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Resumo

A Sequenciagao de Nova Geracdo (NGS - Next Generation Sequencing) estd a re-
volucionar a investigacao na area da biomédica, contribuindo significativamente para o
avanco da medicina personalizada. A NGS, apoiando-se nos conhecimentos da Estatistica
Bayesiana e da Bioinformatica para a andlise e tratamento dos dados que esta técnica
origina, torna-se num excelente exemplo dos novos campos multidisciplinares emergentes
da Ciéncia.

As novas potencialidades da NGS que a tornam tao atractiva para tantos novos projectos
de investigacao sao a sua capacidade de misturar diversas amostras numa sé leitura, com
recurso a um sistema de coédigo de barras, diminuindo custos e aumentando a rapidez da
obtencao das amostras.

Com o intuito de descobrir potenciais novas mutagoes associadas a Miocardiopatia Hi-
pertréfica, estudou-se uma coorte de individuos que possuiam o diagnodstico clinico da
doenga, mas que, no entanto, nao apresentavam qualquer mutacao exénica patogénica.

Tornam-se claras as vantagens desta nova metodologia, pois trazendo mais rapidez e per-
mitindo uma andlise a um maior ntimero de genes, com custos reduzidos, torna possivel
a andlise de todos os genes com associagao conhecida e descrita na literatura. Neste pro-
jecto, obtiveram-se resultados positivos em relagao a muitos genes ja conhecidos que pela
sequenciacao padrao nao tinham sido sequenciados ou detectados. A NGS demonstrou
ter todo o potencial para tornar-se o novo método padrao de diagndstico, sendo, por isso,
necessario continuar aperfeicoar e a melhorar a metodologias de tratamento e analise de
dados provenientes desta nova técnica.

Foram descobertos sete genes (CAV3, GLA, LDB3, MYLK2, MYOZ2, PRKAG2 e VCL)
que ainda nao foram oficialmente associados a patologia, sendo que na literatura apenas
sao referidas mutagoes a nivel exénico. Apenas o gene ANKRD1 detectado com alteragoes
ja foi descrito com mutagoes exdnicas e intronicas. O gene CAV3 surge como associado a

doenga oficialmente em 2010, num artigo de revisao.

Palavras-chave: Sequenciacao de Nova Geracgao, Estatistica Bayesiana, Bioinformaética,

Miocardiopatia Hipertrofica






Abstract

The Next-Generation Sequencing (NGS) is revolutionizing biomedical research, sig-
nificantly contributing to the enrichment of health sciences’ field, inclusively towards a
personalized medicine. NGS takes advantage of Bayesian Statistics and Bioinformatics
knowledge, in order to analyse and process data, which is originated by this technique.
NGS is an excellent example of the new multidisciplinary fields of Sciences.

The innovative NGS’s features, which make this technique so attractive for so many
different research projects , are the possibility of mix several samples in just one read,
using an associated barcode, which can reduce costs. Obtaining samples is quicker than
with the standard method.

With the purpose of discover unknown mutations associated with Hypertrophic Cardi-
omyopathy, we studied a group of individuals, which, in spite of presenting the disease’s
symptoms, did not have any pathogenic exonic mutation with the standard method of
sequentiation.

The advantages of this new methodology are quite clear. Accomplishing faster results
and allowing analysis of a larger number of genes, with reduced costs, which allows to
diagnose the patient concerning all genes described in the literature. In this project, we
obtained positive results for many genes already known that were not sequenced or not
detected by standard sequencing method. The NGS shown to have the necessary potential
to become the new standard diagnostic method, and is therefore imperative to further re-
fine and improve methods of treatment and analysis of data originated by this technique.

In our project, we found seven genes (CAV3, GLA, LDB3, MYLK2, MYOZ2, PRKAG2
and VCL) which were not officially associated with the disease yet and in the literature
only exonic mutations were described. Only ANKRD1 gene was detected with both exo-
nic and intronic mutations. CAV3 gene appears in 2010 as officially associated with the

disease, in a review article.

Keywords: Next-generation Sequencing, Bayesian Statistics, Bioinformatics, Hyper-

trophic Cardiomyopathy
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Capitulo 1

Introducao

Esta dissertacao pretende incidir sobre um projecto de tratamento de dados de Se-
quenciancao de Nova Geragao, com o intuito de pesquisar novas mutacoes associadas a
Miocardiopatia Hipertréfica numa coorte de individuos com diagnéstico clinico da doenca,
mas que por sequenciacao padrao nao revelaram qualquer mutacao exénica patogénica.
Uma das inovagoes deste projecto passa pelo estudo das zonas intrénicas dos genes, nao sé
das exoOnicas. A anadlise ird incidir, ndo sé nos genes ja descritos na literatura, mas também
nalguns possiveis candidatos. Aliado a esta vertente mais pratica do projecto, haverd o
aprofundamento das nogoes estatisticas que estao na base dos métodos bioinformaéticos

utilizados.

