sucessivas, quando na verdade refletem
uma organizacdo diferente da do genoma de referéncia. Para esta distincdo, a
ferramenta utiliza todo o arredor da ocorréncia para executar o realinhamento de
modo mais sensivel e especifico que no alinhador utilizado anteriormente. Para tal,
utilizamos o conjunto de ferramentas do GATK (3.3-0) [35], determinando os
intervalos e regides propicias a um realinhamento local com a implementacdo
“‘RealignerTargetCreator e o realinhamento propriamente dito com
“IndelRealigner”. Utilizamos as insercdes e delecdes disponiveis no banco de dados
do dbSNP e os indels ja disponiveis na propria amostra. Foi utilizado um limite de
significancia de 40%, ou seja, se 0 melhoramento no alinhamento foi significante o
suficiente para ser maior que este valor, ele foi realizado. Note que este parametro
pode ser ajustado para valores menores, caso tenha-se um experimento com baixa

cobertura ou quando se buscam indels com baixa frequéncia alélica.

19



Recalibracdo da qualidade

Ao passo que um realinhamento local com indels reduz o nimero de falso-
positivos, € necessario também distinguir entre as qualidades das variantes
pontuais onde observamos quais sdo mais provaveis de serem representacfes de
uma situacdo biologicamente verdadeira daquelas introduzidas por variacdes
outras, como o preparo da biblioteca, reacdo de sequenciamento e alinhamento das
sequéncias. Para tanto, utilizamos a ferramenta “BaseRecalibrator” do GATK, que
assume todas estas variantes como errbneas e indicativas de baixa qualidade de
alinhamento ou de baixa qualidade das bases interrogadas nas sequéncias
consideradas. Para cada uma destas variantes foi calculada uma lista de
covariaveis contextuais: o grupo ao qual pertencem os reads, escores de qualidade
associados a variante e ao ciclo de sequenciamento que aquela base pertence e ao
contexto de dinucleotideos. Dadas estas informacfes, 0 GATK implementa um
modelo estatistico que utiliza estas informacdes para a estimacéo da probabilidade
de erro dada uma covariavel em particular, obtida ao se calcular a razdo de
variantes pelo numero total de observacfes. Assim, foi atribuido um valor de
qualidade que variou de 0 a 127 na escala phred que sera substituido no arquivo
contendo as sequéncias alinhadas mediante o uso da funcao “PrintReads” também

do GATK.

Controle de qualidade p6s alinhamento
O alinhamento de milhares de sequéncias de DNA a um genoma de

referéncia, seguido dos diversos passos descritos nas secfes acima, ilustram o
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guao complexo séo as analises em sequenciamento de alto desempenho. Contudo,
mesmo mediante o sucesso da execucao dos passos acima, o controle de qualidade
pos-alinhamento é essencial para confrontar as expectativas quanto ao experimento
com os dados reais obtidos pelas analises.

Para tanto, utilizamos a ferramenta “CollectMultipleMetrics” do Picard [50],
gue estima métricas referentes a estatisticas basicas do alinhamento, distribuicdo
do tamanho dos insertos apés alinhamento, distribuicdo dos scores de alinhamento,
bem como métricas ligadas a qualidade por ciclo da reacdo. De modo a analisar a
cobertura na definicdo do exoma, utilizamos a ferramenta “CalculateHsMetrics”
também do Picard. Com estes resultados em maos, tracamos o perfil de varios

niveis de cobertura para as amostras consideradas.

Descoberta de variantes

Para a etapa de descoberta das varias variacdes em comparacao ao genoma
de referéncia GRCh38, utilizamos o algoritmo “HaplotypeCaller” do GATK. Este
algoritmo interroga SNPs e indels simultaneamente, dados os haplétipos de uma
regido ativa. As regides ativas sdo determinadas a partir de evidéncias da presenca
destas variantes. Para cada uma, o programa constréi um grafo de De Bruijin para
identificar os possiveis haplétipos representados. Os sitios variantes sao
posteriormente obtidos via o realinhamento utilizando o algoritmo de Smith-
Waterman, obtendo a probabilidade de cada um dos haplotipos. Aquele mais
provavel é atribuido a amostra. O método de emissao das posicdes utilizado foi de

blocos condensados, ou seja, a emissao ndo é somente das variantes pontuais,
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mas também das regifes de consenso entre as sequéncias alinhadas e a referéncia.
Esta estratégia foi utilizada para examinar os blocos de variantes de todas as
amostras em separado. Para interrogar as variantes em grupos de amostras,

utilizamos a ferramenta “GenotypeGVCFs” também do suite do GATK.

Anotacao das variantes

Como resultado final e mais interpretavel do sequenciamento, uma lista
resultante das variantes contém os trechos ou localizacées que ndo constituem um
consenso no alinhamento contra o genoma de referéncia. Contudo, posicoes
gendmicas e variacdes de base por si s6 ndo sao informativas: faz-se necessaria a
introducdo de informacdes a respeito daquela posicdo que auxiliardo no processo
de filtragem das variantes de interesse. O Variant Effect Predictor (VEP) [51] é uma
ferramenta que executa esta etapa e foi utilizada para inserir informac6es como:
genes e transcritos afetados pela variante em questéo, localizacdo da variante no
contexto gendmico em que ela se insere, consequéncia na codificacao de proteinas,
potencial deletério e associacdes entre esta variante e condi¢cées conhecidas, entre
outras. Com a lista de variantes em maos, foi finalmente possivel filtra-las tendo em
vista 0 conhecimento bioldgico prévio ao se realizar o experimento. Assim sendo, a

lista de variantes anotadas foi o produto final do protocolo aqui proposto.

Avaliacao da cobertura no sequenciamento do exoma
Utilizamos dados publicos do Projeto 1000 Genomas para investigar a

variacdo na cobertura do exoma nestas amostras. Para avaliacdo de diferencas
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metodoldgicas influenciando a cobertura, utilizamos 120 individuos de 4
populacdes. Estas amostras sédo provenientes de trés fases do projeto que diferem
na metodologia empregada para captura do exoma. Para avaliacdo das diferencas
populacionais utilizamos 120 individuos da fase Ill, de 12 popula¢des distintas. Foi
utilizado MDS (multidimensional scaling) para lidar com a alta dimensionalidade e
permitir uma comparacdo mais direta entre os grupos. Maior detalhamento na
secao de resultados “Whole exome sequencing depth of coverage is susceptible to

technical and population differences”.
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5. RESULTADOS

Diversas etapas em bioinformatica foram realizadas no intuito de descobrir
variantes em nossas amostras. A Tabela 2 sumariza com uma breve descricdo as

ferramentas utilizadas neste trabalho.

