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Resumo

Essa tese traz contribuigdes ao progresso de diferentes arcas da Gendmica ¢ da
Bioinformatica em diversas dimensdes. Estudos que compreendem desde a geragdo e analise
do dado genético até a sua aplicagdo com propodsitos biomédicos e evolutivos sdo discutidos.
Sdo apresentadas contribuigdes para a geragdo de dados gendmicos de qualidade, as
consequéncias sofridas por populagdes negligenciadas no campo biomédico, tendo em vista a
desconsideragdo da diversidade genética humana populacional, além de perspectivas para a
compreensdo dos eventos de adaptacdo poligénica utilizando populacdes miscigenadas como
modelo.

Os resultados apresentados no primeiro capitulo demonstram a importancia do processo
de geragdo de dados genéticos, com enfoque em diferentes etapas, desde a manipulagdo do
material biologico até a determinagdo das variantes. A relevancia da escolha dos métodos ¢ a
necessidade da utilizagdo de ferramentas computacionais adequadas para lidar com as
particularidades do ensaio bioldgico sdo abordadas. As analises indicam divergéncias de acordo
com os métodos de chamada de variantes utilizados e destacam os principais aspectos a serem
observados no estabelecimento de processos customizados de geragdo e analise de dados.

Parte dos dados gerados com os métodos do primeiro capitulo contribuiu para o estudo
genético-populacional realizado no capitulo seguinte. Considerando evidéncias reportadas na
literatura cientifica que suportam a existéncia de associ¢do entre marcadores moleculares dos
genes PDE4B ¢ MYTIL, a ancestralidade nativo-americanana e a recidiva de leucemia
linfoblastica aguda (LLA), a diversidade molecular desses dois genes foi analisada em
populagdes miscigenadas e predominantemente nativo-americanas da América Latina. Um dos
principais resultados indica que em varias populagdes ha marcadores em desequilibrio de
ligagdo cujos alelos de risco para a recidiva da LLA possuem maior frequéncia quanto maior
for a propor¢do de ancestralidade nativo-americana. A diversidade e estrutura genética sdo
discutidas também no contexto da regulagdo génica, ja que podem ter consequéncias diretas
sobre a resposta ao tratamento da LLA. Tendo em vista que os estudos sdo distorcidos quando
a diversidade genética humana global ndo ¢ apropriadamente considerada, esse capitulo discuti
os resultados considerando os protocolos de tratamento da LLA aplicados em paises da América
Latina.

Os estudos de populagdes negligenciadas, em especial as popula¢des com historico de
formagéo por eventos de miscigenag@o, ndo se beneficiam dos progressos na area da Gendmica
apenas no que diz respeito a melhor compreensdo e aprofundamento das analises no campo
biomédico. O avango dos métodos e técnicas de analise também permitem que hipdteses
relacionadas aos pilares tedricos da evolucdo das populagdes humanas sejam testadas no nivel
Genomico. O ultimo capitulo apresenta perspectivas construidas a partir de um esforco inicial
para utilizar as particularidades de populacdes miscigenadas na busca por sinais de selegdo
poligénica. As suaves alteragdes de frequéncias em locos multiplos podem revelar a atuagéo de
pressdes seletivas antes ndo identificadas e a analise de populagdes miscigenadas foi explorada
como um modelo para a aplicagdo de métodos que auxiliem na identificacdo desses sinais
evolutivos.

Portanto, as principais contribui¢des dessa tese envolvem a geracdo de dados de qualidade
e a aplicagdo de novas metodologias para o estudo de populagdes pouco referenciadas nos
contextos biomédico e evolutivo. Assim, espera-se fornecer uma visdo geral de como a
Bioinformatica permite lidar com a complexidade dos processos de construgdo do
conhecimento bioldgico considerando os avangos metodologicos recentes.

Palavras-chave: Nativos-americanos, Leucemia, Recidiva, Selecdo poligénica, Bioinformatica



Abstract

This dissertation provides contributions to the progress of different areas of the
Bioinformatics and Genomics fields in several dimensions. It presents studies lying on the
generation and analysis of genctic data and its applicability for biomedical and evolutionary
purposes. Readers will find contributions toward generation of good-quality genomic data,
discussions on biomedical consequences suffered by neglected populations given
underestimation of global human population genetic diversity, and perspectives for a better
comprehension of polygenic adaptation in admixed populations.

Results presented in chapter one highlight the importance of genetic data generation,
discussing steps ranging from the biological material handling to genetic variant calling. This
chapter addresses the importance of choosing correct analytical methods and computational
tools suitable to deal with the particularities of the biological assay. Analyses show differences
in results according to variant calling strategies and point out issues to be considered when
customizing processes for data generation and analyses.

Part of the dataset generated in the first chapter was used for population-genetics
analyses performed in the second chapter. Given previously reported evidences supporting
association among PDE4B and MYT1L molecular markers, native-american ancestry and acute
lymphoblastic leukemia (ALL) relapse, molecular diversities of such genes were assessed in
admixed and native-american populations from Latin America. One of the major findings
shows linkage disequilibrium association in several populations between markers whose ALL-
relapse risk-alleles frequencies are directly related with proportion of native-american ancestry.
The genetic structure and diversities of such genes are analyzed and also discussed regarding
potential regulatory functions, since they may directly affect ALL treatment outcome in native-
americans. Several reports have highlighted uncompleteness of studies focusing on diseases
comprehension and treatment outcome if not considering global human genetic diversity. Thus,
this chapter contributes for fixing such distortion by analyzing and discussing results which
may have consequences for ALL treatment protocols applied in Latin America countries.

Studies performed with neglected populations, especially those historically arising from
admixture processes, do not benefit from advances in Genomics solely due to progresses in
knowledge and better-quality analyses for biomedical purposes. Technical advances and
methods improvements also allow testing hypotheses about human populations evolution in the
broad context of Genomics. The last chapter presents perspectives after an initial effort toward
using admixed populations particularities for seeking polygenic adaptative signals. Slight
alleles frequencies shifts in multiple loci may reveal selection footprints not yet identified.
Hence, admixed populations may be used as a model system for applying new methods suitable
to point out natural selection polygenic signals not yet reported.

Thus, major discussions involve the generation of good-quality data and application of
new methods to study populations underrepresented in scientific reports. One expect to provide
an overview of how Bioinformatics aids in dealing with the high-complexity of building
biological knowledge considering modern methods and technologies.

Keywords: Native-american, Leukemia, Relapse, Polygenic selection, Bioinformatics
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APRESENTACAO

Os recentes progressos alcancados na area da Genomica foram expressivos em razao
dos avangos tecnologicos obtidos nas ultimas décadas, mais especificamente na era iniciada
apos o sequenciamento do primeiro genoma humano (MARDIS 2011). Em razdo dos altos
investimentos para o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento de acidos
nucléicos, atualmente é possivel acessar as informagdes do genoma completo de qualquer
organismo em escala de horas. Essa revolugao tecnoldgica permitiu que estudos de diversas
areas do conhecimento bioldgico incluissem a Gendmica como um dos seus pilares de base
tedrica e pratica (MARDIS 2008). As aplicagdes no campo da biologia humana foram ainda
mais evidentes em razdo das inimeras linhas de pesquisa focadas em medicina, satude e
evolucio.

A geracdo massiva de informagdo que impulsionou a Gendmica, atualmente ao nivel
de uma das areas mais importantes para estudos de base bioldgica, também levou ao
surgimento de novos desafios em diferentes campos do conhecimento. O desenvolvimento
dessa area permitiu que hipoteses anteriormente consideradas como dificeis de serem testadas
por dificuldades metodologicas passassem a ser colocadas em prova em estudos amplos,
alicercados em um volume de dados sem precedentes. Nesse contexto, a manipulagio e
analise de um universo de dados de grande magnitude, e que ainda se encontra em
crescimento expressivo, indicaram limites antes ndo conhecidos. Atualmente, sdo
reconhecidas as limitagdes dos métodos e ferramentas de analise frente a taxa de geragdo de
dados (NEKRUTENKO & TAYLOR 2012). O que ndo ¢ de se surpreender, tendo em vista a
superagdo da lei de Moore quando aplicada a realidade da Genomica (WETTERSTRAND
2019) e a constatacdo de que estimativas do inicio da década indicassem que, naquele
momento, a cada dois dias era gerada no mundo a mesma quantidade de informagdo que havia
sido acumulada em toda a historia até o ano de 2003 (BOTTLES et al. 2014). Esse déficit
notorio de capacidade analitica revelou a necessidade de progressos em areas que permitissem
extrair informagdes claras e interpretaveis a partir de imensos bancos de dados. Diante desse
cenario, o advento de estratégias e mecanismos computacionais voltados a analise de dados
biologicos complexos motivou a consolidagdo e o progresso de um ja tradicional campo do
conhecimento: a Bioinformatica (HAGEN 2000).

Nesse contexto de desenvolvimento vertiginoso, a Genomica e suas aplicagoes

transcenderam limites de areas do conhecimento e encontraram na Bioinformatica o suporte
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ideal para o progresso cientifico. Fazendo uso da riqueza de possibilidades proporcionada pela
interface entre a Bioinformatica e a Genomica essa tese busca contribuir em diferentes etapas
dos processos de geragdo, interpretacdo e aplicagdo dos dados biologicos para a solugdo de
problemas voltados as questdes biomédicas e evolutivas.

Por meio da constatacdo de que lacunas de conhecimento precisam ser preenchidas
nos processos de geragao de dados de qualidade (TAUB et al. 2010, O’ RAWE et al. 2013), o
primeiro capitulo dessa tese discorre sobre resultados encontrados na analise dos dados
gerados por sequenciamento massivo de acidos nucléicos e pelo emprego de métodos de
defini¢@o de variagdes genéticas. A compreensdo acerca das especificidades técnicas de
geracdo da informagdo, em conjunto com os conhecimentos bioldgicos que envolvem os
estudos, permitem elevar a qualidade do dado bioldgico a patamares de maior confianga
estatistica. A hipotese testada nesse capitulo foi de que a chamada de variantes € um processo
que apresenta resultados mais confiaveis a medida em que sdo consideradas as propriedades
da biblioteca sequenciada e de todo o processo de geragdo do dado. Nesse sentido, o capitulo
1 contribui para a discussdo sobre as implicagdes técnicas das diferentes ferramentas
bioinformaticas e processos de analise considerando as particularidades dos dados biologicos
a serem utilizados.