1.1 Sequenciacao de Nova Geracgao

Apo6s trinta anos de supremacia do método de Sanger, a Sequenciacao de Nova Geragao
surge, por volta do ano de 2005, como uma técnica revolucionaria para a investigagao
biomédica, sendo que a Bioinformatica tem um papel de destaque na andlise e inter-
pretagao dos dados obtidos. Os principais desafios desta nova pratica prendem-se com
a real identificacdo da mutacao que provoca a doenga dentro das numerosas variantes
possiveis e com a falta de padroes na recolha, manipulacao e transmissao da informacao
na investigacdo biomédica. Apesar destes obstaculos, a Sequenciacdo de Nova Geragao
consegue modificar a forma de fazer investigacao ao permitir a realizacao de experiéncias,
ao tornd-las viaveis em termos técnicos e, talvez o mais importante, em termos econémicos.
[Lindblom e Robinson, 2011] [Voelkerding, Dames e Durtschi, 2009]

Na tecnologia de Sequenciagao de Nova Geragao utilizada neste projecto - lllumina/So-

lexa Genome Analyzer, mais especificamente o modelo Illumina HiSeq2000, os moldes de



2 1. Introducao

ADN sao lidos aleatoriamente ao longo do genoma com recurso a fragmentacao de todo o
genoma em fragmentos de pequena dimensao que serao ligados a adaptadores designados
para leitura aleatoria durante a sintese do ADN. Os resultados da sequenciacao sao apeli-
dados de leituras curtas por terem cerca de cinquenta pares de bases. Esta técnica resulta
em sinais luminosos que sao descodificados de modo a determinar a base na sequéncia de
ADN com o respectivo score de qualidade que nos descreve o quao provavel é essa base
ser a correcta. A precisao da atribuicao de cada base é superior a 99.5%. A qualidade dos
dados e o tamanho das leituras tornam esta técnica a mais utilizada em diversos projectos
de sequenciacao de genoma. As principais caracteristicas que contribuem para o destaque
desta nova metodologia sao a possibilidade de ter diversas amostras misturadas numa sé
corrida (com a utilizagdo de um cédigo de barras, ou seja um conjunto de nucleétidos ca-
racteristico para cada individuo) e a rapidez da obtengao das leituras. [Nowrousian, 2010]
[Zhang et al., 2011]

Aprofundando um pouco o funcionamento desta metodologia em particular tem-se que
0 ADN ao ser fragmentado, vai ser posteriormente reparado nas pontas e que estas iltimas
serao ligadas a adaptadores. Apds desnaturacao, cada fragmento terd uma das terminacoes
presa a um suporte sélido. Esse suporte tem a superficie totalmente coberta por adaptado-
res e adaptadores complementares. Cada cadeia isolada, presa por uma ponta, ird ligar-se
ao adaptador complementar na superficie com a ponta anteriormente solta, criando uma
estrutura em ponte por hibridacdo. Na mistura contendo os reagentes de amplificacao
de PCR, os adaptadores na superficie irao actuar como primers para a amplificacao por
PCR. Esta amplificacdo é necessédria para intensificar o sinal luminoso, para termos uma
detecgao mais fiavel das bases adicionadas. Vamos ter varios ciclos de PCR que irdo formar
grupos aleatoérios de cerca de mil cépias de cada fragmento inicial de ADN na superficie
sélida. A mistura de reaccdo adicionada para as reacgoes de sequenciacdo e sintese de
ADN contém primers, quatro nucedtidos terminadores reversiveis, cada um identificado
com uma tinta fluorescente distinta, e ADN polimerase. A cada incorporacao de cada um
dos nucleétidos terminadores no fragmento, a sua posicao na superficie de suporte e a sua
identificacdo pela tinta fluorescente é detectada por uma camera prépria para o efeito. A
tinta é retirada dessa tltima base adicionada e o ciclo de sintese é repetido. No nosso pro-
jecto serd repetido cerca de cinquenta vezes (as nossas leituras serdo de um comprimento
de cerca de cinquenta bases). Como teremos leituras paired-end a sequenciagao sera feita
em ambas as extremidades do fragmento de ADN. Fazendo isto, podemos corrigir certos
erros de leitura e aumentar a cobertura da amostra. [Ansorge, 2009] [Magi et al., 2010]
[Voelkerding et al., 2010]