Tabela 2. Sumarizacdo dos softwares empregados para analise.

Software Versao Descricao

FastQC  0.11.3 Sumgrlzagao de controle de qualidade por amostra
considerada.

RqC 120 Vlsuallz~agao de graficos de controle de qualidade em alta
resolucao.

BWA 0.7.12 Alinhador que implementa a transformada de Burrows-Wheeler.

. Conjunto de ferramentas utilizado para tarefas como ordenacéo,
Picard 1.131 ~ . : ~ L
marcacao de duplicados, indexacgéo e validacao.

Conjunto de ferramentas utilizado para realinhamento local,
GATK 3.3-0 . ~ . )
recalibracdo da qualidade e descoberta de variantes.

VEP 78 Anotacdo das variantes.

Workflow para andlise de dados de sequenciamento de alto desempenho
Como o resultado deste trabalho, temos a aplicacdo de um workflow robusto
para analise de dados de sequenciamento de alto desempenho, cujas etapas estédo

exemplificadas na Figura 3 e disponiveis em https://goo.gl/zZ88F3.
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Figura 3. Esquema simplificado do workflow desenvolvido.

O controle de qualidade pré e pés-alinhamento ofereceram-nos pontos de
tomada de decisdo quanto a qualidade e robustez dos dados apresentados, nos
quais pudemos identificar comportamentos atipicos, passiveis de investigacdo de
suas causas, desde a etapa de preparacdo da biblioteca a interrogacdo das
variantes. As etapas de pré e pés alinhamento (que incluiram o realinhamento ao
redor de insercfes e delecdes e recalibragcdo da qualidade das variantes) e
chamada de variantes foram realizadas com um dos algoritmos mais utilizados pela
comunidade cientifica para tratar com dados humanos [35]. Nossa intervencéo
nestas etapas contemplou ajustar entradas e saidas dos programas, sempre nos
preocupando em rastrear os registros de execug¢do dos mesmos, garantindo que
cada um dos passos tenha sido executado com sucesso, resultando em variantes
potenciais para cada um dos fenétipos estudados. Pontos que ainda carecem de
intervencdo e aprimoramento também foram identificados, como por exemplo, a

utilizacdo de um banco de variantes normais da populacao brasileira.
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Controle de qualidade pré-alinhamento propicia identificar comportamentos
andmalos nas bibliotecas sequenciadas

Métricas de qualidade dadas pelo programa FastQC [42] foram
sumarizadas para cada um dos experimentos realizados, possibilitando um panorama
geral quanto a qualidade das sequéncias para cada um dos arquivos das sequéncias
utilizados como entrada nesta etapa da analise. De forma a explicitar melhor os
resultados, com representacdes visuais para cada um dos ciclos da reacéo de
sequenciamento, utilizamos o pacote Rqc [41]. Observamos que algumas amostras

possuiram comportamentos fora daqueles esperados para cada um dos testes realizados.

A distribuicdo da qualidade das sequéncias € um bom indicativo do sucesso
do sequenciamento de milhares de sequéncias. A Figura 4 apresenta um exemplo
deste perfil de qualidade dada por uma curva de sobrevivéncia. Nesta
representacdo, visualiza-se a proporcdo de fragmentos cuja qualidade média
excede o limiar dado na abcissa. Como os graficos sdo estratificados por fita e
alocacao fisica, € possivel diferenciar padrdes especificos destas variaveis.

Avaliamos a qualidade média dos fragmentos ao longo dos ciclos de
sequenciamento. A Figura 5 apresenta quedas gradativas habitualmente
observadas, sendo mais pronunciada ao final das sequéncias. Identificamos
também quedas pontuais em alguns ciclos, possivelmente associadas a falhas no
sistema de sequenciamento. Esta variabilidade nos perfis de qualidade foi

minimizada pela recalibragédo destes indices.
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Figura 4. Comparacao entre curvas de sobrevivéncia representando a distribuicdo das qualidades
para dois experimentos. (A) Quase néo se percebe a distingdo entre as fitas direta e reversa, com
mais de 80% das sequéncias com qualidade média superior a q30. Comportamento diferente de
(B) onde se nota diferentes padrées de qualidade influenciados pelo fita e canaleta a que
pertencem as sequéncias.
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Figura 5. Comparacao entre a qualidade média por ciclo para dois experimentos. (A) Temos uma
leve queda na qualidade na fita reversa considerada normal pela metodologia de sequenciamento
adotada. (B) Quedas abruptas da qualidade também podem ser observadas em ciclos especificos.
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Figura 6. Comparacdo entre a distribuicdo de GC em dois experimentos. Em (A), um padréo
esperado para metodologia empregada no preparo da biblioteca. O painel (B) evidencia um
comportamento anédmalo em uma amostra com alto percentual de GC.
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Figura 7. Exemplos de comportamentos anémalos nas percentagens de bases nitrogenadas. (A)
apresenta um padrdo mais homogéneo de distribuicdo das bases nitrogenadas, porém apresenta
um pico de bases ndo identificadas ao final das fitas direta e reversa. Padrdes que afetam uma
base também podem ser identificados, como em (B), na qual a percentagem de C apresenta
aumento significativo ao final da fita direta e ha um aumento de bases néo interrogadas “N” no
inicio desta mesma fita.
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Analisar a contribuicdo de cada uma das bases nitrogenadas obtidas na
reacao de sequenciamento é de extrema importancia para se identificar o sobre-
sequenciamento de um dado nucleotideo. A percentagem de GC encontrada
resultou num padrdo variante esperado no inicio das sequéncias, devido a
metodologia empregada na fragmentacdo das moléculas de DNA, como na Figura
6. Padrbes espurios em outras regibes das sequéncias, apesar de inesperados,
foram encontrados, como a proeminéncia ha representacdo de uma Unica base ou

o0 aumento de bases nao interrogadas pelo sequenciador (Figura 7).