A contribuigdo para a qualidade do dado gerado tem a pretensdo de trazer maior
confianga aos estudos conduzidos com propdsitos amplos, tais como os aplicados na area
biomédica. Nesse sentido, o segundo capitulo da tese traz um estudo aprofundado sobre o
complexo cenario de interagdo existente entre a composi¢do genética individual e
populacional e suas implicagdes para o tratamento de enfermidades complexas em populagdes
humanas. A realidade atual de desenvolvimento e progresso técnico no campo cientifico
inevitavelmente espelha as desigualdades de outras areas revelando o protagonismo de paises
com economias mais desenvolvidas (O’CONNOR et al. 2018). Essa concentragio de estudos
e avangos tem implicagdes imediatas sobre a caracteristica do conhecimento gerado, o qual
impacta imediatamente popula¢des humanas de diferentes origens. De fato, a diversidade
genética populacional humana e seus padrdes de distribui¢ao revelam peculiaridades
importantes que precisam ser reconhecidas em prol do avango cientifico (POPEJOY &
FULLERTON 2016, SIRUGO et al. 2019). O segundo capitulo dessa tese aprofunda o
conhecimento genético-populacional acerca de um caso biomédico de tratamento da leucemia
linfoblastica aguda, o qual pode ser tomado como exemplo das distor¢des ainda existentes no

progresso cientifico, em que hiatos de conhecimento passam a afetar populagdes humanas de
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diferentes localidades (BHATIA 2011). Considerando evidéncias reportadas na literatura
cientifica que suportam a existéncia de associ¢@o entre marcadores moleculares dos genes
PDE4B e MYTIL, a ancestralidade nativo-americanana ¢ a recidiva de leucemia linfoblastica
aguda (LLA), esse capitulo apresenta analises da diversidade molecular desses dois genes em
populacdes miscigenadas ¢ predominantemente nativo-americanas da América Latina. A
principal hipotese testada foi de que a frequéncia dos alelos de risco para a recidiva de LLA
acompanharia de forma direta a propor¢do de ancestralidade nativo-americana das
populagdes. A diversidade e estrutura genética foram analisadas e discutidas também no
contexto da regulagdo génica, ja que podem ter consequéncias diretas sobre a resposta ao
tratamento da LLA em populagdes com proporgao significativa de ancestralidade nativo-
americana.  Processos como os resultantes do intercambio genético entre populagdes com
historicos evolutivos diferentes tém consequéncias diretas sobre os complexos sistemas
bioldgicos que envolvem seus descendentes. A mistura de perfis gendmicos diversos que
ocorre em processos de miscigenagdo populacional gera individuos com caracteristicas
particulares. Como ja mencionado, tais populagdes miscigenadas sdo inegavelmente
negligenciadas na constru¢do do conhecimento biologico direcionado ao progresso biomédico
(POPEJOY & FULLERTON 2016, BENTLEY et al. 2017, SIRUGO et al. 2019). Por outro
lado, representam oportunidades Unicas para estudos que buscam compreender as bases dos
processos evolutivos que historicamente moldaram a diversidade humana (MCKEIGUE 2005,
SELDIN et al. 2011). Nesse sentido, o terceiro e ultimo capitulo apresenta perspectivas que
buscam utilizar a grande densidade de dados genéticos oferecidos pelos avangos da Genomica
e as caracteristicas peculiares das popula¢des miscigenadas para o estudo de forgas evolutivas
relacionadas aos processos adaptativos. Pelo uso de novas técnicas de estudo genético-
populacional ao nivel gendmico, associadas ao poder analitico oferecido por processos
automatizados em ambiente computacional, esse capitulo apresenta um estudo investigativo
em busca de sinais gendmicos adaptativos em populagdes miscigenadas. Parte-se da hipdtese
de que genes cujos produtos estejam inter-relacionados em redes moleculares complexas estdo
submetidos a pressdes seletivas que atuam concomitantemente sobre suas variantes, levando a
suaves alteragdes nao-aleatorias da frequéncia de seus alelos. As pretensdes desse estudo vao
além da proposta de apenas identificar sinais adaptativos poligénicos em ambito gendmico, ja
que representa um dos primeiros esfor¢os para testar hipoteses de atuag@o da seleg@o natural
em popula¢des humanas das Américas considerando os resultados dos processos de

miscigenagao.
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Portanto, a presente tese discorre sobre assuntos de diferentes areas do conhecimento
relacionados a Genomica e Bioinformatica que vém sofrendo progressos expressivos recentes.
Busca-se integrar e discutir resultados de diferentes naturezas, mas que convergem aos
campos de aplicagdo da Genomica. Pela apresentagdo de diferentes métodos e analises em
bioinformatica espera-se contribuir para o progresso na area de geracdo de dados genéticos, ¢

com estudos conduzidos nos campos biomédico e evolutivo.
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CAPITULO 1. SEQUENCIAMENTO DIRECIONADO E PIPELINE
CUSTOMIZADO PARA A GERACAO DE DADOS GENETICOS POR
SEQUENCIAMENTO POR  SINTESE: PARALELO ENTRE
FERRAMENTAS COMERCIAL E DE DESENVOLVIMENTO LIVRE

INTRODUCAO

O processo de geragdo de sequencias de acidos nucléicos e de determinacao de
variantes envolve varias etapas, desde procedimentos no campo da Biologia Molecular até
analises em programas computacionais disponibilizados especificamente para esse proposito.
Porém, um dos maiores desafios atualmente no campo da Bioinformatica ¢é o
desenvolvimento de processos que contemplem a complexidade do dado bioldgico a ser
gerado permitindo a customizacdo da analise de acordo com as peculiaridades do ensaio
desejado (ROY et al. 2018). Nos casos de geragdo de dados de painéis customizados, o
estabelecimento de pipelines especificos contribui para a eficiéncia das analises, pois permite
concomitantemente a adequagdo da analise ao ensaio biologico de interesse (DE SUMMA et
al. 2017) e a automag@o do processo levando em consideragdo as caracteristicas da
maquinaria computacional disponivel e as dependéncias de softwares existentes.

A manipulagdo da amostra, prévia ao sequenciamento do acido nucléico, ¢ obrigatoria
para o sequenciamento das moléculas. Esse processo ¢ conhecido na literatura cientifica como
construgdo da biblioteca, o qual consiste na preparagdo das moléculas para estarem
adequadas a tecnologia do sequenciador selecionado. A construgdo da biblioteca também
pode ter o papel de isolar o subconjunto de fragmentos de acidos nucléicos que se tem
interesse em sequenciar (VAN DIJK et al. 2014). Nesse sentido, considerando a grande
diversidade de métodos para a sele¢do das moléculas de interesse e também as diferentes
tecnologias de sequenciamento disponiveis no mercado, o processo de construgdo das
bibliotecas ¢ uma etapa de grande relevancia para a obtengdo das sequéncias finais
(SOLONENKO et al. 2013, BARAN-GALE et al. 2013, JONES et al. 2015).

Como na maioria dos casos as bibliotecas precisam conter apenas os fragmentos que
se tem interesse em sequenciar, o procedimento para a separagao das moléculas alvo das
demais pode ser um trabalho extensivo tendo em vista o tamanho, a diversidade do genoma e
o conjunto de acidos nucléicos extraidos (VAN DIJK et al. 2014). Em razdo dessa
dificuldade, é notavel a tendéncia de mercado que indica que em um futuro préximo, mesmo

que se busque identificar apenas algumas varia¢des especificas no genoma ou a presencga de
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certos RNAs especificos, o sequenciamento de todo o genoma ou de todo o complexo de
RNAs extraidos sera economicamente viavel (KWONG et al. 2015, PARK & KIM 2016,
MATTICK et al. 2018). At¢ que essa relagdo custo/beneficio seja alcangada as empresas e
grupos de pesquisa buscam desenvolver métodos moleculares de construgédo de bibliotecas
que aumentem a eficiéncia, reduzam os custos, mas que, concomitantemente, possibilitem a
geracdo de sequéncias com alta qualidade (JIANG et al. 2016).

Um dos campos de desenvolvimento de metodologias de construgao de bibliotecas ¢
conhecido como sequenciamento direcionado (7arget Sequencing) (MAMANOVA et al.
2010, SIKKEMA-RADDATZ et al. 2013). Os métodos relacionados ao sequenciamento
direcionado buscam isolar do restante do genoma apenas aqueles fragmentos de DNA que
possuam as sequéncias de interesse. Um dos propdsitos mais comuns da aplicagdo desse
método € o sequenciamento apenas dos éxons dos genes presentes no genoma, ou seja, o
sequenciamento do exoma (BAMSHAD et al. 2011). Porém, ha estratégias no mercado, ¢ até
mesmo desenvolvidas em laboratorios sem fins comerciais, que permitem isolar quaisquer
outras regides do genoma de organismos conhecidos (ou até mesmo de organismos pouco
estudados) (BODI et al. 2013, SAMORODNITSKY et al. 2015). Esses sdo painéis
customizados gerados de acordo com a necessidade e o propdsito do sequenciamento.

As estratégias moleculares para a construg@o de bibliotecas de sequenciamento
direcionado customizadas sdo bastante diversas, mas se baseiam principalmente em dois
métodos, os quais também possuem variagdes e que por isso explicam o grande nimero de
opg¢des existentes no mercado e na literatura cientifica (KOZAREWA et al. 2015). O primeiro
método ¢ mais simples, baseado em reagdo em cadeia da polimerase (PCR) envolve apenas a
sintese de pares de primers que sdo desenvolvidos com a finalidade de formarem grupos de
amplificagdo do tipo multiplex para que em poucas, ou mesmo em uma unica reagao,
promovam a amplificacdo em conjunto das regides do genoma que se pretende sequenciar
(SAMORODNITSKY ef al. 2015b). A vantagem dessa estratégia ¢ baseada na facilidade do
procedimento, o qual requer pouca quantidade de DNA inicial e a realizagdo de apenas
algumas reagdes de PCR. Isso faz com o que o processo seja relativamente rapido e de baixo
custo. Por outro lado ha desvantagens que estdo relacionadas com as diferencgas na eficiéncia
da amplificagdo das regides, que pode ocorrer pela heterogeneidade dos primers utilizados,
pelo conteudo GC das regides e pela afinidade da enzima utilizada. A diferenga na eficiéncia
tera impacto imediato na no niimero de copias geradas de cada sequencia alvo, o que

interferira diretamente na homogeneidade da cobertura de sequenciamento alcangada para
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cada regido. Ha também susceptibilidade a fidelidade da enzima no processo de amplificacao,
o que pode levar a insergdo de erros, induzindo mutagdes ndo existentes (para mais detalhes
veja QUAIL et al. 2012). Outros problemas que podem ocorrer pelo uso da PCR no processo
de construgdo de bibliotecas sdo principalmente: (1) a geracdo de quimeras de primers, que
podem ser formadas quando ha excesso dessas moléculas ou quando a reagdo ndo alcanga o
limiar 6timo de eficiéncia; (i1) a existéncia de variantes nos sitios de anclamento dos primers,
inibindo a amplificagdo (dropout); (iii) a dificuldade de se amplificar um nimero grande de
regides em um mesmo processo multiplex, dentre outras (AIRD et al. 2011).

As desvantagens que ocorrem em razdo do uso da técnica de PCR na construgéo de
bibliotecas sdo consideraveis, a ponto de estimular o desenvolvimento de alternativas de
construgdo de bibliotecas que ndo fazem uso da PCR. As estratégias de construgdo de
bibliotecas livres de PCR (PCR-free) estdo sendo cada vez mais disponibilizadas no mercado
e na literatura cientifica (Meienberg et al. 2016) e tendem a ser especialmente importantes em
estudos que buscam mutagdes de baixa frequéncia, como os que sdo realizados para a
identificacdo de muta¢des somaticas em carcinomas (ALIOTO et al. 2015). Porém, apesar
desses problemas, a estratégia de constru¢dode bibliotecas pelo uso de PCRs ¢é bastante
difundida, sendo o método aplicado na maioria dos produtos no mercado. Especialmente pelas
otimizagdes oferecidas pelas empresas, que investem bastante no desenvolvimento de enzimas
de alta fidelidade e com alta eficiéncia no processo de PCR.