Para este projecto optou-se por sequenciamento alvo que consiste em sequenciar apenas



um conjunto de genes ou regides, em vez de todo o genoma, poupando tempo e recursos.
Esta metodologia é a escolhida quando se pretende descobrir ou validar variagao genética
na populagao. Uma das inovagoes deste trabalho foi o estudo das zonas intrénicas, para
além das exonicas. Um intrao é a regiao que nao codifica uma proteina no genoma e um
exao é a zona que codifica. O intrao ainda que nao codifique, é responsiavel pelo modo

como a zona codificante é interpretada.

Um gene serd toda a sequéncia de um acido nucleico necesséria a sintese de um produto
génico, seja ele um polipéptido (conjunto de aminodcidos) ou um ARN. Outra nogao
importante é a de splicing alternativo, em que a partir do mesmo gene, isto é de um mesmo
pré-ARN mensageiro transcripto, com diferentes combinagoes dos exoes na formagcao do
ARN mensageiro, codificar-se-4 uma proteina distinta (tradugao). Para além de introes
e ex0es, também encontramos zonas intergénicas de ADN nao funcional. A estrutura de
um gene é apresentada na Figura"Hartwell et al., 2008|[|Lodish et al., 2008|

Enhancers i
Promoter
DNA B
‘L Transcription
Introns
pre-mRNA Exan Emﬂ Exan Exon E_:-:nn

l Splicing

Qpen reading

: 3'UTR
mRNA 5'UTR frame

l Translation

protein w

Figura 1.1: Estrutura de um gene. Numa primeira fase temos o ADN que por transcripgao
origina o pré-ARN. Este possui introes e exoes, permitindo que, por splicing, gere um de-
terminado ARN mensageiro que por tradugao vai codificar um proteina. O ARN é lido no
sentido 5’UTR para 3’'UTR. Imagem retirada de http://en.wikipedia.org/wiki/File:Gene?2-

plain.svg



4 1. Introducao

1.2 Miocardiopatia Hipertrofica

A Miocardiopatia Hipertréfica é uma doenca do miocardio que é caracterizada por hi-
pertrofia ventricular esquerda, com envolvimento predominante do septo interventricular.
A sua prevaléncia estd compreendida entre uma a cada mil pessoas a uma em cada quinhen-
tas pessoas. Em 55% dos casos existe histéria familiar evidente, sendo a hereditariedade
autossémica dominanteﬂ A patologia tem uma grande variabilidade inter e intra-familiar,
variando entre formas benignas e formas malignas (elevado risco de insuficiéncia cardiaca
e morte sibita - que atinge um a dois porcento dos doentes). Os sintomas sdo muito
varidveis e pouco especificos, variando entre: intolerancia ao exercicio fisico, mesmo quando
ligeiro; precordialgia (dor no peito); sensagao de sincope (desmaio) eminente ou mesmo
sincope; taquiarritmias (ritmo cardiaco aumentado) ou arritmias (ritmo cardiaco irregu-
lar); e sopro cardiaco. Na literatura estao descritos por volta de catorze genes associados a
patologia. Na Tabela[I.1], na pagina[5] encontram-se enumerados os genes que serao anali-
sados neste trabalho e respectivas localizagoes cromossémicas. [Seidman e Seidman, 2011]
[Voelkerding et al., 2010]

g

Figura 1.2: Coragao de paciente com Miocardiopatia Hipertréfica (esquerda) e coragao

normal (direita). Imagem retirada de:{Ho, 2011)

Destes 26 genes em estudo, podem destacar-se os catorze genes que jé se encontram

descritos na literatura, bem como a proteina que codificam. Essa informacao serd resumida

! A designacio autossémica refere-se & localizagdo num cromossoma nio sexual e dominante ao facto de

bastar uma cépia do alelo afectado para a caracteristica ser revelada.



Tabela 1.1: Genes em estudo relativos a Miocardiopatia Hipertroéfica.