Controle de qualidade pés-alinhamento propicia um didlogo entre o
experimento bioldgico e os resultados “in silico”

O realinhamento local ocorreu em cerca de 10 milhdes de regides para cada
uma das amostras analisadas, afetando em média 79% das sequéncias de cada um
dos arquivos em uma regido correspondente a mais de 15% do exoma.

A recalibracdo contextual das variantes encontradas ocorreu para todas as
amostras. A Figura 8 ilustra o resultado desta calibracao para a amostra P20 (Proj
1), para a qual observamos um perfil de qualidade bem mais homogéneo que o

original reportado.
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Figura 8. Perfil de qualidade para cada um dos ciclos de sequenciamento antes e apds recalibragédo
de qualidade.

Temos disponiveis na Tabela 3 um sumario dos dados de controle de
qualidade pdés alinhamento feito para cada uma das amostras utilizadas. Com os
resultados em maos, pudemos analisar o percentual de sequéncias alinhadas e
daquelas propriamente pareadas (em que ambas as fitas foram alinhadas
satisfatoriamente contra o0 genoma, sem sequéncias duplicadas), resultando em
média uma taxa de alinhamento de 73%. Em média, 46% das sequéncias foram
alinhadas fora da definicdo do exoma. A cobertura média alcancada varia para cada

experimento, e em média € de 59X.
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Tabela 3. Sumério do controle de qualidade pos-alinhamento.

Amostras TOtél d_e Pareados Unicos Fora do Cob,ert_ura >30X >50X
sequéncias alvo media

19313 3.746.31.790 732% 63,5% 55,3% 149,48 84,4% 78,6%
4411 304.306.104 54,3% 48,1% 60,8% 81,20 72,7% 61,5%
54112 342.193.426 65,3% 58,8% 54,2% 131,60 82,3% 75,6%
74212 351.752.804 67,1% 60,5%  49,0% 156,66 84,0% 78,5%
pl13 402.834.332 72,0% 65,4% 57,7% 154,66 84,9% 79,5%
p16 416.400.890 71,8% 65,3% 56,9% 163,39 85,3% 80,4%
p19 511.190.768 65,7% 59,5% 53,4% 203,37 85,8% 81,9%
p20 448.049.716 68,7% 62,3% 54,1% 180,62 85,8% 81,4%
586 32.846.950 93,7% 85,2% 47,6% 22,20 255% 7,7%
587 35.732.650 93,6% 84,9% 46,9% 24,83 30,2% 11,3%
588 57.401.346 93,1% 84,5% 49,2% 37,02 47,7% 25,3%
920 37.460.606 92,7% 83,8% 50,7% 23,81 28,9% 11,3%
931 33.567.366 93,7% 84,9% 51,7% 20,97 23,7% 7,1%
938 36.561.778 93,1% 84,3% 53,4% 2191 253% 8,3%
942 37.951.510 945% 858% 52,3% 23,14 26,7% 9,0%
943 15.422.152 95,3% 86,2% 49,5% 10,51 43% 0,4%
F1-1 59.844.796 82,4% 73,3% 38,6% 43,46 48,3% 29,3%
F1-2 42.439.336 84,0% 753% 42,3% 29,02 36,0% 15,5%
F1-3 39.275.014 86,3% 77,5% 45,0% 26,26 32,2% 12,6%
F1-4 58.830.740 83,0% 74,4% 43,7% 37,66 47,6% 24,2%
F2-5 61.215.924 805% 71,6% 39,5% 42,07 51,6% 30,4%
F2-6 56.880.030 81,7% 73,0% 38,3% 40,53 50,1% 27,8%
F2-7 82.673.450 80,2% 719% 48,3% 46,56 55,0% 34,9%
F2-8 69.037.872 80,7% 71,7% 39,7% 46,86 53,9% 33,9%
P4-1 50.591.714 88,9% 79,2% 38,8% 40,15 46,1% 26,4%
P4-2 48.087.722 88,7% 79,4%  40,3% 37,54 43,0% 24,0%
P4-3 53.810.560 88,7% 79,2% 41,7% 40,33 47,3% 27,8%
P4-4 48.705.924 89,0% 79,6% 41,0% 36,64 43,2% 23,8%
102214 104.266.352 75,4% 67,2% 39,5% 66,99 62,3% 50,0%
64814 115.238.336 77,5% 68,3% 36,1% 78,68 68,1% 56,0%
93814 81.409.760 80,3% 71,1% 37,1% 57,77 57,4% 44,2%
93914 106.591.324 69,4% 60,4% 38,4% 62,62 60,7% 48,4%

As distribui¢cdes do tamanho dos insertos e da qualidade do alinhamento das

sequéncias foram obtidas com Picard “CollectMultipleMetrics” [46]. Temos que 0s

picos de distribuicdo estiveram todos entre 100 e 200, que sdo uma metrica da
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distancia entre os finais das sequéncias do par, significando que os tamanhos dos
fragmentos da biblioteca apos alinhamento consistem entre 200 e 300 pb (Figura
9). Contudo, temos que segundo o protocolo empregado, o tamanho ideal dos

insertos deveria ser de 300 a 350 pb.

Count
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Figura 9. Distribuicdo do tamanho dos insertos apés alinhamento.

A ferramenta “CalculateHsMetrics”, também do Picard, permitiu-nos tracar
um perfil de varios niveis de cobertura para as amostras de nossos experimentos.
Pelo padrdo observado, observamos que em torno de 1 x 108 sequéncias foram
necessarias para assegurar pelo menos uma cobertura maior que 50x em 50% da
definicdo do exoma utilizando o protocolo empregado na preparacéo das bibliotecas

(Figura 10).
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Figura 10. Gréfico da dispersdo de cobertura pelo nimero de sequéncias consideradas.