O segundo método de construgdo de bibliotecas de sequenciamento direcionado
customizadas se baseia na fragmentagdo do DNA genomico para a formagao de moléculas
mais ou menos homogéneas em tamanho que possam ser capturadas por sondas de
complementariedade (MAMANOVA et al. 2010, BODI et al. 2013, KOZAREWA et al.
2015). A construgao de oligonucleotideos especificos para serem complementares as regides
de interesse permite a captura apenas dos fragmentos que contém as sequéncias desejadas. As
principais vantagens desse método sdo: (i) maior uniformidade de cobertura das regides no
sequenciamento, (i1) menor susceptibilidade a erros relacionados ao alinhamento de primers,
(111) menor susceptibilidade a erros causados por variantes do tipo inser¢do/delecdo. Como
desvantagens citam-se o maior custo e complexidade do processo de construcdo de bibliotecas
¢ a maior quantidade de DNA inicial necessaria para a reagdo (SAMORODNITSKY et al.
2015a,b). Além disso, apesar de mais robusta, essa técnica ndo ¢ totalmente isenta de erros
inerentes a PCR, ja que alguns ciclos de amplificagdo podem também ser necessarios nesse

método. De toda forma, a necessidade de um nimero menor de ciclos e também a utilizagdo
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de primers universais complementares a adaptadores conhecidos reduzem consideravelmente
a chance de erros quando comparado ao método de construgdo de bibliotecas que usa apenas a
PCR.

Além da etapa de construgdo da biblioteca, o processo de geragdo de sequencias
também envolve métodos e estratégias computacionais empregados desde nos programas
internos do sequenciador até¢ no tratamento posterior dos dados brutos gerados. Dentro do
sistema de sequenciamentro, a determinacdo das bases que formam as sequéncias ¢ embasada
em parametros complexos, desde com métricas de sistemas Opticos (BENTLEY et al. 2008)
até¢ com parametros dos sistemas de semicondutores que captam altera¢des no potencial
elétrico do microrreator (ROTHBERG et al. 2011). Além disso, nos processos externos ao
sequenciador, a identifica¢do de variagdes nas sequéncias, as quais podem indicar mutagdes, €
também um processo minucioso de avaliagcdo de parametros estatisticos e de métricas
desenvolvidas no campo da bioinformatica (MAGI et al. 2010, NIELSEN et al. 2011).
Portanto, além do processo quimico, o processo computacional de geragdo de sequéncias e de
determinacgdo de variantes € outro campo em desenvolvimento e que deve ser considerado
com atenc¢do para a geragdo de dados genéticos, ja que a confianga na chamada das bases e
das variantes deve ser a maxima possivel.

Atualmente ha diversas plataformas e softwares, tanto de distribui¢éo livre, quanto
comercializados no mercado, que compdem toda a cadeia de analise, desde o processamento
do dado bruto gerado no sequenciador até a determinagdo do painel final de variantes
(KUMAR et al. 2012, SANDMANN et al. 2017). Dependendo do software, o resultado pode
também incluir anota¢des sobre as mutagdes, o que envolve detalhar informagdes sobre sua
natureza, efeito preditivo, funcionalidade molecular, dentre outras (MUDGE & HARROW,
2016).

A grande maioria das empresas atuantes no mercado oferecem solugdes que
contemplam desde o kit de construgdo de bibliotecas até o software para o processamento dos
dados do sequenciador. Dessa forma, ao adquirir o kit o cliente também passa a ter direito ao
uso da plataforma informatica que processa o dado gerado. A vantagem desses programas
reside no fato de serem desenvolvidos especificamente para os kits de construgdo de
bibliotecas produzidos pelas empresas e que, por isso, levam em consideragao as
peculiaridades do ensaio molecular executado antes do sequenciamento. Além disso, sdo
programas e plataformas faceis de utilizar e que ndo requerem alta capacidade computacional

para serem executados ou, quando assim ocorre, disponibilizam servidores remotos para o
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processamento dos dados. Porém, por serem programas fechados, a velocidade com que sdo
atualizados e incorporam melhorias ¢ menor do que a que ocorre com os programas abertos.
Além disso, outra desvantagem ocorre pelo paradoxo que surge pelo desenvolvimento de
softwares de facil utilizacdo ¢ a possibilidade de se alterar parametros. Muitas vezes, 0s
softwares comerciais ndo permitem ao usudrio ajustar os parametros da analise ja que o
objetivo das companhias ¢ deixar o programa mais facil de ser manuseado (KUMAR et al.
2012). Exemplos de softwares fechados sao: SureCall™, da Agilent Technologies®, lon
reporter™ da ThermoFisher® e as plataformas GenomeStudio™ e BaseSpace™ da
Mumina®.

Ja os softwares e plataformas de livre distribuigdo sdo ferramentas que, por estarem
em constante aprimoramento, s30o mais completas e muitas vezes incluem os algoritmos mais
eficientes e com melhor desempenho na predigdo de variantes (SANDMANN et al. 2017).
Essas opgdes permitem que o usuario tenha liberdade na defini¢do de parametros
fundamentais e que possa customizar o procedimento de acordo com as necessidades do seu
experimento (como por exemplo, por permitirem ao usuario incluir na analise seus proprios
painéis de variantes conhecidas). Porém, a maior desvantagem desses softwares se deve as
dificuldades para a instalag@o e total aproveitamento das funcionalidades, visto que ha muitas
dependéncias com relagdo a bibliotecas de dados e ao sistema operacional (KUMAR et al.
2012). Além disso, a automatizacdo das analises requer que sejam desenvolvidos pipelines
especificos de acordo com sistema computacional utilizado, como por exemplo, para se
adequar as ferramentas disponiveis e as especificidades das maquinas utilizadas. Como
exemplo desses softwares e plataformas de tratamento de dados de sequenciamento e
chamada de variantes citam-se a plataforma Genome Analysis Toolkit (GATK) (MCKENNA
et al. 2010) e os softwares FreeBayes (GARRISON & MARTH 2012) e Samtools (LI ef al.
2009).

Tendo em vista as diferengas nas eficiéncias dos softwares existentes (O'RAWE et al.
2013, SANDMANN et al. 2017), assim como o constante aprimoramento dos softwares de
distribuigdo livre, o presente capitulo trata da geracdo de sequéncias no sequenciador
[llumina MiSeq a partir de uma biblioteca customizada de sequenciamento direcionado e
também do desenvolvimento de um pipeline customizado que trabalha as sequencias geradas.
Semelhante a outros estudos comparativos ja publicados (O'RAWE et al. 2013, HWANG et
al. 2015, HAMPEL et al. 2017), o objetivo desse estudo foi de tragar um paralelo entre os

resultados obtidos com o programa oferecido pela empresa fabricante do kit de construgdo da
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biblioteca de sequenciamento direcionado e aqueles obtidos com uma das plataformas de
distribuigdo livre atualmente mais utilizadas, o GATK (MCKENNA et al. 2010). Parte-se da
hipodtese de que a chamada de variantes ¢ um processo que apresenta resultados mais
confiaveis a medida em que sdo consideradas as propriedades da biblioteca sequenciada.
Além de revelar as diferengas encontradas nos resultados de ambos os programas, também foi
proposto como objetivo final do presente estudo o desenvolvimento de um pipeline baseado
nas boas praticas do GATK (MCKENNA et al. 2010) que possa ser utilizado para a chamada
das variantes de dados gerados a partir de bibliotecas de sequenciamento direcionado do tipo

Haloplex (Agilent Tecnologies).

Por fim, cabe esclarecer que o desenvolvimento do estudo apresentado nesse capitulo
esteve embasado no uso de ferramentas de Bioinformatica que sdo amplamente utilizadas em
estudos que envolvem a Genomica, tais como VCFTools (DANECEK et al. 2011), BCFTools
(LI2011), PLINK (PURCELL et al.2007), dentre outras. O prévio conhecimento acerca das
estruturas dos dados gendmicos, como os armazenados em arquivos do tipos .fastq, .vcfe
.bed, bem como de ferramentas para a manipulag¢do desses tipos de arquivos e linguagens de
programagao, tais como per! e python, foi necessario para a realizagdo bem sucedida das
analises propostas. Nesse sentido, a experiéncia prévia adquirida ao longo do estudo
desenvolvido no ambito do Projeto EPIGEN (KEHDY ef al.2015), em que os trinta primeiros
genomas completos de individuos brasileiros foram analisados, permitiu ao autor dessa tese
adquirir a experiéncia necessaria para o uso de ferramentas de Bioinformatica que sdo
essenciais para a manipulagdo de dados gendmicos em larga escala, bem como para a
realizagdo de analises estatisticas, de genética de populag¢des, dentre outras. Portanto, destaca-
se aqui a contribuigdo ao estudo de Kehdy et al. (2015), em que foi possivel o
desenvolvimento de habilidades e competéncias para a realizagdo dos estudos propostos nao

apenas nesse capitulo, mas também nos demais capitulos que compdem essa tese.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Gerar e disponibilizar um conjunto de dados de sequenciamento de regides especificas
por meio da customizag@o de um pipeline de analises que contemple as peculiaridades do

desenho experimental.

Objetivos especificos

- Gerar e sequenciar bibliotecas customizadas a partir de um kit comercial
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- Comparar os resultados de chamada de variantes entre um software comercial e outro de
desenvolvimento livre

- Disponibilizar um painel final com variantes de alta confianca

- Disponibilizar um pipeline de analises que contemple as peculiaridades do desenho

experimental da biblioteca Haloplex

METODOLOGIA

Amostragem

As amostras utilizadas na geragdo do painel de variantes compreendem tanto
individuos nativos americanos quanto individuos de populagdes com historico de
miscigenag@o. Um total de 150 amostras foi selecionado para a construgdo das bibliotecas de
interesse. Como a origem e a caracterizacdo das populagdes utilizadas no estudo t€ém maior
relevancia para os propdsitos apresentados no capitulo 2, mais detalhes sobre esses grupos
podem ser encontrados na referida se¢@o. Para os propdsitos do presente capitulo cumpre
apenas informar o nimero de amostras por populagdo (Tabela 1) e a origem étnica.

Tabela 1. Pais de origem, origem ¢étnica e nimero de amostras utilizadas na
preparagdo de bibliotecas.

Pais  Origem étnica N° de Amostras

Quechua 20

Aymara 24

Peru Machiguenga 22
Ashaninka 16

. Tupiniquim 22
Brasil Guarani 24
México Huichol 12
Tarahumara 10

Total 150

Bibliotecas

A estratégia de sequenciamento de regides alvo escolhida para a construgdo das
bibliotecas foi a oferecida pela empresa Agilent Technologies Inc., por meio do kit Haloplex
500 Kb (comercializado em 2014, Catalog Number 5190-5436, Lot 6248658). Essa estratégia
foi selecionada em razdo da quantidade suficiente de dados gerados (500 Kb por amostra) que
permitiriam sequenciar as regides alvo dos genes selecionados. Além disso, essa técnica €
baseada na estratégia de circularizagdo do DNA e captag@o por oligonucleotideos
complementares, o que permite alta especificidade das regides alvo e redugido do niimero de

ciclos na amplificag@o por PCR. O kit é customizado de acordo com as necessidades do
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cliente, que por meio da plataforma web SureDesign’, desenvolvida e disponibilizada pelo
fabricante, identifica as regides do DNA humano a serem sequenciadas para a geragdo dos
dados de interesse. Por meio de analise in-silico prévia, a plataforma indica os pontos de
clivagem enzimatica que serdo utilizados na construg@o da biblioteca ¢ a estimativa de
abrangéncia alcancada pelo ensaio com relagdo as regides gendmicas de interesse do cliente.