Nome do Gene

Localizagcao Cromossémica

ACTC1
ACTN2
ANKRD1
CAV3
CSRP3
GLA
LAMP2
LDB3
MYBPC3
MYHG6
MYH7
MYL2
MYL3
MYLK2
MYOZ2
NEXN
PLN
PRKAG2
TCAP
TNNC1
TNNI3
TNNT2
TPM1
TTN
VCL
JPH2

Cromossoma 15: 35,080,296 - 35,087,927 cadeia “reverse”
Cromossoma, 1: 236,849,754 - 236,927,931 cadeia “forward”
Cromossoma 10: 92,671,853 - 92,681,033 cadeia “reverse”
Cromossoma 3: 8,775,486 - 8,883,492 cadeia “forward”
Cromossoma, 11: 19,203,578 - 19,232,120 cadeia “reverse”
Cromossoma, X: 100,652,791 - 100,662,913 cadeia “reverse”
Cromossoma X: 119,561,682 - 119,603,220 cadeia “reverse”
Cromossoma 10: 88,426,549 - 88,495,825 cadeia “forward”
Cromossoma, 11: 47,352,957 - 47,374,253 cadeia “reverse”
Cromossoma, 14: 23,851,049 - 23,877,486 cadeia “reverse”
Cromossoma 14: 23,881,947 - 23,904,927 cadeia “reverse”
Cromossoma 12: 111,348,628 - 111,358,404 cadeia “reverse”
Cromossoma, 3: 46-899,362 - 46,923,659 cadeia “reverse”
Cromossoma, 20: 30,497,111 - 30,422,492 cadeia “forward”
Cromossoma 4: 120,056,939 - 120,108,944 cadeia “forward”
Cromossoma 1: 78,354,198 - 78,409,580 cadeia “forward”
Cromossoma, 6: 118,869,461 - 118,881,893 cadeia “forward”
Cromossoma 7: 151,253,210 - 151,574,210 cadeia “reverse”
Cromossoma 17: 37,820,440 - 37,822,808 cadeia “forward”
Cromossoma 3: 52,485,118 - 52,488,086 cadeia “reverse”
Cromossoma 19: 55,663,138 - 55,669,100 cadeia “reverse”
Cromossoma, 1: 201,328,136 - 201,346,890 cadeia “reverse”
Cromossoma 15: 63,334,831 - 63,364,111 cadeia “forward”
Cromossoma 2: 179,390,716 - 179,695,529 cadeia “reverse”
Cromossoma, 10: 75,757,872 - 75,879,918 cadeia “forward”
Cromossoma, 20: 42,740,335 - 42,816,218 cadeia “reverse”
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na Tabela na pégina [6]

Tabela 1.2: Genes descritos na bibliografia relativos a Miocardiopatia Hipertroéfica.

Informagao retirada de: [Cirino e Ho, 2011

Nome do Gene

Proteina

ACTC1
ACTN2
CSRP3
MYBPC3
MYH6
MYH7
MYL2

MYL3
TCAP
TNNC1
TNNI3
TNNT?2
TPM1
TTN

Actina, musculo cardiaco

Alpha-Actina-2

Proteina 3 rica em cisteina e glicina, musculo

Proteina C de ligacao a Miosina, tipo cardiaco

Cadeia pesada da Miosina isoforma alpha, misculo cardiaco
Cadeia pesada da Miosina isoforma beta, musculo cardiaco
Cadeia 2 leve reguladora da Miosina, isoforma ventricu-
lar /musculo cardiaco

Polipéptido leve 3

Teletonina

Troponina C, musculo lento e misculo cardiaco

Troponina I, musculo cardiaco

Troponina T, musculo cardiaco

Tropomiosina 1, cadeia alpha

Titina

Conhecendo a estrutura do musculo cardiaco, torna-se mais intuitivo perceber a im-

portancia destes genes em especifico. Na Figura[I.4 encontra-se uma imagem da estrutura

muscular e na Figura[1.5| a representacao da estrutura de um sarcémero.



Figura 1.3: visto ao microscépio electronico de transmissao. Trata-se de um corte longi-
tudinal. E visfvel a estrutura dos sarcémeros e um disco intercalado. Imagem retirada de:
http://www.wellcome.ac.uk/stellent /groups/corporatesite/@msh._
publishing_group/documents/image/wtdv033034.jpg

O misculo cardiaco apresenta um estriado cruzado. Uma das suas caracteristicas é
possuir discos intercalados, a atravessar transversalmente o tecido muscular, em intervalos

irregulares (visivel na Figura [1.3)). Estes discos vao ter um papel relevante na contracgao

muscular. [Junqueira e Carneiro, 2003]

Linha Z Linha 2
———r— Filamento
Filamento p—— espesso
fino
B B

Banda I B.anda-A Banda I

Figura 1.4:  unidade responsavel pela contraccdo muscular. Imagem retirada de:

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Sarcémero.jpg

Os discos intercalados possuem, nas porgoes transversais, uma membrana especializada
que serve de ancora para os filamentos de actina dos terminais dos sarcomeros. No fundo
representam as hemi-bandas Z do sarcémero. As bandas I sdo compostas por actina e as

bandas A por miosina. A titina estd representada pela linha vertical verde, na Figura[T.4]

As fibras musculares possuem milhares de sarcémeros. [Junqueira e Carneiro, 2003]
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Troponin T
| Troponin C
Troponin | a-Tropomyosin

Myosin
light chain

Cardiac -myosin
heavy chain

Figura 1.5: e respectiva organizagao. Imagem retirada de:  http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/kabaeva-zhyldyz-2002-11-11/HTML /kabaeva-chl.html

Na Figura [I.5] estd representado de modo esquemético o processo de contracgao do
muculo. Temos entao que quando o misculo se encontra em repouso, a cabeca de miosina
se encontra ligada a uma molécula de ATP (Adenosina Tri-Fosfatada, energia da célula).
Ao perder um fosfato inorganico, hidrolisado pela cabega da miosina (por ac¢ao do enzima
ATPase), o ATP passa a ADP (Adenosina Di-Fosfatada) o que faz com que passe a existir
afinidade entre a miosina e a actina que se ligardao formando um complexo. Daé-se a
libertacao do ADP e do fosfato inorganico, bem como de energia. Isto deformard a cabega
da miosina, o que provocard um movimento que empurrard a actina para tras do filamento
de miosina, assim a actina estard bem dentro da banda A. Deste modo, ha contraccao
muscular. O sistema s reinicia quando o complexo se separa, apds uniao entre a miosina,
e uma nova molécula de ATP, que ird repor a estrutura original da cabega da miosina,
preparando-a para um novo ciclo. Se nao existir ATP disponivel o ciclo ndo recomega,

tratando-se de rigidez muscular extrema, caso do rigor mortis que ocorre apds a morte.

[Junqueira e Carneiro, 2003]|

E importante conhecer se um individuo possui ou nao a doencga, mesmo que esta nao
se manifeste em termos de sintomas e nao haja propriamente uma cura. Sabendo que
tipo de mutagédo a provoca pode adequar-se uma terapéutica mais eficaz a cada paciente,
prevenindo complicagoes e diminuindo os sintomas. Os doentes com Miocardiopatia Hi-
pertréfica podem ser sempre assintomaticos ou com sintomas ligeiros e passar a sintomas

mais graves e complicagoes.



Capitulo 2

Aprofundamento dos Métodos

Estatisticos

Neste capitulo sera feito o aprofundamento da metodologia aplicada neste projecto,
de forma a explicar as nocoes que estao na base dos programas e técnicas utilizadas.
O capitulo serd dividido em vérias secgoes, seguindo a ordem pela qual o procedimento
pratico é realizado, podendo apresentar subseccoes quando existem alternativas de meto-
dologia. Tanto os diferentes tipos de ficheiros gerados como os programas utilizados serao

abordados.

2.1 O formato .fasta

Este formato consiste numa sequéncia de nucle6tidos. Permite atribuir um nome a
sequéncia e, eventualmente, comentarios. No Exemplo 1 serd apresentado um pequeno
excerto do genoma de referéncia utilizado no projecto (humano, hg19) que se encontra em

.fasta referente ao cromossoma 1.

Exemplo 1.
>chril
TGTTTTGACTATCCCCTCCACCCTCATCGCATTCGATATGGAGAGTAGGT
GGTATTAGGGAGATAACTTACTTAGAAAGGTACTTTCTCTGAATGGTGTA
TAGTTGACGATAGCCGATATGAGGGAAGAAAATACATAAGAGGACAAAAT
AGAATGCCCAGAAAGCTTTAGAAAATAATAGAAGACAGAAAGAAAAACAT
GATTATGGAAGAAGGATTAAGGTTGATGATGAGAGAAAGGGGACACTGAATTT

E neste formato que serd sempre utilizado o genoma de referéncia, contra o qual sera

9
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feito o alinhamento.