Também comparamos a cobertura e o percentual de bases fora do alvo se
considerarmos a interseccdo entre a versao do kit de captura que somente
contempla a versao restrita do exoma. Para esta regido, temos que 58% das
sequéncias seriam alinhadas fora do alvo, com uma cobertura maior que em sua
versdo estendida de 66X. Um perfil geral de cobertura esta disponivel na Figura 11.
Note que a cobertura média apresenta um padréo linear para as duas regifes
consideradas, mas se consideramos a distribuicdo das coberturas, esse padréo

apresenta um limiar de saturagédo como apresentado na Figura 10.
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Figura 11. Gréfico da variacdo de cobertura média pelo nimero de sequéncias consideradas.

Anotacdo das variantes encontradas adiciona informac¢des que possibilitam
filtragem posterior

As regibes diferentes do consenso foram interrogadas de forma a fornecer
uma lista de variantes para potencial associacdo com os fenotipos em questdo. A
Tabela 4 ilustra os resultados obtidos. O experimento “Proj 1” possui 0 maior nimero
de variantes, visto que possuia o maior niumero de sequéncias. Em média 86% das
variantes encontradas ja foram descritas no banco de dados do dbSNP [52]. A
maioria das variantes encontradas esta em regides intronicas e intergénicas. Em
média, 2,7% das variantes tém como consequéncia uma alteracdo sinonimia e 0,8%
das variantes, em média, foram classificadas como potencialmente patogénicas ou
deletérias pelos algoritmos de predicdo de impacto SIFT e Polyphen [41, 42]. No
entanto, como evidenciado na Tabela 5, grande parte destas variantes possuem
uma baixa cobertura, menor que 10x, podemos notar que em média 53% das

variantes foram filtradas por este critério. Quanto a presenca destas variantes em
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bancos de dados, a propor¢do se manteve em 87%. A maior parte das variantes
continua presente nos introns, contudo notamos uma queda consideravel da
proporcao de variantes em regides intergénicas e consequentemente a um aumento

na proporcao de impactos previstos na transcricao destas variantes.

Tabela 4. Perfil das variantes encontradas. O projeto Proj3 possuiu duas familias
que foram analisadas em separado.

Previstas

Experimento Total Presentes Intrébnicas Intergénicas Sinonimias como
P no dbSNP 9 me

patologicas
Projl 6.549.506 88,6% 49,6% 38,9% 0,4% 0,1%
Proj2 976.764 85,2% 50,5% 31,4% 2.2% 0,6%
Proj3 - F1 489.251 86,0% 52, 7% 24,9% 3,5% 0,9%
Proj3 - F2 591.509 86,2% 52,1% 27,4% 2,9% 0,8%
Proj4 423.106 86,8% 51,4% 24,9% 3,9% 1,0%
Proj5 678.047 83,5% 51,7% 25,9% 3,5% 1,1%

Tabela 5. Perfil das variantes encontradas com cobertura maior ou igual a 10X em
pelo menos uma das amostras para cada projeto.

Previstas
) Percentual Presentes . . . L.
Experimento Intronicas Intergénicas Sinonimias como

do total no dbSNP

patoldgicas
Projl 97,2% 88,7% 49,8% 38,7% 0,4% 0,1%
Proj2 29,3% 84,0% 52,3% 11,4% 7,4% 2,1%
Proj3-F1 38,5% 88, 7% 54,8% 5,2% 8,8% 2,4%
Proj3-F2 34,2% 87,8% 55,3% 5,9% 8,3% 2,2%
Proj4 38,8% 88,6% 52,0% 6,3% 9,7% 2,5%
Proj5 39,8% 87,0% 53,9% 6,6% 8,7% 2,6%
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Tendo aplicado todos os passos da analise, avaliamos o tamanho e tempo
das analises, sempre em relacdo ao numero total de sequéncias geradas pela
reacao de sequenciamento. O tamanho corresponde majoritariamente ao arquivo
binario com as sequéncias alinhadas contra o genoma de referéncia e ao arquivo
com as posi¢cdes variantes no genoma, bem como dos arquivos de logs
intermediarios das analises (Figura 12). O tempo diz respeito as etapas de
processamento deste arquivo, incluindo as etapas a partir da marcacdo de
duplicados até a descoberta de variantes (Figura 13). Assim, a grosso modo,
esperamos gerar aproximadamente 40GB de dados em 30 horas a partir de 100

milhdes de sequéncias.
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Figura 12. Variacao do tamanho final dos arquivos de alinhamento pelo nimero de sequéncias.
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Abstract

Background: The coding region of the human genome corresponds to less than 2%
of its entirety. This portion, called exome, concentrates most of known pathologic
variations. After alignment, each base position can be interrogated a certain number
of times. This metric is referred as depth. It is important to determine whether
technical and ethnic differences can affect this parameter. In the present work, we
aim to investigate and understand the technical and ethical patterns of base-specific

depth on whole exome sequenced subjects from the 1000 Genomes Project.

Results: Comparative analysis with multidimensional scaling projections suggests
that exome capture behaves differently across different capture methodologies and
is susceptible to population differences. We believe that one reason for this is the
fact that probes used for capture may require population-specific design, as they do
not account for many population specificities. Genetic differences due to isolation

and selection between the populations may explain these findings.

Conclusions: The success and reliability of exome sequencing strongly depends
on the capture phase reaction. Lack of effectiveness in capturing sequences from
different ethnicities may represent a concern when dealing with population studies.
Technical integration is challenging as well, as different methodologies directly

impact final exome coverage patterns.

Keywords: depth of coverage; whole exome sequencing; population genetics;

ethnicity; bioinformatics
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Background

Whole exome sequencing (WES) has emerged as a powerful tool in genomic
medicine, as it provides the possibility of interrogating the most interpretable portion
of the genome [1]. This strategy allowed the identification of causal variants with high
success rate in several Mendelian disorders [2, 3]. But if the genotype tends to
assume a more complex profile, exome resequencing can still add important
information, but some issues in interpretation as well [5, 6]. The development of
many different capture technologies adds complexity to data integration. This
difficulty is due different exome capture efficiency [4]. Results obtained from next
generation sequencing technologies may suffer biases due to experimental design,
sequencing strategies and variant calling methods [7]. However, WES may also
include another source of bias: the exons’ capture reaction efficiency, which directly
affects the sequences final depth uniformity, affecting final interpretation [8, 9].