O DNA gendémico utilizado como material inicial da construgio das bibliotecas foi
obtido de amostras de sangue total periférico, por meio de extragdo com kit proprio (Gentra®
Puregene® Blood Kit - Qiagen). A quantificacdo do DNA apos a extragado foi realizada no
equipamento Nanodrop (ThermoFisher). A quantidade inicial de DNA inicial necessaria
indicada pelo protocolo do Haloplex ¢ de 225 ng de DNA, distribuidos em 45 pL (5ng/pL).
Resumidamente, o protocolo do Haloplex estabelece clivagens do DNA genémico com pares
de enzimas de restri¢ao e posterior captagdo das moléculas das regides alvo pela hibridizagao
com oligonucleotideos sintetizados especificamente de acordo com o ensaio customizado
definido na plataforma SureDesign. Apds alguns ciclos de amplificagdo por PCR, que
permitem a inserc¢do de sequencias de indices para individualiza¢do das amostras, as
bibliotecas sdo purificadas, novamente amplificadas e finalmente analisadas em eletroforese
para avaliacdo do padrdo de fragmentos obtidos (Figura 1). Previamente, o fabricante
disponibiliza ao cliente a distribui¢do dos tamanhos dos fragmentos esperada para o kit
customizado de acordo com o desenho encomendado (Figura 2), o qual € utilizado para
tomada de decisdo com relagdo a inclusdo da amostra no grupo de amostras a serem
sequenciadas.

Vale ressaltar que a utilizagdo da estratégia de captura do Haloplex de regides de
interesse em conjunto com a realizagéo de ciclos de PCR dificulta o processo de identificagdo
de reads tnicas (reads: sdo definidas como o produto do sequenciamento de um fragmento de
DNA, que no caso de sequenciadores de DNA de 2% geraco sdo porgdes curtas de até 300 pb
de tamanho), ou seja, aquelas que foram geradas de moléculas de DNA de diferentes células.
Como ocorre o uso de enzimas de restri¢do, os flancos das reads possuem as mesmas
sequéncias (sitios de reconhecimento de clivagem das enzimas). Dessa forma, na analise in
silico, as reads geradas, mesmo que sejam produto de amplficacdo de moléculas de DNA de
cé¢lulas diferentes tendem a ser consideradas como duplicatas de PCR, pois possuem sempre

as mesmas sequéncias de inicio e fim (SAMORODNITSKY et al. 2015). Isso ndo ocorre com

! Disponivel em: <https://earray.chem.agilent.com/suredesign/>. Acesso em: 03/04/2015
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os processos de clivagem aleatdria (como procedimentos de sonicag@o por exemplo), ja que o
DNA de cada célula ¢ fragmentado em pontos Unicos. Assim, no momento da analise
identifica-se que as reads de mesmo tamanho, posig@o de inicio ¢ fim sdo idénticas,
permitindo entdo marca-las como copias, resultantes de reagdes de PCR. O indice de
duplicatas de PCR ¢ uma caracteristica importante, especialmente para o processo de chamada
de variantes, ¢ por isso deve ser considerado nos processos posteriores.

Figura 1. Principais etapas e procedimentos realizados na construgéo das bibliotecas com o
kit Agilent Haloplex.
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2 Disponivel em: < https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/HaloPlex _TechFlier final v2.pdf>. Acesso
em: 10/09/2018
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Figura 2. Perfil do Bioanalyzer da distribui¢do dos tamanhos de fragmentos (pb) esperados
da biblioteca Haloplex customizada.
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As regides selecionadas como de interesse para o sequenciamento incluiram posi¢oes
em genes previamente indicados como diferenciados em nativos americanos (SOUZA, 2010),
genes com interesse farmacogenético (PDE4B e MYT1L) e também regides neutras para a
realizac@o de estudos evolutivos. No total, regides de 38 genes diferentes foram
sequenciadas, bem como 13 regides neutras intergénicas (Tabela 2), compreendendo cerca de
500.000 pares de bases em cada amostra. De acordo com o resultado esperado apresentado
pelo SureDesign, os genes ¢ as regides totalizariam 945 alvos, os quais gerariam 17.153

amplicons que cobririam 96,82% das bases previamente selecionadas para o sequenciamento.
Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Genomica do Centro de
Laboratérios Multiusuarios (CELAM) da UFMG, localizado do Instituto de Ciéncias
Biologicas. Foi utilizado o equipamento MiSeq da fabricante Illumina, o qual emprega a
metodologia de sequenciamento massivo em paralelo por sintese (mais detalhes em
SHENDURE & JI 2008). Essa tecnologia permite que no equipamento MiSeq sejam gerados
até 15 bilhoes de pares de bases sequenciadas, que podem representar cerca de 22 a 25

milhdes de pares de reads que possuem até 300 pares de bases cada.

Considerando que a metodologia de sequenciamento em larga escala e os processos de
preparacdo de bibliotecas seriam implementados pela primeira vez no Laboratorio de
Diversidade Genética Humana (LDGH) e que as amostras a serem sequenciadas seriam de
populagdes nativo-americanas pouco estudadas (vide capitulo 2 para mais detalhes sobre as
populagdes), a chance de se encontrar variantes novas foi levada em conta para a

determinag@o da cobertura média esperada no sequenciamento de cada amostra. Dessa forma,
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as 150 amostras foram divididas em trés grupos que variaram de 47 a 53 amostras cada um, os
quais foram sequenciados separadamente com o kit Illumina v3 de 600 ciclos. Assim, a razdo
da capacidade de sequenciamento empregada e do total de 500.000 pares de bases por amostra
permitiu que a cobertura média projetada fosse superior a 200x. O valor de alta cobertura
contribui para maior confianca no processo de chamada de variantes reduzindo a
probabilidade de falsos positivos em casos de identificacdo de heterozigotos e alelos ainda

ndo descritos.
Pipeline de andlises

O equipamento MiSeq gera as sequéncias ja em arquivos no formato fastg
individualizados por amostras, os quais sdo utilizados como arquivos de entrada para
pipelines de chamada de variantes. Como descrito anteriormente, o objetivo desse capitulo foi
tracado considerando um paralelo entre ferramentas comercial e de desenvolvimento livre
tendo em vista a reconhecida divergéncia existente entre as estratégias disponiveis para o
procedimento de chamada de variantes (O'RAWE et al. 2013, HWANG et al. 2015, LAURIE
et al. 2016). Assim, o presente estudo se propds a executar os algoritmos de duas estratégias

distintas, disponibilizadas nos programas SureCall e GATK.
Surecall

O fabricante do kit de construcéo das bibliotecas oferece também um programa para a
analise das sequencias geradas, determinac@o dos genotipos e anotac¢do das variantes
inferidas. A Agilent Technologies disponibiliza aos seus clientes a plataforma SureCall v3.5,
desenvolvida para a manipulagdo dos dados gerados pela estratégia Haloplex e demais
produtos da empresa. Esse programa requer o uso do sistema operacional Windows e
capacidade computacional ao menos superior a 2 Ghz de processamento, memoéria RAM
acima de 12Gb e 470Gb de espago disponivel de armazenamento. Dessa forma, foi possivel

utiliza-lo em um dos computadores de mesa disponiveis no LDGH.

O SureCall permite a customizagdo das analises pela alteragdo de alguns parametros a
critério do usuario. Para a chamada das variantes o primeiro procedimento realizado ¢ a
aparagem das bases (tradugdo livre do termo “trimming”, bastante utilizado no campo da
bioinformatica). Os arquivos .fastq gerados pelo sequenciador sdo utilizados diretamente no
SureCall sem a indicagdo de necessidade de qualquer manipulagdo anterior. Para a aparagem
das bases de baixa qualidade o parametro “Quality threshold for trimming” foi ajustado para o

valor 5 e as reads com extensdo de pelo menos 30% o tamanho total (300 pb), ou seja, 90 pb,
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foram mantidas. Esse valores s@o sugeridos como ideais pelo manual do programa e por isso

sdo indicados como default.

Em seguida ao processo de aparagem o programa realiza o alinhamento das sequéncias
utilizando o algoritmo MEM (“maximal exact matches”) do programa Burrows-Wheeler
Aligner (BWA, LI & DURBIN 2009) desenvolvido para tratar com mais acuracia sequencias
longas (>100 pb). Os parametros utilizados foram os disponiveis como default. Para a
chamada das variantes foi utilizado o algoritmo do SNPPET, desenvolvido pela propria
Agilent Technlogies, Inc., o qual faz uso de uma estratégia probabilistica para as chamadas de
variantes. Em materiais de divulgagdo da empresa testes mostraram melhor performance do
SNPPET frente ao programa GATK v.1.1(apresentado a seguir) utilizando o “Unified
Genotyper” como algoritmo de chamada de variantes (ASHUTOSH et al. 2014). Em seguida
ao SNPPET, as variantes encontradas foram filtradas para eliminagdo de possiveis falsos
positivos. A anotagdo das variantes foi também realizada pelo SureCall v3.5 e considerou os
seguintes bancos de dados disponibilizados pelo programa: ClinVarAnnotations,
cosmic_100715, gwasV3 ucsc 281215, Hs_hgl9 Gene 20151215. Ao final do fluxo de
analises o programa gerou uma planilha apresentando as variantes encontradas em cada
amostra, um valor de confianga estatistica (p-value) para a variante, o gene impactado, outras
anotagdes (como ID do dbSNP, OMIM ID, etc.), informagdes de frequéncia alélica, possiveis
efeitos, dentre outros dados. A chamada de variantes foi realizada em cada amostra
separadamente, portanto, ¢ importante destacar que ndo se considerou as amostras de forma

conjunta para a determinagdo dos genotipos e nem para a chamada de variantes.
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Genome Analysis Toolkit

A plataforma de analises GATK (“Genome Analysis Toolkit”) (MCKENNA et al.
2010), desenvolvida pelo Broad Institute, Cambridge, MA, EUA, ¢ hoje reconhecidamente a
que disponibiliza os melhores algoritmos e estratégias de analise de sequenciamento em larga
escala (PIROOZNIA et al. 2014, LAURIE et al. 2016). O pipeline indicado para a analise de
sequenciamento direcionado - como ¢ o caso das bibliotecas construidas com o kit Haloplex -
e identificac¢do de variantes pode ser encontrado entre as op¢des disponiveis dentro do rol de
alternativas do “GATK Best Practices” (VAN DER AUWERA et al. 2013).

Esse guia de boas praticas ¢ bastante dinamico, sendo atualizado constantemente de
acordo com a divulgagdo de melhorias nos algoritmos do GATK e especialmente quando ha
alteracdo da versao do programa. Atualmente o programa oferece o algoritmo de chamada de
variantes “HaplotyperCaller”, o qual apresenta avangos de performance (especialmente com
relag@o as variantes do tipo inser¢do-dele¢do) quando comparado ao algoritmo anteriormente
oferecido, chamado “UnifiedGenotyper”. No inicio dos trabalhos desse capitulo a versdo do
GATK disponivel e utilizada para as analises era a 3.7. Porém, apds alguns meses o programa
sofreu alteracdes mais significativas e a versao 4.0 foi divulgada. Dessa forma, o pipeline
inicialmente adaptado para o processamento dos dados gerados com o kit Haloplex foi
baseado na versdo 3.7 do GATK e em seguida readaptado para a versdo 4.0.

De toda forma, os procedimentos de implantag@o do pipeline sdo facilitados tendo em
vista que os desenvolvedores do GATK disponibilizam amplo material de apresentacdo da
plataforma, com exemplificagdes, explicagdes e tutoriais de trabalho’. Nos ultimos anos a
equipe vem divulgando diferentes plataformas que facilitam bastante a utilizagdo do
programa, dentre elas a disponibilizagdo dos pipelines na plataforma WDL (Workflow
Description Language - < http://www.openwdl.org/#three>), a qual, interativamente ¢ com
linguagem computacional simples, permite o armazenamento e compartilhamento de
pipelines de analises. Em conjunto com o WDL, utiliza-se o Cromwell, que € um sistema de
gerenciamento de fluxos de trabalho que permite a conexdo de diferentes plataformas para a
execucdo dos pipelines localmente ou remotamente. O pipeline do GATK utiliza outros
algoritmos além dos desenvolvidos pelo Broad Institute e programas independentes, como:
PICARD, SamTools e BWA-MEM (Figura 3). Vale ressaltar que os desenvolvedores alertam
os usuarios para a possivel necessidade de se adaptar o pipeline sugerido de acordo com as

especificidades dos dados utilizados.