2.2 O formato .fastq

O formato .fastq tem algumas variantes, por essa razao a explicacao ird incidir sobre
a variante correpondente a Illumina/Solexa. Sendo semelhante ao formato .fasta ante-
riormente descrito, utiliza a codificacado PHRED para os scores de qualidade com uma
janela de variacao de 0 a 40, ainda que os scores PHRED variem entre 0 e 62. O software
PHRED lé as sequéncias, determina a base e associa um score de qualidade a cada uma.
A qualidade em escala PHRED (Qprprpp) é estimada em termos de probabilidade de
erro P., a partir da seguinte expressao Qpgrrpp = —10 X log;o(P.). Como ilustragao

apresenta-se o Exemplo 2 referente a um dos individuos em estudo.[Cock et al., 2010]

Exemplo 2.
@HWI-ST177_211 _CO3PTACXX:6:1101:1330:1966#CGTT\1
ATCACGCAATGCAGAAGAGAAAGNCAAGAAGGCCATCACTGATGTA
+
DADB:BA8<E<XC<KF:9FG7A*£117)C;F3D)0%007%99/9)
@ HWI-ST177_211 CO3PTACXX:6:1101:1405:19794CTTT\1
CAAATGGAATCGAATGGAATCACNGAACAGAATCGAATGGAACAAT

Observando o Exemplo 2, vemos o simbolo @ a iniciar a linha de titulo com a iden-
tificacdo da sequéncia e uma descricdo opcional que pode conter o nome do instrumento,
comprimento de leituras, etc. As bases de ADN podem ser apresentadas com os C, G, A, T
habituais (representando respectivamente Citosina, Guanina, Adenina e Timina), com um
N - quando nao se sabe que base é, ou outros simbolos da lista da IUPAC (Uniao Internacio-
nal da Quimica Pura e Aplicada) explicados na Tabela [Deorowicz e Grabowski, 2011]

Tabela 2.1: Lista de Simbolos da IUPAC (retirado de
http://www.cisred.org/rat1.1/iupac_symbols _help).

Simbolo Significado

G ou A (purina)

T ou C (pirimidina)
GouT

AouC

2 = < o
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Simbolo Significado

G ouC
AouT
G, TouC
G,AouT
A,CouT
G, CouA

<DZowzg®

Todas as amostras do projecto vieram no formato .fastq, sendo que o nosso trabalho

se inicia nesta fase.

2.3 Alinhamento ao genoma de referéncia

A primeira fase da metodologia consiste no alinhamento das amostra ao genoma de
referéncia. Para este propdsito, utilizou-se o programa BWA. Implementando a ferramenta
de alinhamento de Burrows-Wheeler, este programa torna-se uma das melhores opgoes no
que toca ao alinhamento de leituras curtas a uma sequéncia longa de referéncia, como
é o caso das nossas amostras. Este programa também é vantajoso em relagao a outros
por permitir alinhamentos com leituras que apresentam lacunas (gaps) e por estimar a
dimensao da biblioteca da sequenciagao. |[Langmead et al., 2009] [Li e Durbin, 2009]

Os grandes problemas inerentes ao alinhamento prendem-se com a quantidade de in-
formacao que possuimos (o genoma humano consegue ter cerca de 2.2GB de tamanho) e
com a eficiéncia/rapidez, do préprio método de alinhamento. |[Langmead et al., 2009]

A indexacao de Burrows-Wheeler consiste numa permutagao reversivel de caracteres
num texto. Imaginando que temos um determinado texto, T', vamos adicionar o simbolo $
no seu extremo esquerdo. Considerando que $ lexicograficamente vem em primeiro lugar
que qualquer outro caracter presente em 7', permuta-se $7 tantas vezes quanto a sua
dimensao adicionada uma unidade (correspondente ao $ adicionado). Deste modo, vamos
obter uma matriz em que cada linha terd uma das solugoes das permutagoes (cada linha
é uma permutagao de $7) e as linhas estarao organizadas por ordem alfabética. A coluna
mais & direita serd a transformacao de Burrows-Wheeler que possui a mesma dimensao do
texto original com $. Este processo permite uma pesquisa que exige pouca capacidade de
um computador, pela sua eficiéncia. [Langmead et al., 2009]

Especificamente para o programa BWA, algumas alteracoes foram implementadas por
Li e Durbin em 2009, para a transformacao de Burrows-Wheeler poder ser utilizada em
alinhamento de pequenas leituras de sequenciacao contra um genoma de referéncia longo
(como o caso do humano). Considerando X' um alfabeto, sabemos que o simbolo $ nao

consta do mesmo. Uma string X = apa;...a,_1 acaba sempre com o simbolo $, ou seja
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an—1 = $. Considere-se X[i] = a;, com i = 0,1,...,n — 1, como o i-ésimo caracter de
X e X; = X[i,n — 1] um sufixo de X. Vamos considerar um vector sufixo S, que ira
corresponder a uma permutacao dos valores de 0,...,n — 1, entdo S(i) conterd a posigao
inicial de cada X; de partida. Neste caso, a transformacao de Burrows-Wheeler, BWT
(do inglés Burrows-Wheeler Transformation), é considerada aquela que possui B[i] = $
quando S(i) = 0 e B[i] = X[S(i) — 1] caso contréario. A dimensao de X e de B é igual a n.
A arrumacao das permutacoes foi igualmente realizada por ordem alfabética, com a mesma
consideracdo no que respeita a $§. Na Figura encontra-se um fluxograma explicativo
do processo da transformacao de Burrows-Wheeler aplicada em BWA e na Figura

encontra-se um exemplo que ilustra o mesmo. |Li e Durbin, 2009]