In fact, reads uniformity, depth and quality depend directly on the enrichment phase
and primordial to the WES reaction. The depth of coverage, depth or still the
coverage, is the average number of sequenced and properly aligned bases or reads
at a certain position or region. Its expected value is one of the first parameters
considered in sequencing studies design [10]. Depth has big variations in WES
studies. Even when the expected coverage is high, capturing some regions can still
be problematic [11]. Some capture methodologies promise to cover certain regions
more efficiently, bringing difficulties to researchers when opting for a capture

platform [12]. In spite of its complexity, understanding depth distribution in a capture
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experiment is essential to establish a relationship between the number of reads,
costs and efforts required to answer the question of interest [13]. Those difficulties
in capture affect experimental results, yielding regions with different depths and
introducing depth differences between samples [14].

Whole genome sequencing may not be a feasible alternative when the interest is on
population studies. Focusing on exons reduces the complexity, drops costs and
simplifies interpretation. On the other hand, inferring copy number is not trivial.
Depending on the methodology and the exome definition, different capture protocols
may also add distinct bias patterns to the results [15, 16, 17].

Recent population growth and weak purification selection contributed to increase the
number of previously unknown and population-specific variants [18]. In fact, there is
an increasing need for the development of population-specific markers [19]. It is
already in use in SNP-array designs, allowing for greater resolution in population-
specific variants [20, 21]. One serious issue is the fact that using a single reference
genome as model for probes design may not account for population-specific
variations and genomic rearrangements [22, 23, 24, 25, 26].

In this context, we describe depth variations in the coding regions of a subset of
whole exome sequenced samples from the 1000 Genomes Project [27], aiming to

analyze the impact of technical and population differences on depth.

Materials and Methods

We used public data from the 1000 Genomes Project Consortium (Additional File 2)
to investigate the variation of depth [27]. We selected 120 unrelated individuals from

41



four populations (GBR - British in England and Scotland; ACB - African Caribbean
from Barbados; YRI - Yoruba in Nigeria and JPT - Japanese in Tokyo) and three
technically and temporally different phases. The subset of targets used in the capture
reactions in phase | and Il are intersections of the different technologies used by the
Consortium, combined with regions corresponding to the Consensus Coding DNA
Sequences (CCDS) gene list [31, 32, 33]. The targets in phase Ill are from

NimbleGen EZ exome (version 1) and Agilent Sure Select (version 2).

To investigate population specific changes in depth, we selected 120 unrelated
individuals from phase Il and from 12 different populations: GBR - British in England
and Schotland; IBS - Iberian population in Spain; ACB African Caribbeans in
Barbados; GWD - Gambian in Western Divisions in The Gambia; ESN - Esan in
Nigeria; MSL - Mende in Sierra Leone; YRI - Yoruba in Ibadan, Nigeria; JPT -
Japanese in Tokyo, Japan; LWK - Luhya in Webuye, Kenya and TSI - Toscani in

Italy.

We developed our own comparison method by combining multidimensional scaling
with permutation tests [34]. We estimated the distribution of the statistic of interest
under the null hypothesis (i.e., no differences between the groups) by randomly
shuffling the group memberships of the observations. This allowed us to perform
hypothesis testing without distributional assumptions [35]. Our strategy uses MDS
to project the data onto lower dimensions, while preserving the distance between the
data points. We determined the statistic of interest using these projections obtaining

the Mahalanobis distance between the groups. The method empirically estimates
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the null distribution of the distances between the groups using permutation. The
strategy uses this distribution to assess the evidences of differences between them.
The method is available as an R function at https://goo.gl/ivitzdW [36]. We used
SAMtools depth (version 1.0) [37, 38] to estimate base-by-base depth over all the
CCDS regions from the 22 autosomal chromosomes. We used the R statistical

environment (version 3.1.1) [39] to conduct our analysis.

Results

Technical differences strongly affect depth distribution in WES

By using the projections obtained by multidimensional scaling, we identified that
samples cluster together according to the study phase they are part of. Depth
patterns suggest strong separation between samples from phase Il (p-value <
0.001, for both comparisons) and those from phases | and Il (p-value = 0.004). This
suggests that changes in capture methodologies affect coverage patterns (Figure

1A).

On Figure 1B, we observe differences when comparing accumulated depth
distribution. Low depth positions are not relevant for variant calling and may
introduce false-positive results. However, sectors with extremely high depths adds
no new information, as sequencing efforts results on a redundant interrogation of

those regions.

Different populations present different depth distributions
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Figure 1A shows that samples from phase Il have a smaller dispersion, suggesting
that the most recent capture definition used by the 1000 Genomes Consortium is

more consistent in comparison with the other phases.

High dimension data 2D projection over the whole exome definition depth for this
phase suggests a separation into two groups: one mainly composed by Negroid
populations (GWD, ESN and MSL) and other mixed group with the remaining
populations (Figure 2A). We calculated the distances based on the centroid of each
population cluster (Additional File 1) and Figure 2B illustrates these distances among

populations.

Discussion

Technical and population differences affect the observed coverage in WES.
Theoretical depth estimation for these studies is complex and depends on a number
of technical factors like library preparation and capture, generating the variability
between the planned and observed depth [13]. Despite this issue, establishing the
expected average depth is one of the most important parameters when designing
sequencing experiments. It influences the number of unique fragments or pairs

aligned to a reference genome with acceptable quality scores [10].

Our results indicate that technical differences in the capture phase proved to play

the most important role while separating different samples depth over their captured

44



coding regions. This presents a challenge for large and long-term exome sequencing

projects that expect to aggregate methodological advancements over time.

Different capture profiles between samples from different or mixed ethnicities may
represent another concern. Our hypothesis is that this stratification is a result of
population isolation and selection over time. This corroborates the fact that probes
used for capturing require population-specific designs, like what is already in use for
genotyping microarrays. This illustrates how important it is to take into account that
some information may have been lost or causing misunderstanding while using a
single human reference genome that may not account for population-specific
common variations or genetic rearrangements. The same may occur to the probes
for any targeted region [23, 26]. Some effort is in progress in order to understand the
genome complex organization: we can cite population-based reference graphs,
common unaligned sequences databases and advances made in minimizing off-
target reads, decreasing costs and increasing sensibility [24, 25, 28, 29, 30]. In fact,
the new human genome assembly, GRCh38 contains 178 alternative locus
sequences, and more than 150 genes not previously represented, what is a short

but important advance in this direction [26].