3 Disponivel em: <https://software.broadinstitute.org/gatk/>. Acesso em 09/08/2017
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Figura 3. Etapas do pipeline do Genome Analysis Toolkit (GATK).
. b oo Raw SNPs + Indels [T 1
. Analysis-Ready Reads | ‘u H ’ ’ _
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Fonte: Figura retirada do sitio eletronico do GATK*.

O pipeline “Best-Practices” do GATK (VAN DER AUWERA et al. 2013) ¢ dividido
em trés etapas principais: pré-processamento, descoberta de variantes e refinamento dos
dados. Atualmente, a versdo 4.0 do programa utiliza arquivos do tipo uBAM (Binary
Alignment/Map nao-mapeado) como entrada inicial. Portanto, o pipeline adaptado a partir do
GATK implantado para uso do LDGH, incluiu também algumas etapas de pré-processamento
além das indicadas no GATK “Best-Practices”. As primeiras etapas indicadas no guia do
GATK correspondem ao mapeamento das reads, marcagdo das duplicatas, recalibracdo das
bases (Figura 3). Sdo utilizados os programas BWA com o algoritmo MEM para o
alinhamento das sequencias ao genoma de referéncia e também o programa PICARD para a
marcagdo das duplicatas. Em seguida a etapa de pré-processamento ha procedimentos que
utilizam algoritmos desenvolvidos pelo Broad Institute para a chamada de variantes e
genotipagem de cada posicgdo variavel de cada amostra. O algoritmo que realiza a chamada
das variantes e genotipagem ¢ o “Haplotype Caller”, o qual apresenta boa eficiéncia de
acordo com estudos recentes (NI ez al. 2015, LAURIE et al. 2016). Nessa etapa as amostras
sdo tomadas em conjunto, o que permite que as variantes sejam inferidas a partir da analise
de todas as amostras concomitantemente, levando a maior acuracia das inferéncias (POPLIN
et al. 2017). Ao final dessa etapa sdo gerados arquivos com a indicacdo de variantes SNPs e
inser¢des-delegdes (indels). Por fim, a ultima etapa do processo compreende o refinamento

das analises para a eliminagdo de possiveis variantes falso-positivas e também a anotagdo das

4 Disponivel em: <https://software.broadinstitute.org/gatk/best-practices/workflow?id=11145>. Acesso em
09/06/2017
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variantes mantidas. O pipeline gera dois arquivos de variantes (.vcf) ao final, um para os
SNPs e outro para os indels, que incluem nas colunas os genotipos de cada uma das amostras

analisadas.

A utilizagdo do GATK néo possui requerimento minimo de configuracdes de
hardware para que seja executado, porém uma boa capacidade de memoria RAM deve ser
considerada (>8Gb). Por outro lado, ha dependéncias quanto aos sistemas operacionais ¢ aos
softwares necessarios para as analises. O servidor Sagarana (CELAM/UFMG) ¢ aberto para
uso a comunidade cientifica e foi utilizado para o desenvolvimento do pipeline do GATK
adaptado. O Sagarana atende as necessidades do processo tendo em vista a alta capacidade
computacional do servidor ¢ as dependéncias ja instaladas e disponiveis para uso, como por
exemplo R, Python 2.6, Java8. O Sagarana possui varios nés com 64 nucleos e 512 Gb de
memoria RAM. Além disso, possui um no especial, para montagem de genomas, com 256
nucleos e 2048 Gb de memoéria RAM. No total, sdo quase 300 Tb de HDs. Para a utilizagéo

nesse estudo, os nés com 512 Gb de RAM foram utilizados.
Controle de qualidade dos dados

Os dados gerados pelo sequenciador MiSeq (Illumina, Inc.) foram avaliados no
programa MiSeq Control Software quanto ao percentual de bases sequenciadas acima do
indice de qualidade Q30 (BROCKMAN et al. 2008). Esse indice de qualidade ¢ resultado do
processamento do sinal de fluorescéncia detectado pelo sistema 6tico do equipamento,
considerando diversas co-variaveis (como intensidade, contraste, etc.) para a determinagdo da
base. E indicado em escala logaritmica, sendo que o valor 30 representa a probabilidade de
0,001 de haver erro na determinagao da base. Outro fator de qualidade avaliado foi o nimero
de reads gerados, o qual se espera ser proximo ou superior a 25 milhdes de acordo com as

especifica¢des do fabricante.

Em seguida a geracdo dos arquivos .fastq, os dados foram avaliados para outras
métricas de qualidade pelo uso do programa FASTQC (ANDREWS 2010). Nesse programa
foi possivel avaliar o percentual de contetido GC para cada amostra, a existéncia de

contaminagdo de sequencias por adaptadores e o tamanho médio das reads obtidas.

Com o auxilio e colaboragdo do PhD. Balast Zsolt, quem esteve por curto periodo de
tempo durante o ano de 2017 no LDGH, a qualidade das variantes geradas utilizando o
pipeline desenvolvido foi controlada pela comparagdo com um banco de dados de

genotipagem gerado pelo array Illumina HumanOmni2.5-8v1.1, o qual permite a
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genptpagem de cerca de 2,5 milhdes de variantes. No banco de dados do LDGH, das 150
amostras utilizadas nesse estudo, 24 também possuem dados do Illumina HumanOmni2.5-
8v1.1, o que permitiu controlar a qualidade dos gendtipos com relagdo as variantes existentes

no array ¢ que foram também sequenciadas.

Os dados gerados pelo método de genotipagem por array sao inicialmente
manipulados pelo programa Genome Studio, disponibilizado pela Illumina, Inc.. Os dados
foram analisados pelo entfo estudante de doutorado Victor Borda, do nosso grupo de
pesquisa, para que fossem tratados para retirada de inconsisténcias e disponibilizados em
formatos adequados para as analises seguintes. Inicialmente, os dados foram exportados para
os formatos do programa PLINK (.ped ¢ .map) sendo que os genoétipos foram padronizados
para os determinados apenas pela fita direta (forward) (uso do parametro
“UseForwardStrand”). Em seguida, ja pelo uso do programa PLINK, os dados foram tratados
para que os SNPs repetidos fossem retirados e os identificadores “kgp” mantidos pela
[llumina para cada variante fossem todos padronizados para o formato com identificador “rs”
do dbSNP (Database for Short Genetic Variations — NCBI). Os SNPs com a mesma posi¢do
fisica, mas que possuiam identificadores diferentes foram considerados como a mesma
variante, sendo mantidos no grupo de dados final apenas aqueles que possuiam maior indice
de qualidade de chamada de base (valor de Call Rate). Por fim, para a finalizag¢do do controle
de qualidade as opgdes geno e mind do programa PLINK foram utilizadas para a remocéo de

todos os SNPs e individuos que apresentaram indice de dados faltantes superior a 10%

(PURCELL et al. 2007).
Exemplo de validagdo dos resultados

Além do controle dos dados gerados pela validagdo com os genotipos obtidos pelo uso
do array lllumina HumanOmni2.5-8v1.1, especificamente o polimorfismo de nucleotideo
unico PDE4B-rs6683977 (o qual tem especial importancia nos estudos reportados no capitulo
2 dessa tese) foi genotipado utilizando-se o método TaqMan (A4ssay ID C__ 1270960 10
ThermoFicher™) em 58 das 82 amostras de individuos de populagdes peruanas que também
foram utilizadas para o sequenciamento direcionado. A analise das concordancias dos
gendtipos obtidos com aqueles encontrados pelos métodos de chamada de variante do GATK

e SureCall sao apresentados como indicadores da qualidade dos dados obtidos.

Criagdo de um pipeline especifico
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Um script em linguagem per/ foi desenvolvido para contemplar todo o processo de
tratamento dos dados brutos em formato .fastq gerados pelo equipamento MiSeq. Todas as
etapas, desde o pré-processamento até a filtragem customizada dos arquivos de variantes
finais, foram automatizadas. O script levou em consideragdo as ferramentas instaladas no
servidor Sagarana, mas pode ser facilmente adaptado a outras maquinas. O colaborador
Balastz Zsolt participou do processo de adaptagdo do pipeline para a versao 4.0 do GATK ¢
do processo de controle de qualidade dos dados pela comparacdo com os dados de array

disponiveis para algumas amostras.
Andalises descritivas das variantes

A manipulagdo dos arquivos .vcf bem como as analises descritivas dos resultados
obtidos apos a chamada das variantes foram realizadas nos programas VCFTOOLS

(DANECEK et al. 2011) e BCFTOOLS (L12011).

RESULTADOS

Construgdo de bibliotecas customizadas

O kit de sequenciamento direcionado Haloplex se mostrou bastante trabalhoso durante
a construcdo das bibliotecas, e também revelou alguns percalgos relacionados ao tempo de
reacdo da etapa de hibridizagdo dos oligonucletideos. Porém, a distribui¢do do tamanho dos
fragmentos das amostras foi na maioria das vezes bastante proxima a esperada (Figura 2).

Controle de qualidade das sequencias

Os dados obtidos do sequenciador sdo no formato .fastq, o qual ¢ adequado para a
entrada no programa FASTQC (Andrews 2010). Para cada amostra essa ferramenta
disponibiliza informag¢des sobre métricas de qualidade das sequencias, como por exemplo, o
percentual de contetido GC para cada amostra, a existéncia de contaminagdo de sequencias
por adaptadores ¢ o tamanho médio das reads obtidas. Em um primeiro momento foram
identificadas algumas reads que apresentaram contaminago por adaptadores e outras
sequencias que foram eliminadas do processo antes do prosseguimento das analises. No geral,
em todas as amostras a qualidade da maioria das bases sequenciadas ficou acima de Q20, o

que indica probabilidade igual ou menor que 1% de erro (Figura 4).
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Figura 4. Ilustragdo adaptada da distribuigdo da qualidade das bases ordenadas pela posi¢do
em todas as reads de uma amostra antes de qualquer tratamento, obtida pelo uso do software
FastQC. Em verde: >Q28, em amarelo: >Q20, em vermelho: <Q20. Retangulos amarelos:
percentis 25°-75°; linhas inferiores e superiores em cada posic¢do: percentis 10° ¢ 90°
respectivamente. Linha azul: valor de qualidade médio em cada posigédo. Linhas em
vermelho: mediana.

Conjunto de box-plots dos scores de qualidade das posigoes
nas reads sequenciadas (Sanger/lllumina 1.9 encoding)
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Surecall

As analises no SureCall foram realizadas de forma individual, ja que o programa trata
cada amostra por vez. Porém, os resultados apresentados a seguir mostram métricas
calculadas ao nivel global das amostras (n=150) (Tabela 3). Como o proprio programa possui
funcionalidades que permitem o pré-processamento das sequéncias (por exemplo, aparagem
das bases finais e iniciais das leituras), ndo ha necessidade de se realizar essa etapa antes de
utilizar o programa. Apods as analises, o programa também gera um relatério com as métricas
de cada etapa como, por exemplo, o nimero de reads aparadas, o nimero de reads
descartadas, além de indicar para cada amostra as distribui¢des da profundidade das bases de
acordo com o total de reads analisadas. Porém, ndo ha um grafico como o ilustrado na Figura
4, o que impediu comparagdes entre as sequéncias antes e apds o processamento. Ha outras
meétricas importantes de qualidade reportadas como a cobertura média das reads de cada

amostra.
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Tabela 3. Numeros de variantes e suas caracteristicas obtidos com o SureCall

Valores Globais (n=150)
SNPs Indels Sitios multialélicos SNPs multialélicos  Transigdes Transversdes Ts/Tv Singletons
2354 355 157 4 1607 751 2,14 784

A maioria das variantes encontradas apresentou cobertura alta como mostrado na
Figura 5. Das 2760 variantes, 1485 tiveram cobertura superior a 500.