Contrugaoden
String Adicaode sufixos:
inicial X S no final o X=X[i,n-1]

e j=0,1,...,n-1

Registo das posicoes iniciais dos
sufixos ordenados

Ordenacdo dos sufixos

lexicograficamente * S(i) corresponde a posicdo inicial do
sufixo X;
(i)
* Xy )

* 5(i)e{0,1,...,n-1}
¢ Vector S=(5(0),...,S(n-1)) é o vector
sufixo e na pratica é uma permutagdo
de{0,1,...,n-1}
|

e i=0,1,...,n-1

J

Construcdo de umastring a
partir de X designada por
BWT

e String BWT -> B[0],..,B[n-1]

* Com B[i]=Sse S(i)=0e
B[i]=X[S5(i)-1] caso contrario

Figura 2.1: Fluxograma explicativo do funcionamento da transformacao de Burrows-

Wheeler aplicada ao programa BWA
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X is) X! B[i]
0 ATCACGS 0 6 SATCACG G
1 TCACGSA 1 3  ACGTSATC C
2 CACGSAT  Organizacio & 0 ATCACGS >
3 ACGSATC  Lexicogréafica 3 2 CACGSAT T
4 CGSATCA 4 4  CGSATCA A
5 GSATCAC 5 5 GSATCAC C
6 SATCACG 6 1 TCACGSA A

Figura 2.2: Explicacao do funcionamento da transformacao de Burrows-Wheeler aplicada
ao programa BWA. Com base na string X = ATCACGS$ (os primeiros seis carateres do
Exemplo 2.), constroiem-se sete sufixos (X;) seguidos da sequéncia restante (ag...a;—1),
gerando sete strings X. Estas sete strings sao, posteriormente, organizadas por ordem
alfabética, X(*i). Apés esta organizacdo, as posicoes dos primeiros caracteres formam o
vector sufixo S(i), neste caso (6,3,0,2,4,5,1). A transformagao de Burrows-Wheeler serd a

concatenacao dos ultimos caracteres das strings ja organizadas, neste caso GC$T AC A.

Tendo em conta que estamos a trabalhar com sequenciamentos realizados em [llu-
mina, o programa sempre que encontra um N (base desconhecida, conforme explicado
na secc¢ao na pagina , atribui uma das quatro bases aleatoriamente. Isto pode
levar & ocorréncia de falsos positivos, no entanto nao é preocupante dada a raridade da
situacao. Para cada alinhamento, é calculado um score de qualidade de alinhamento
de este ser incorrecto para cada posicao. Considera-se que a verdadeira base pode ser
sempre encontrada no genoma de referéncia, o que nao é propriamente verdadeiro, le-
vando a uma sobrestimacgao do score, ainda que com um desvio relativamente pequeno.
[Li e Durbin, 2009

No final do alinhamento, vamos ficar com um ficheiro .sam, para prosseguir com a

analise.

2.4 O formato .sam

O formato .sam (SAM - Sequence Alignment Map), gerado apds o processo de alinha-
mento, guarda a informagao do alinhamento das leituras com o genoma de referéncia. O
formato contém um cabecalho, iniciado pelo simbolo @ e uma seccao relativa ao alinha-
mento. Esta tltima possui onze campos obrigatérios e um numero varidavel de campos
opcionais. Quando algum dos campos obrigatérios nao possui um valor, é preenchido por

um zero ou um *, conforme o local. As colunas sao separadas por TAB. [Li et al., 2009]
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O Exemplo 3 ilustra o formato .sam e a Tabela[2.2| possui a explicagao dos onze campos

obrigatodrios do formato.

Exemplo 3.

@3Q SN:ref LN:45

r001 163 ref 7 30 8M2I4M1D3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTA x*
r002 0 ref 9 30 3S6M1P1I4M * O O AAAAGATAAGGATA *

r003 0 ref 9 30 5H6M * O O AGCTAA * NM:i:1

r004 O ref 16 30 6M14NBM * O O ATAGCTTCAGC =*

r003 16 ref 29 30 6H5M * O O TAGGC * NM:1:0

r001 83 ref 37 30 9M = 7 -39 CAGCGCCAT =*

Tabela 2.2: Explicagao do formato .sam

(retirado de [Li et al., 2009]).