Conclusions

Our study indicates that WES depth is liable to technical and population differences,
given that the initial step for a WES experiment is the capture of the target regions

to be subsequently enriched and sequenced. This step is dependent on probe
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hybridization, whose construction is based on a single reference genome that might
not account for population-specific genetic variability. It is fundamental to account
for such specificities, as they directly influence the efficiency and effectiveness in the

capture phase, directly influencing the depth distribution.
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Analysis; WES - Whole Exome Sequencing.
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Figure 1. Technical differences affect WES depth: (A) Metric multidimensional
scaling 2D projection for the whole exome depth of 120 samples: Notice that
samples from phase Il tend to cluster together in a different way of samples from
phases | and II. This suggests that differences in the capture protocols deeply
influence the final depth distribution over samples. (B) Accumulated depth
distribution for the three 1000 Genomes exome sequencing phases: In average, the
three sequencing phases have different depth distributions. Note that about 40% of
the data have at most a 5x coverage. Low or extremely high depths do not add
relevant information or may represent redundant information, affecting experiment
costs.
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Figure 2. Metric multidimensional scaling and cluster’s distances for the
depth of 120 samples from phase Ill: (A) The depth MDS suggests a separation
of our samples into two groups: one mainly composed by Negroid populations
(GWD, ESN and MSL) and other mixed group with the remaining populations. (B)
The radar plot presents these centroid distances for each of the populations. Each
polygon represents the distances in (A) from one population’s clusters to all the
others. One possible explanation for those differences may be that older and
conserved populations have aggregated much more variants to their genomes,
which impacts in the capture reactions, and consequently in the depth obtained.

Additional Files (https://goo.gl/tEftzz)

Additional file 1 - Population distances based on the MDS from Figure 2B (xIsx)
Spreadsheet containing the distances between population groups and p-values.

Additional file 2 - Samples information (xIsx) Spreadsheet containing information
for the 1000 Genomes Project samples used in this study.
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7. DISCUSSAO

Dados os véarios passos para analise de sequenciamento de alto
desempenho apresentados até aqui, aplicamos e testamos uma forma eficaz de
executar e analisar os resultados obtidos através do controle de qualidade pré e
pos-alinhamento, bem como toda a aplicacéo do workflow desde o sequenciamento
até a identificacdo de variantes consistentes e anotadas para filtragem posterior.

Nosso pipeline se baseou principalmente naquele proposto por [34, 35]. A
escolha do alinhador BWA consistiu no fato de ser uma ferramenta amplamente
utilizada pela comunidade cientifica e por apresentar uma alta sensibilidade e
especificidade em comparacdo com uma ampla gama de alinhadores de codigo
aberto [53]. O suite de ferramentas do GATK possui véarias fun¢des que propiciam
a interrogacdo consistente de regides ou posi¢cdes variantes no genoma. Ao se
comparar o0 GATK com outros algoritmos [54, 55, 56], nota-se uma maior
especificidade do GATK [35]. Este conjunto de ferramentas, escrito em Java, se
destaca por disponibilizar varios moédulos para andlise, em uma arquitetura de
processamento com MapReduce [57], onde pudemos nos focar nas ferramentas
disponiveis para tratar com os desafios impostos aos dados de exomas humanos,
propiciando aplicacdo nas etapas de chamada de variantes através da correcao de
erros sistematicos no alinhamento de sequéncias e designacao da qualidade das
bases, sempre com o intuito de minimizar falso-positivos.

As associacdes entre variantes encontradas por sequenciamento e o

fendtipo em estudo sdo complexas e possuem varias dificuldades como
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apresentadas por [58, 59, 60]. Nosso workflow permitiu detectar comportamentos
anbmalos na reacdo de sequenciamento através do controle de qualidade pré
alinhamento, evidenciando falhas pontuais em determinados ciclos, quedas de
gualidade fora dos padrdes esperados, bem como discrepancias sistematicas nas
percentagens de GC e dos nucleotideos em separado. Apesar de aparentes, estes
achados ndo se apresentaram danosos ao ponto de inviabilizar as analises
seguintes, e foram corrigidos mediante a etapas de realinhamento e recalibracéo
de qualidade. Desafios parecidos foram encontrados por [61, 62, 63, 64, 65, 66].
Nosso experimento versa a respeito do alinhamento de sequéncias
provenientes do exoma humano. A grande parte das sequéncias contudo ndo séo
alinhadas a regido que corresponde ao alvo da definicdo do exoma utilizada pelo
kit de captura utilizado, sugerindo possiveis falhas ou ineficiéncia na metodologia
de captura destas sequéncias flanqueadas fora de sua definicdo. Apesar destes
achados, nossa cobertura média foi de 59X, variando para cada experimento
(Tabela 3), considerada satisfatéria para os padrdes esperados. Além disso, ao
considerarmos apenas as regides de intersec¢do entre o kit de captura estendido
gue utilizamos e o restrito, temos que para esta regido a cobertura é de 66X,
apresentando melhor cobertura que na verséao estendida por si sé (Figuras 10 e 11).
Ao tracarmos um perfil das amostras sequenciadas, temos que para o protocolo de
preparo das bibliotecas e sequenciamento, sequenciar em torno de cem milhdes de
sequéncias € plausivel para se obter uma cobertura superior de 50 vezes em mais
de 50% da definicdo do exoma, dentro de padrbes de qualidade e cobertura em

sequenciamento expostos por [67] em varios experimentos em sequenciamento.
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Baseado no numero inicial de sequéncias utilizadas para as analises, também
obtivemos um perfil das demandas de armazenamento, e tempo de processamento
para as analises.