Figura 5. Distribui¢do da cobertura das variantes inferidas pelo SureCall
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Genome Analysis Toolkit (GATK)

Para a execugdo do GATK foi preciso estabelecer um pipeline de analises que
contemplasse ndo apenas o programa em si, mas também as ferramentas acessorias que sdo
necessarias para a realizagdo de todo o processo até a etapa final de chamada das variantes.
Dessa forma, em conjunto com o Ph.D. Wagner Magalhaes, foi desenvolvido um
masterscript em perl que permitiu integrar diversas etapas do processo, desde a fase de pré-
processamento das leituras em .fastg obtidas do sequenciador, até a geragao final dos
arquivos de variantes em formato .vcf. O pipeline desenvolvido teve como base o sistema do
servidor Sagarana, da UFMG e esta disponivel em dominio publico através da iniciativa
LDGH-Brazil Scientific Workflow (<http://Idgh.com.br/scientificworkflow/flowcharts.php>),
de onde se tem acesso ao repositorio github
(https://github.com/ldgh/Targeted Sequencing_Pipeline). No github o pipeline pode ser
obtido e posteriormente adaptado para a execugdo em outros ambientes computacionais. O
fluxograma geral das etapas do processo com a especificagdo dos produtos intermedidrios de
cada etapa pode ser consultado na Figura 6. Para o caso especifico do sequenciamento

realizado, os parametros utilizados em cada etapa podem ser encontrados no pipeline.
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Na primeira etapa do processo ocorre a aparagem de pares de bases de acordo com a
qualidade do sequenciamento para o aumento da qualidade das sequéncias a serem utilizadas.
Para isso foi utilizado o programa Trimmomatic (BOLGER ef al. 2014). O resultado obtido
esta 1lustrado na Figura 7 em que se percebe expressiva melhora quando comparado ao
resultado apresentado na Figura 4, a qual mostra a qualidade das sequencias antes de
qualquer processamento.

Apos a aparagem das bases ¢ o ajuste de qualidade das sequéncias o pipeline
prossegue, sendo que em varias etapas ha a geragdo de graficos e métricas que auxiliam o
usuario a ajustar os parametros do programa para a geragdo de resultados mais robustos. A
ctapa final do pipeline chamada “HardFiltering” permite que o usuario altere parametros que
influenciam na reten¢@o ou ndo de variantes no painel final gerado. Nessa etapa os indels e os
SNPs sao tratados de forma distinta tendo em vista as diferentes caracteristicas dessas
variantes. Os parametros a serem ajustados sao Qual By Depth (QD), Fisher Strand (FS),
Strand Odds Ratio (SOR), Mapping Quality (MQ), Mapping Quality Rank Sum Test
(MQRankSum), Read Pos Rank Sum Test (ReadPosRankSum). Brevemente, o indice QUAL
(Quality) indica o valor de qualidade daquela base. Ja o indice QD (QualByDepth) representa
a normalizagdo do indice QUAL, obtida pela divisdo dos indices de QUAL pelos valores de
profundidade ndo-filtrados das amostras ndo-homozigotas-referéncia. O indice FS
(FisherStrand) indica a probabilidade em escala Phred (EWING & GREEN 1998) de haver
um viés de fita naquela posi¢do (a variante ocorre apenas na fita forward ou apenas na
reverse). O indice SOR (StrandOddsRatio) ¢ outra forma de indicar o viés de fita, porém
utilizando um teste de odds-ratio como base. Por fim, o ReadPosRankSum
(ReadPosRankSumTest) ¢ um parametro que avalia as posi¢des nas reads dos alelos
referéncia e alternativo, e com isso permite, por exemplo, identificar variantes que estejam
sempre no final das reads (o que seria um indicativo de erro para o sequenciamento por
sintese da [llumina). Portanto, esses sdo indicadores gerados para cada variante que de certa
forma revelam propriedades, como por exemplo, qual € o contexto das sequencias que
circundam a variante, quantas reads cobriram essa variante, a proporg¢do de reads forward e
reverse que incluem essas variantes, dentre outros (DE SUMMA et al. 2017). Para a tomada
de decisdo quanto ao ajuste dos parametros utiliza-se um banco de dados com variantes de
qualidade conhecida que servem como referéncia.

No caso especifico aqui apresentado, variantes do banco dbSNP foram utilizadas para
esse proposito. A descrigdo detalhada desses parametros e a importancia para os ajustes de

filtragem ndo serdo detalhadas nessa tese, tendo em vista a limita¢do de espago para
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exposic¢do, porém podem ser encontrados no guia de boas praticas do GATK (VAN DER
AUWERA et al. 2013). As figuras 8 e 9 apresentam os graficos de alguns desses parametros
obtidos a partir das amostras analisadas, sendo que apenas os paradmetros cujos valores foram
ajustados no pipeline desenvolvido para os SNPs ¢ os indels foram incluidos nas figuras. Os
graficos mostram de forma comparativa a distribuicdo dos parametros para variantes do
dbSNP ¢ as variantes que estdo em analise. Ao final do processo o pipeline do GATK
apresentou mais variantes do que o obtido com o uso do SureCall (Tabelas 3 ¢ 4).

Tabela 4. Numeros de variantes ¢ suas caracteristicas obtidos com o pipeline customizado do
Genome Analysis Toolkit (GATK) antes de qualquer corre¢do. Ts/Tv: transi¢des/transversdes.

Valores Globais (n=150)
SNPs Indels Sitios multialélicos SNPs multialélicos Transi¢des Transversoes Ts/Tv Singletons

7258 1613 311 96 4648 2631 1,77 2812

Assim como o resultado obtido com o Surecall, a maioria das variantes encontradas
apresentou cobertura alta como mostrado na Figura 10. Porém, ¢ importante notar que a razdo
de transi¢des por transversdes (Ts/Tv) esta abaixo de 2. O valor de Ts/Tv proximo a 2 € o
esperado quando se considera o genoma como um todo (GATK 2018), tendo em vista a
probabilidade duas vezes maior de ocorrer transi¢des do que transversdes. Dessa forma, esse
foi um indicativo de que as variantes encontradas pelo GATK deveriam passar por um

processo de reanalise.

Refinamento dos resultados

Considerando a grande diferencga entre os resultados obtidos pelo SureCall e 0 GATK,
buscou-se reanalisar os dados gerados pelo GATK a fim de se obter um painel de variantes
com valores de maior confianga. Para tanto, os painéis de indels e de SNPs foram trabalhados
de forma separada, tendo em vista a diferenga dos dois tipos de variantes. No caso dos indels,
como a estratégia de sequenciamento foi de geracdo de reads curtas, a inferéncia é
naturalmente mais dificil, sendo muito sensivel ao tamanho do indel e a presenga de
repeticdes in tandem (GRIMM et al. 2013) . Nesse caso, os indels identificados em regides de
homopolimeros foram removidos do painel final de variantes (FANG et al. 2014). Da mesma
forma, indels que foram identificados em outras regides in tandem que ndo fossem
homopolimeros foram separados em um arquivo diferente dos demais. Por fim, em razédo das
complexidades que envolvem as variantes do tipo inser¢do/delegdo, essas variantes ndo foram

trabalhadas com mais detalhes e carecem ainda de checagens e reanalises.
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Figura 7. Ilustragdo adaptada da distribuigdo da qualidade das bases ordenadas pela posi¢do
em todas as reads de uma amostra apos tratamento pelo programa Trimmomatic. Em verde:
>Q28, em amarelo: >Q20, em vermelho: <Q20. Retangulos amarelos: percentis 25°-75°;
linhas inferiores e superiores em cada posigdo: percentis 10° e 90° respectivamente. Linha
azul: valor de qualidade médio em cada posicdo. Linhas em vermelho: mediana.

Conjunto de box-plots dos scores de qualidade das posigoes
nas reads sequenciadas (Sanger/lllumina 1.9 encoding)
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Figura 10. Distribui¢do da cobertura das variantes inferidas pelo Genome Analysis
Toolkit (GATK)
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As variantes do tipo SNP, por sua vez, foram reanalisadas com maior
profundidade tendo em vista a existéncia de dados de tipagem por array para 24
amostras. Para essas analises de refinamento foi desenvolvido em colabora¢do com o
Ph.D. Balast Zsolt um script em linguagem python que também esta disponibilizado no
repositorio github do LDGH (https://github.com/ldgh/Genotype Correction).
Brevemente, o referido script utiliza os arquivos no formato pileup gerados pelo
programa SamTools como entrada para que os gendtipos chamados pelo GATK sejam
reanalisados. O script ¢ mais restritivo a chamada dos genétipos e considera o numero
de reads em que a variante esta presente e também o numero de reads com diferentes
coordenadas de inicio. Apenas as bases com qualidade >9 foram consideradas. Os
parametros do script também foram ajustados para otimizar a detecg¢@o dos genotipos
usando como base a genotipagem obtida por array disponivel para 24 das 150 amostras.
O fluxograma com as etapas do script pode ser consultado na Figura 11.

Apos a execucdo do script sobre o conjunto de amostras, o nimero de SNPs
reduziu de 7258 para 5139 (Tabela 5). A interseg¢@o dessas variantes com as existentes
no array de genotipagem indicou 674 variantes em comum, as quais totalizaram 11.108
genotipos considerando todas as 150 amostras. A checagem da concordancia dessas
variantes com o array de genotipagem indicou que 88, dos 11.108 genotipos chamados
no total estavam incorretos, o que representa apenas 0.8% de erro. Notou-se que essas
variantes estavam em regides com particularmente baixa cobertura. A maioria dos

genotipos incorretos (84%) foi em razdo da chamada de heterozigotos pelo GATK,
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quando na verdade o array indicou que eram homozigotos. Portanto, com a aplicagio
do script e a correcdo das variantes, o numero total de gendtipos passou a 9.702, o que
indicou a perda de 1.406 genotipos. Isso se refletiu no aumento de genotipos nao
chamados (missing data). Assim, antes da correg@o havia 3.423 SNPs com menos de
10% de missing data, sendo que apds a corregdo, 2.686 passaram a ter menos de 10% de
missing data. De toda forma, vale ressaltar o aumento da relagao Ts/Tv
(transigdo/transversdo) para 1,96, proximo ao esperado tedrico (Tabela 5). Assim como
com o painel inferido pelo SureCall, do total de 5.139 SNPs a maioria (=3615)
apresentou cobertura acima de 100x.

Figura 11. Fluxograma do processo de refinamento dos resultados obtidos a partir do
pipeline customizado. i= numero de reads independentes que suportam a variante; r =
numero total de reads que suportam a variante; os numeros 1, 2 e 3 indicam a primeira,
segunda e terceira variante mais abundante.