A maior parte do total das variantes encontradas ndo estavam nos exons,
evidenciando que as baixas coberturas (<10x) nos arredores das regides
propriamente capturadas tém uma influéncia muito maior na introducao de variantes
gue sao possivelmente errbneas ou que nao possuem uma cobertura adequada
para classifica-las como causais no fenétipo (Tabelas 4 e 5). Ao considerar esse
fato, poderemos modificar nossa abordagem de filtragem de variantes encontradas,
podendo prender nossa atencdo em variantes bem cobertas e com alta qualidade
de alinhamento em regides codificantes e possivelmente, a sua extensdo mais
préxima. De fato, a deteccéo de variantes que sao na verdade falsos-positivos é de
extrema importancia em WES para uma associacdo genotipo-fenotipo [68].

Para as etapas intermediarias de alinhamento, identificamos a necessidade
real de criacdo de um banco de variantes gendmicas da populacdo brasileira,
empregada para as etapas de realinhamento ao redor de indels e recalibragéo de
gualidade. Neste trabalho ja o fizemos com bancos como dbSNP [52]. De fato,
varios projetos visam a criacdo de grandes bancos de dados de variantes
gendmicas [48, 69, 70, 71]. Acreditamos que, ao utilizar um banco criado a partir de
nossa populacdo, poderemos ter um maior poder de identificacdo de regides
passiveis de intervencdo de realinhamento e recalibracdo de qualidade,

eventualmente refletindo nas variantes interrogadas e na associacédo de variantes
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aos fenotipos, excluindo as que pela sua frequéncia na populacédo normal, ndo séo
tomadas como patogénicas.

Diferencas técnicas e populacionais afetam a distribuicdo da cobertura em
exomas do Projeto 1000 Genomas. Devido a complexidade das etapas de
preparacao das bibliotecas, comumente sdo observadas grandes variacfes entre
os valores esperados e obtidos [72]. Diferencas técnicas inseridas na fase de
captura sdo mais impactantes, elucidando o grande desafio em se integrar dados
obtidos por diferentes metodologias. Contudo, para uma mesma fase, podemos
observar uma segregacdo populacional em dois grupos: um majoritariamente
constituido por uma populacdo com background étnico africano conservado e outro
com as demais etnias consideradas. Julgamos que esse achado reflita a diferenca
genbmica entre as populacdes consideradas que ndo Sao necessariamente
contempladas pelo uso de um Unico genoma de referéncia para criacdo de alvos
para captura do exoma.

Como pontos positivos para este estudo, temos a aplicacédo de um workflow
a dados de sequenciamento de alto desempenho de exomas humanos que leva em
consideracao correcdes no alinhamento local ao redor de inserces e delecdes,
bem como a recalibracdo da qualidade das bases interrogadas na reacdo de
sequenciamento, culminando com uma lista anotada de variantes passiveis de
filtragem pelos pesquisadores responsaveis. As ferramentas utilizadas séo todas
softwares livres, executadas em sistema operacional Linux, todas distribuidas por
grupos de pesquisa renomados, amplamente utilizadas pela comunidade cientifica

e em constante manutencdo e atualizacdo. Como fragilidades no dado estudo,
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temos a falta de um banco de variantes da populacdo brasileira, que poderia
contribuir para eliminacdo de falsos-positivos e descoberta de variantes nos
individuos da populacéo. Fragilidades relacionadas a técnica de captura do exoma
também podem influenciar os resultados finais das analises.

Temos assim que grande avanco foi realizado nas etapas de analises dos
dados de exomas humanos, possibilitando aos pesquisadores responsaveis
estabelecer uma real associacdo entre 0 gendtipo encontrado e o fendtipo

apresentado pelos individuos sequenciados.
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8. CONCLUSAO

Ao concluirmos nosso trabalho, temos um workflow consistente e robusto
para interrogacdo de variantes, que levou em consideracdo a qualidade das
sequéncias fornecidas pelo sequenciador, o alinhamento contra 0 genoma,
realinhamento ao redor de regibes sabidamente conhecidas como portadoras de
variacoes, recalibracéo da qualidade e anotacao.

Além disso, fomos capazes de anotar as variantes encontradas com o intuito
de facilitar a aplicacdo dos filtros biolégicos e posterior andlise, colocando em
evidéncia, por exemplo, variantes em regides possivelmente codificantes e aquelas
gue sao tidas como patogénicas em potencial.

Temos evidéncias que a cobertura obtida pelo sequenciamento do exoma foi
influenciada por diferencas técnicas e populacionais, refletindo que a complexidade
do genoma pode interferir na reacdo de captura das sequéncias, influenciando a

efetividade da técnica empregada.
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ANEXQOS
Anexo 1. Parecer do comité de ética em pesquisa
FACULDADE DE CIENCIAS

MEDICAS - UNICAMP
(CAMPUS CAMPINAS)

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIORREPOSITORIO
¢ESTUDOS DE GENETICA MOLECULAR EM DOENGAS NEUROPSIQUIATRICAS

FASE ¢ ¢
Pesquisador: Iscia Teresinha Lopes Cendes

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nao contemplada acima.)

Versao: 2

CAAE: 12112913.3.0000.5404

Institui¢cao Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nﬁmero do Parecer: 257.020
Data da Relatoria: 12/04/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto para implantaga@o de biorepositério de doengas neuro-psiquiatricas e casos-controle.
O estudo prevé recrutamento e coleta de 700 pacientes e'300 individuos controle.

O presente projeto pretende estudar os aspectos moleculares das seguintes doengasas: epilepsias,
malformagdes do desenvolvimento cortical, coreias, ataxias, paraparesias espagsticas, distonias, transtorno
afetivo bipolar, esquizofrenia, doenczas musculares, doenc¢as mitocondriais, doenc;a de Parkinson,
acidente vascular cerebral e demegncias. O projeto esta, dividido em sub-projetos, com a descriciago
detalhada das estrate;gias que sera;o utilizadas para cada uma dessas doenc;as.

Sera; o utilizados diversas tecnicas de biologia molecular para identificac¢a; 0 de mutac; 0. es conhecidas
ou novas, como PCR, sequenciamento convencional e de tereceira geracia,o e anaglises de
bioinforma tica. No Subprojeto 1 (Epilepsias e Malformaco.es do Desenvolvimento Cortical), sera;o
avaliadas mutacio¢es atrave;s da implantaciao da tecnologia de sequ¢enciamento, baseada em
equipamento de terceira gerac¢a;0 e um novo sistema de detecci a0 eletrog nico, sistemalon Torrent® .
No subprojeto 2 sera;, realizada a captura e 0 sequenciamento do exoma em amostras de DNA de

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP
(CAMPUS CAMPINAS)

material bioldgico. Estao presentes todos os termos de apresentagao obrigatdria previstos pela Resolugao
196/96 e complementares, assim como o "Regulamento do Biorepositério de Doengas Neuropsiquiatricas!".