SNVs a partir do Informacéo sobre as bases
pipeline do GATK a partir do plleup SAMTOOLS

iteragdo por cada
variante unica

r1=12r2
> 1 variantes

Y

obterier para
cada variante

l

genotipo =

Sim

genotipo =

genotipo =
faltante

Tabela 5. Numeros de variantes e suas caracteristicas obtidos com o pipeline
customizado do Genome Analysis Toolkit (GATK) apos correcdes

Valores Globais (n=150)

SNPs SNPs multialélicos Transi¢cées Transversdes Ts/Tv Singletons
5139 29 3411 1743 1,96 1011
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Comparacgdo dos resultados obtidos pelo SURECALL e pelo GATK

Os diagramas de Venn apresentam as concordancias e discordancias das
variantes inferidas por ambos os métodos. As comparagdes foram feitas de trés formas:
(1) concordancia das variantes SNPs entre os programas antes da corre¢do de gendtipos,
(1) concordancia dos SNPs apos a realizagdo da corregéo e (iiil) concordancia dos indels
(Ja que nao fo1 aplicada corregdo aos indels) (Figura 12).

Figura 12. Diagramas de Venn indicando o nimero de SNPs concordantes entre os
programas SureCall e Genome Analysis Toolkit (GATK) antes (A) ¢ apos (B) a
aplicacgdo da corregdo dos genoétipos. A concordancia das variantes do tipo indel
inferidas pelo SureCall e 0 GATK (C).

A B
sureCall [| SureCall A GATK sureCall [ [ SureCall » GATK
99 | 2255 421 (O 1933

SNPs SNPs

C

[ surecall

SureCal A GATK

49 || 306

Indels

Validagdo dos gendtipos obtidos para o SNP rs6683977

Considerando as 58 amostras em que o processo de genotipagem do SNP
rs6683977 tambeém foi realizado pelo método TagMan (Assay ID: C_ 1270960 10 -
Thermo Fisher™), apenas um genoétipo foi discordante entre os encontrados pelos
métodos de chamada de variantes por sequenciamento. Os métodos TagMan e a
chamada de variantes do GATK indicaram apenas uma amostra (SH247 —
Machiguenga) como homozigota para o alelo C desse SNP. Ja o método de chamadas
de variantes do SureCall indicou que esse SNP seria heterozigoto para a mesma

amostra.

45



DISCUSSAQ

A analise dos resultados apresentados indica diferengas expressivas entre os
programas utilizados para a chamada de variantes. Além disso, também ressalta a
importancia da constru¢do de procedimentos customizados para a geragdo de sequencias
de acidos nucléicos que contemplem as especificidades do ensaio bioldgico proposto.

Apesar de trabalhoso quando comparado a outros procedimentos de construgéo
de bibliotecas de sequenciamento direcionado, o Haloplex se mostrou uma estratégia
eficiente. Por se tratar de um método que utiliza oligonucleotideos para hibridizagao e
captura dos fragmentos de interesse, o procedimento como um todo foi realizado em
maior tempo do que caso fosse utilizada a estratégia de uso de PCR para amplificagdo
das regides alvo. Porém, como bastante discutido na literatura, a utilizag@o da técnica de
captura por sondas possui vantagens frente a estratégia de PCR multiplex para o
sequenciamento direcionado (BODI ef al. 2013, KOZAREWA et al. 2015,
SAMORODNITSKY et al. 2015).

As analises dos graficos gerados pelo programa FASTQC (ANDREWS 2010)
mostram que as reads tiveram, no geral, bases com boa qualidade, sendo que a maioria
esteve acima do indice de qualidade Q30, indicando probabilidade de erro de cerca de
0,1%. Porém, a Figura 4 revelou que as bases de pior qualidade de sequenciamento
estavam ao final das reads de leitura. Esse ¢ um padrio esperado para o tipo de
sequenciamento por sintese, como o usado pela [llumina no MiSeq. Como o sinal da
base ¢ lido a partir da sintese de varias copias do mesmo fragmento de DNA, o avanco
dos ciclos de sintese acumulam erros nas diferentes copias do mesmo fragmento a
medida que as fitas sdo geradas, o que dificulta a leitura das bases proximas a
extremidade 3’ de fragmentos longos (BOLGER ef al. 2014). O padrao de geragdo de
erros do sequenciamento Illumina ¢ bem conhecido e por isso ¢ tratado de forma
adequada nas etapas de pré-processamento dos programas, incluindo o SureCall e o
pipeline adaptado do GATK desenvolvido nesse estudo.

SureCall

O software disponibilizado pela fabricante do kit Haloplex (Agilent Tech.) para
a geragdo do painel de variantes apresentou facilidades no processo de instalagdo e de
utilizagdo. Apesar de ser um programa que executa algoritmos complexos, os
requerimentos de maquina permitiram que fosse instalado em um computador de mesa.
A escolha dos parametros para a geragdo do painel de variantes ndo se mostrou

complexa e revelou uma grande variedade de métricas abertas aos ajustes do usuario
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caso necessario. Como exemplo, cita-se a possibilidade de ajuste dos parametros de
alinhamento e de aparagem.

Por outro lado, os procedimentos de analise do programa nao sdo claramente
discutidos, impossibilitando compreender com detalhes como as etapas de chamada de
variantes sdo realizadas. Apesar da divulgagéo pela empresa do funcionamento geral do
algoritmo (ASHUTOSH et al. 2014), pouco ¢ esclarecido quanto ao tratamento dado a
variantes em regides repetitivas ¢ também para a chamada de indels no caso de erros de
alinhamento (comuns em regides hipervariaveis - veja NIELSEN ef al. 2011) ou mesmo
aos filtros usados antes da geragdo do painel final de mutagdes.

Ha dois aspectos que precisam ser ressaltados nesse estudo e que sdo de grande
relevancia para as analises realizadas no SureCall. O primeiro deles diz respeito a forma
como o programa trata as reads que possuem inicio e término idénticos, o que indica
que sejam duplicatas de PCR de um mesmo fragmento (CASBON et al. 2011). Porém,
tendo em vista que o processo de geracgdo das bibliotecas Haloplex utiliza enzimas de
restrigdo para fragmentagdo do DNA, existirdo reads idénticas que serdo provenientes
de fragmentos de DNA de cé¢lulas diferentes; assim como reads que sdo copias idénticas
de um tnico fragmento de DNA geradas pelos ciclos de PCR no processo de construgao
da biblioteca. Diante disto, o tratamento dessas reads influencia diretamente sobre o
processo de chamada de variantes, porém ndo ha informagao clara sobre a melhor forma
de tratar essa questdo no caso do Haloplex. Apos buscas em foruns e por haver mengéo
em um estudo cientifico (SAMORODNITSKY et al. 2015), entende-se que a empresa
sugere que sejam mantidas as duplicatas no processo de analise. Essa questdo € de fato
importante e merece aten¢do nos procedimentos de construcdo de bibliotecas, ao ponto
de atualmente a solugdo para esse impasse ser um diferencial de mercado. A propria
tecnologia Haloplex ja passou a ser adaptada para, ao nivel molecular, promover a
marcagdo das reads que sdo duplicatas e assim permitir que o procedimento de
chamadas de variantes seja realizado da melhor forma possivel. Atualmente pode-se
adquirir o kit Haloplex"S, o qual possui em uma das fases iniciais do protocolo de
construgdo das bibliotecas uma etapa de inser¢do de sequéncias especificas nos
fragmentos de interesse. Essa identificagdo fragmento-especifica permite que todas as
copias provenientes de cada fragmento sejam identificadas nas analises bioinformaticas
e possam assim ser tratadas devidamente. Esse avango na tecnologia, geralmente

conhecido como “barcodes moleculares”, contribui bastante para a redugdo dos erros de
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chamada de variantes e especialmente para identificacdo de variantes que tenham baixa
frequéncia na amostra, como em casos de tecidos somaticos (ZOBECK et al. 2016).

O outro aspecto que merece ser discutido diz respeito ao processo de chamada
de variantes, o qual pode ser realizado de forma individual, ou seja, amostra por amostra
ou pela analise das amostras em conjunto. O SureCall promove a chamada das variantes
em cada amostra de forma separada. As analises em amostras multiplas sdo apenas
possiveis para amostras de trio ou amostras em pares (como, por exemplo, amostras de
tecido normal e tecido tumoral) (ASHUTOSH et al. 2014). A estratégia de chamadas de
variantes em cada amostra em separado nao leva em conta importantes informagdes que
podem ser consistentes e concordantes entre todas as amostras. Sabe-se que as taxas de
erros variam ao longo do genoma, sendo dependentes da sequéncia local, porém, esse
padrao tende a se repetir em todas as amostras (MURALIDHARAN ez al. 2011). Ao se
promover a chamada de variantes quando todas as amostras estdo reunidas em um
mesmo grupo a analise ¢ mais robusta, ja que o suporte estatistico tende a ser maior
quando reads diferentes, mesmo que em pouca quantidade, apontam a existéncia de
certa variante consistentemente em varias amostras (DE PRISTO et al. 2011, L1 2011,
NIELSEN et al. 2011). Portanto, tendo em vista o carater negligenciado das populagdes
utilizadas nesse estudo (como sera discutido no capitulo 2 dessa Tese), a existéncia de
variantes ainda ndo conhecidas, bem como de variantes com baixa frequéncia, ressalta-
se a importancia de se promover analises considerando a estratégia que agrupa as
amostras para a chamada de variantes.

Os resultados obtidos pela execugdo do SureCall e apresentados na Tabela 3
mostram valores dentro do esperado para analises das regides do ensaio. Em especial ¢
importante destacar a razao transi¢ao/transversao (Ts/Tv) proxima ao valor tedrico de
2.0 e o niimero de variantes Unicas (singletons) sendo representativo da maioria das
variantes. Além disso, a maior parte das variantes apresentou alta cobertura, o que é
esperado tendo em vista a influéncia do nimero de reads para a confianga na chamada

das variantes.

Genome Analysis Toolkit — GATK
Como o software GATK ¢ uma ferramenta de livre distribuicdo, sua instalagio e

execugdo ndo sdo desenvolvidas com a finalidade de apresentar ao usuario uma
interface amigavel de utilizagdo. Porém, apesar de requerer conhecimentos em sistema

Unix e também ser necessario instalar outras ferramentas acessorias, o processo de

48



instalagdo e uso do GATK nao apresentou obstaculos. Os foruns, tutoriais e artigos
disponibilizados pelo Broad Institute foram extremamente importantes para a
familiarizagdo com o processo de execug@o do programa. O guia de boas praticas
divulgado e constantemente atualizado (VAN DER AUWERA et al. 2013) ¢ uma
referéncia importante para qualquer usudrio iniciante, pois permite que todo o processo
de analise do programa seja compreendido e, caso necessario, seja customizado de
acordo com as peculiaridades do ensaio em analise. Esse ¢ um diferencial do GATK
frente a varios programas de distribuigdo livre, e supera também muitos dos programas
comercializados no mercado. Tendo em vista o grande nimero de usuarios do programa
¢ a dedicac@o de muitos dos profissionais desenvolvedores em contribuir para a
divulgacdo e facilitagdo de uso, a existéncia de canais de comunicagdo permite que
quaisquer duvidas sejam expostas e muitas vezes prontamente esclarecidas.

A necessidade de se instalar outras ferramentas para o uso do GATK ndo ¢ um
impedimento a sua execugdo ja que o programa esta adaptado para fazer uso dos
arquivos de saida dessas ferramentas. Porém, para a automagéo do processo ¢é
importante que um pipeline de analises que integre todo o processo seja desenvolvido.
Assim, o script disponibilizado na plataforma github favorecera projetos futuros que
necessitem de customizagdo para a geracdo de dados. Com o uso de ferramentas
acessorias como o Trimmomatic (BOLGER et al. 2014), o resultado apos a aparagem
das bases de baixa qualidade pdde ser reavaliado, o que permitiu identificar o aumento
da qualidade da maioria das bases das sequéncias e tragar um comparativo (Figuras 4 e
7), destacando o ganho obtido com essa etapa de pré-processamento.