Recomendagoes:

Nada a declarar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Foram acrescentadas ao projeto principal as informagdes sobre o recrutamento dos voluntarios do grupo
controle, com priorizagao inicial para membros da familia de pacientes, porém nao portadores das doencas.
As amostras serdo coletadas nos ambulatérios de Genética e Neurologia HC-Unicamp e Hemocentro-
UNICAMP.
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Anexo 2. Termos de consentimento e requisicdo de exames empregados

0 Universidade Estadual de Campinas

ohieAkE Departamento de Genética Médica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Titulo do projeto: Estudos de genética molecular em doencas neuropsiquidtricas — Fase |
Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes (tel: 19 3521 8907)
OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
pacientes e familias de individuos com

) Epilepsias

) Malformagdes corticais

) Coreias

) Ataxias

) Paraparesias

) Distonias

) Transtorno afetivo bipolar
) Esquizofrenia

) Doengas musculares

) Doengas mitocondriais

) Parkinson

) Acidente Vascular Cerebral
) Deméncias

) Grupo Controle

A~~~ ——— f— p— . —

O objetivo do estudo ¢ identificar a alteragdo genética que causa a doenga. Isso podera melhorar o
diagnéstico da doenga (se a alteragdo for encontrada) e poderé levar a um melhor tratamento no
futuro. No entanto, sei que muito provavelmente o meu tratamento néo sera modificado com a
participagdo nesse estudo.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardio perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um
exame fisico neuroldgico e ou psiquiétrico para estabelecer meu estado clinico. Além disso,
poderei ser submetido a um eletroencefalograma (EEG), ou a uma eletromiografia (EMG) e
talvez uma tomografia computadorizada ou uma ressondncia magnética de cranio. Uma amostra
de sangue venoso sera colhida (20 a 30 ml, o equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizagdo
ndo serd necessaria. Os procedimentos mencionados acima, com excegdo da coleta da amostra de
sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para um paciente com doenca
neuropsiquidtrica.

Rubrica do pesquisador Rubrica do sujeito de pesquisa ou seu representante

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz" - Distrito de Bardo Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8907 - FAX: (019) 3521-8909
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6 Universidade Estadual de Campinas

UNICAMP Departamento de Genética Medica

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor ¢ manchas roxas (equimoses) no local da coleta
do sangue. O desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia
do brago que serd realizada por profissional treinado e habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse
estudo e que o meu diagnéstico e o meu tratamento provavelmente nio serdo modificados.
Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com doengas neuropsiquidtricas e suas familias, possibilitando um melhor diagnéstico e
tratamento mais adequado. E importante notar que o diagnéstico pré-sintomético ndo faz parte
dessa pesquisa, mas se eu desejar obter orientagio genética, ela sera oferecido no ambulatorio de
neurogenética do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
tel. (19) 35217754.

 SIGILO:

Eu entendo que toda informagio médica, mas ndo os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontudrio médico e serio submetidos
aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informagdo médica. Se os resultados
ou informagdes fornecidas resultarem em publicagdo cientifica, nenhum nome serd utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (19) 35217754 estara disponivel para responder minhas
questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, davidas ou reclamagdes posso contatar a secretaria
do Comité de Etica em Pesquisa, tel. (19) 3521-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo ¢ voluntdria e que eu posso me recusar a participar
ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no estudo a qualquer momento
(incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo
atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra. Iscia
Lopes Cendes pode interromper a minha participagao nesse estudo a qualquer momento que
julgar apropriado.

Rubrica do pesquisador Rubrica do sujeito de pesquisa ou seu representante

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz" - Distrito de Bar&o Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8907 - FAX: (019) 3521-8909
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UNICAMP Departamento de Genética Médica

Eu confirmo que o(a) Dr(a).
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido, os riscos, 0s
desconforto e as possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e compreendi (ou

_me foi explicado) esse termo de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse
estudo. Além disso, informo que:

1 Autorizo o armazenamento do material biolégico e dispenso a necessidade de novo
consentimento em caso de seu uso em outras pesquisas. ‘

[1 Autorizo o armazenamento do material biologico e desejo ser consultado para consentimento
em caso de seu uso em outras pesquisas.

1 NAO autorizo o armazenamento do material biolégico, devendo o mesmo ser descartado apos
o encerramento de minha participagdo nessa pesquisa.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsével data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a i
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos ¢ vantagens que poderdo
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma
cépia desse termo de consentimento ao participante ou responsavel. Caso uma nova pesquisa seja
realizada utilizando o material biologico coletado e armazenado por ocasido dessa pesquisa,
comprometo-me a submeter e aguardar o parecer do sistema CEP/CONEP para sua utilizago.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Bar&o Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8907 - FAX: (019) 3521-8909
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ANEXO 3. Lista das mostras tratadas neste trabalho.

Tabela 5. Associagéo entre amostras e projetos de pesquisa

Amostra Experimento

19313 1 Projl
4411 1 Projl
54112 1 Proj1
74212 1 Projl
pl13_1 Projl
pl6 1 Projl
pl9_1 Projl
p20 1 Projl
19313 Projl
4411 Projl
54112 Proj1
74212 Projl
p13 Projl
pl6 Projl
p19 Projl
p20 Projl
586 Proj2
587 Proj2
588 Proj2
920 Proj2
931 Proj2
938 Proj2
942 Proj2
943 Proj2

F1-1 Proj3 - F1
F1-2 Proj3 - F1
F1-3 Proj3 - F1
F1-4 Proj3 - F1
F2-5 Proj3 — F2
F2-6 Proj3 — F2
F2-7 Proj3 — F2
F2-8 Proj3 — F2

P4-1 Proj4
P4-2 Proj4
P4-3 Proj4
P4-4 Proj4
102214 Proj5
64814 Proj5
93814 Proj5
93914 Proj5
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