Quanto a questdo da remogao das reads idénticas (duplicatas) discutidas
anteriormente, 0 mesmo se aplica ao procedimento no GATK. Sendo assim, por ser uma
caracteristica do procedimento de construg@o de biblioteca utilizado, as duplicatas
foram mantidas ao longo de todo o processo de analise. Por sua vez, o GATK permite
que as analises sejam realizadas em amostras multiplas, ou seja, todas as amostras sdo
tomadas em conjunto para a inferéncia das variantes. Dessa forma, entende-se que esse
seja um ganho consideravel do uso do GATK (Mielczarek et al. 2016) quando
comparado ao Surecall.

Infelizmente, considerando que o Haloplex ¢ uma estratégia de sequenciamento
direcionado que ndo gera sequencias de grandes por¢des do genoma, o processo de
chamada de variantes sugerido pelo GATK para esses casos € baseado na etapa de

“HardFiltering” e ndo na etapa de VQSR (Variant Quality Score Recalibration). O
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processo VQSR ¢ um método avangado disponibilizado pelo GATK que permite um
melhor balancgo entre especificidade e sensibilidade. Isso ¢ possivel em razio da
estratégia de aprendizado de maquina do programa, a qual utiliza os proprios dados em
analise para identificar a melhor forma de filtragem das variantes. Como o painel do
Haloplex ¢ relativamente pequeno, ndo ¢ adequado ao processo de VQSR, pois nio
disponibiliza informagao suficiente para o processo de aprendizagem de maquina.
Assim, o guia de boas praticas do GATK sugere o procedimento de “Hard Filtering”
(DE SUMMA et al. 2017), o qual ¢ bastante explicado em artigos de instrugao do
Broadlnstitute, nos quais também encontram-se sugestoes de valores para os parametros
de filtragem. Além disso, pelo uso do programa estatistico R (R CORE TEAM 2013), o
GATK permite que a filtragem das variantes seja ajustada de acordo com plotagens que
facilitam ao usuario estabelecer valores de corte para os parametros. Dessa forma,
apesar da impossibilidade de uso do VQSR, os valores de diversas métricas de filtragem
foram ajustados considerando a distribui¢do de variantes conhecidas (dbSNP), como
mostrado nas Figuras 8 e 9, o que eleva a confianga nas variantes novas reportadas pelo
processo.

Refinamento das andlises do GATK

Como os valores da Tabela 4 foram expressivos, especialmente pela razao
Ts/Tv, o procedimento de refinamento das variantes foi realizado tanto pelo uso da
estratégia de mpileup do SamTools quanto pela comparagdo com as variantes obtidas
pelo método de genotipagem por array. Apos o refinamento das analises, os valores
finais mostrados na Tabela 5 revelam que a razdo Ts/Tv foi proxima a 2, como esperado
no campo tedrico’. Ademais, a redugdo do niimero de variantes de aproximadamente
7.258 (Tabela 4) para 5.129 (Tabela 5), pode indicar a existéncia de variantes falso-
positivas no painel final. Mas essa interpretagao ¢ relativizada quando se avalia os
resultados comparativos entre 0o GATK e o SureCall, os quais serdo discutidos em
momento oportuno a seguir. Com relagdo as variantes do tipo indel, o presente estudo
sugere que analises mais profundas sejam realizadas sobre essas variantes para que um
painel final seja estabelecido.

Comparativo entre SureCall e GATK

Tendo em vista os resultados obtidos e as concordancias e discordancias das

variantes encontradas em ambos os programas (Figura 12), pode-se notar que o GATK

3 Disponivel em: <http://rosalind.info/glossary/transitiontransversion-ratio/>. Acesso em: 31/04/2017
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revelou um niimero bastante superior de variantes, sendo a analise realizada antes
(Figura 12A) ou apos (Figura 12B) o refinamento das variantes inferidas pelo GATK.
Porém, ¢ importante notar que apos o refinamento das analises do GATK, grande parte
das variantes ndo mais consideradas (322 variantes de um total de 2.129 filtradas) foram
também inferidas pelo SureCall, o que conferiria a essas variantes grande grau de
confianga. Sabe-se que o método escolhido para o refinamento das analises do GATK ¢
bastante restritivo, o que pode ter levado a eliminagdo de variantes verdadeiras do painel
final. Porém, ¢ importante ressaltar que a validacdo do SNP rs6683977 foi concordante
para quase todas as amostras, com exce¢do do unico homozigoto para o alelo C
encontrado. Nesse caso, o SureCall indicou que essa amostra seria heterozigota, o que
reforga a importancia do método de chamada de variantes em amostras multiplas
implantado no GATK, o qual pode ser mais preciso em casos de chamada de genotipos
do que quando a chamada ocorre em cada amostra individualmente. Portanto, dois
conjuntos de dados de SNPs inferidos pelo GATK estdo disponiveis como resultado
desse estudo: (i) conjunto inicial com 7.258 SNPs, sendo 3.423 SNPs com menos de
10% de missing data e (i1) conjunto apds a corregdo com 5.129 SNPs sendo 2.686 SNPs
com menos de 10% de missing data.

A analise do compartilhamento de resultados relativos as variantes do tipo indel
mostrou alta concordancia (Figura 12C), sendo que das 355 variantes inferidas pelo
SureCall apenas 49 nao foram inferidas pelo GATK. Porém, o GATK inferiu um
numero quase cinco vezes superior de variantes. E provavel que esse resultado esteja
relacionado com a maior eficiéncia do GATK, que promove o realinhamento local com
o algoritmo HaplotypeCaller quando ha identificagdo de variagdes na regido gendmica
em analise. De toda forma, mesmo levando em conta que o GATK possui hoje um dos
melhores algoritmos para a inferéncia de variagdes do tipo indel, sugere-se que o painel
reportado seja utilizado com cautela e que as variantes de interesse especifico sejam
confirmadas por métodos manuais, como por meio da visualizagdo no programa IGV
(Integrative Genomics Viewer) (ROBINSON et al. 2017).

Por fim, os numeros expressivos de variantes identificadas pelo GATK e em
menor escala também identificados pelo Surecall podem ser explicados pela natureza
das amostras utilizadas nesse estudo. Como as amostras sdo provenientes de populagdes
negligenciadas, e que, portanto, ndo sdo devidamente representadas em bancos de dados

gendmicos, espera-se que muitas variantes encontradas ndo tenham ainda sido
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reportadas, especialmente as consideradas raras (baixa frequéncia) (NEEL 1978,
GRAVEL et al 2011).

Conclui-se que o processo de geragdo de dados gendomicos por sequenciamento
massivo em paralelo ¢ ainda um campo em desenvolvimento e que constantemente vem
apresentando estratégias mais confiaveis e eficazes para a determinagé@o de variagdes e
genotipos. Os resultados apresentados aqui corroboraram a hipoétese inicial que indica a
importancia de se incorporar ajustes ao processo de gera¢do de dados ¢ chamada de
variantes que contemplem as especificidades dos dados a serem gerados, incluindo os
tipos de amostras ¢ parametros de qualidade dos sequenciamentos realizados. O
desenvolvimento de pipelines especificos auxilia na automagdo dos processos ¢ permite
que os melhores algoritmos e estratégias de analises sejam incorporados e atualizados a
medida que avangos na area sejam alcangados. Os painéis de variantes gerados nesse
estudo possuem alto grau de confiabilidade e sdo adequados ao uso em estudos
posteriores tendo em vista os parametros restritos de analise aplicados considerando
duas estratégias diferentes disponiveis para analises de dados. Porém, muitas variantes
verdadeiras podem ter sido eliminadas em razdo do uso de parametros de filtragem
rigorosos. Dessa forma, reanalises futuras devem ser promovidas sempre que métodos e
algoritmos mais eficientes e com reconhecido ganho de confianga nos dados gerados

sejam desenvolvidos.
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CONCLUSAO GERAL

Sdo enormes os desafios apresentados pela revolugdo por que a biologia molecular
vem passando nas ultimas décadas em razdo do advento das novas tecnologias de geracdo de
dados genéticos, o que impacta diretamente diversas areas, desde a pesquisa basica até a
aplicada. Inegavelmente ha uma imediata necessidade de se aumentar os esforgos voltados a
analise de dados e processamento da informag@o gendmica que se encontra disponivel e em
constante expansdo. A tese aqui apresentada destacou a importancia de se compreender os
impactos da Genomica na ciéncia realizada atualmente como um processo amplo ¢ integrado
entre diferentes 4reas do conhecimento. E exatamente nessa diversidade de 4reas que essa
tese se propds a transitar, contribuindo para avangos, ainda que modestos, nos assuntos
tratados.

A diversidade de temas abordados ndo impede que conclusdes gerais sejam
apresentadas considerando a tese como um todo. As consequéncias do aumento da qualidade
dos dados biologicos gerados sdo imediatamente refletidas em diversas areas, desde as
voltadas para a melhora de procedimentos biomédicos até mesmo para as que englobam
estudos de base tedrica, como os que buscam compreender processos evolutivos. Como
apresentado nos resultados do primeiro capitulo deve-se atentar para os métodos de geragdo
de dados genéticos, desde as peculiaridades de cada ensaio realizado até as estratégias
empregadas para a identificagdo das variantes que comporao a base de estudos posteriores.
Foi possivel concluir que a customizagdo das analises se mostra de grande relevancia ja que
também permite a constante atualiza¢do dos métodos de identificagdo de variantes, os quais,
aliados a adequada compreensdo da natureza do dado gerado, garantem a qualidade dos
estudos conduzidos.

A confian¢a no dado contribui para a sua aplicagdo em estudos mais amplos, como o
realizado no segundo capitulo da tese. Nesse capitulo, foi possivel aplicar diferentes
estratégias para a melhor compreensdo da estrutura genético-populacional de genes
associados a recidiva da leucemia linfoblastica aguda em populagdes latino americanas. Os
resultados permitiram concluir que nas populagdes com prevaléncia de ancestralidade nativo-
americana, os genes estudados possuem particularidades com relagdo as suas variantes. A
diversidade e estrutura haplotipica desses genes revelaram novas mutagdes e frequéncias
alélicas que indicam estruturas genéticas proprias dessas populacdes, as quais podem estar
relacionadas as diferentes respostas aos tratamentos da leucemia observados em individuos

prevalentemente nativo-americanos. Esses resultados indicam novas perspectivas para a
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realizacdo de estudos que busquem aprofundar o conhecimento acerca das respostas aos
tratamentos da leucemia linfoblastica aguda e suas relagdes com as diferentes ancestralidades.
Por fim, os resultados preliminares do tltimo capitulo permitiram concluir que a
riqueza dos grandes bancos de dados disponiveis atualmente pode ser mais bem aproveitada
pelo desenvolvimento de métodos e estratégias que se baseiem nas particularidades
apresentadas pelas populagdes miscigenadas. O uso da informacéo obtida a partir da
inferéncia da ancestralidade local nessas popula¢des pode ser um dos caminhos para o
aprofundamento dos conhecimentos sobre processos adaptativos até entdo pouco conhecidos.
Nesse contexto, a sele¢do poligénica pode ser tomada como base para o teste de hipoteses
formuladas sobre a atuagdo da sele¢@o natural nas populagdes humanas, em especial as
resultantes de processos historicos de mistura. Porém, o caminho a ser percorrido ainda ¢
longo ¢ as atuais alternativas metodologicas ainda precisam ser aprimoradas e outras ainda

desenvolvidas para a realizac¢do de estudos mais conclusivos e robustos.
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