Nome da coluna

Descricao

QNAME
FLAG
RNAME
POS
MAPQ
CIGAR
MRNM
MPOS
ISIZE
SEQ
QUAL

Nome do par de leitura

Explicacao em termos de bits da informagao da leitura

Nome da sequéncia de referéncia

Posigao no alinhamento da base mais a esquerda

Qualidade do alinhamento (na escala PHRED)

Descricao do alinhamento

Referéncia da leitura par ("=" se for a mesma que em RNAME)
Posicao no alinhamento da base mais a esquerda da leitura par
Tamanho da insercao

Sequéncia na mesma cadeia que a referéncia

Qualidade (baseado em PHRED)

2.5 O formato .bam

O formato .bam (BAM - Binary Alignment Map) é a versao comprimida em formato

bindrio do ficheiro .sam. Encontra-se na forma bindria e o seu aspecto nao é compreendido

pelo humano, apenas pelo computador. No entanto, o programa SAMtools, possui um

comando (comando tview) que permite a visualizacao do alinhamento no formato .bam. A

Figura [2.3] ilustra a o alinhamento na regiao do gene ACTN2 do individuo representado

pela notagao 02187A. A primeira linha (contendo niimeros) corresponde as posigoes, a
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segunda linha & sequéncia do genoma de referéncia, as linhas seguintes vao corresponder
cada uma a uma leitura, em que os pontos (ou virgulas) indicam que nessa posi¢ao a
leitura coincide com a referéncia. Quando as leituras nao coincidem com a referéncia e
aparecem letras, estas seguem a nomenclatura descrita na secgao [2.2] na Tabela 2.1] na

pagina A cor alaranjada indica-nos que a qualidade dessa leitura ndo é muito boa.

meusebio@IMMGenel:/GenoStorage/Utilizadores/meusebio

Figura 2.3: no programa SAMtools a partir do ficheiro no formato .bam do individuo
02187A, na regiao do gene ACTN2.

2.6 Determinacao de SNP

Para a determinagao dos SNP (alteragoes ao nivel de um nucledtido), inser¢oes (adigao
de um ou mais nucleétidos) ou delecgoes (perda de um ou mais nucleétidos), utilizou-se o
programa SAMtools e testou-se o programa GeMS. [Li et al., 2009] [You et al., 2012]

2.6.1 Determinacao recorrendo a SA Mtools

Supoe-se que existe independéncia entre as leituras, mas este pressuposto pode ser
desrespeitado quando ocorrem erros de alinhamento ou artefactos de PCR. Isto pode ser
corrigido através de um esquema de pesos que tenha em consideragao os erros de cor-
relagao ou recalibrando os scores de qualidade do alinhamento utilizando dados empiricos.
[Nielsen et al., 2011]

Supondo esta independéncia, a verosimilhanga é o produto das verosimilhangas para
as diferentes leituras. [Li, 2011]
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Na Tabela [2.3 encontram-se descritas as notagoes que sao mais usadas nesta seccao de

forma a facilitar a leitura da mesma.

Tabela 2.3: Notacoes mais habituais (adaptado de |Li, 2011]).

Simbolo Descrigao

n Ntmero de individuos
m; Numero de cromossomas de cada individuo
n
M Ntmero total de cromossomas na amostra (M = > m;)
i=1
D; Dados de sequenciagao (nucledtidos e scores de qualidade)
do i-ésimo individuo
gi Genétipo (numero de alelos de referéncia) do i-ésimo in-
dividuo (0 < g; <my)
M
Ok Probabilidade de observar k alelos de referéncia (kz o =1)
=0
Li() Funcao de verosimilhanga de um parametro ¢ do i-ésimo
individuo (£;(0) = P{D;|0})
X Contagem de alelos de referéncia num dado local para todos

os individuos

Os alelos de referéncia sao os alelos observados no individuo que sao iguais aos do
genoma de referéncia.

Considerando que temos uma amostra, os dados D sao uma matriz contendo as bases
com os respectivos scores de qualidade associados. Supondo que: num determinado local
teremos k leituras, que as [ primeiras bases (I < k) serao iguais as do genoma de referéncia
e as restantes diferentes, e que a probabilidade de erro da j-ésima base da leitura ¢é ¢;,

para uma pléidiaﬂ de dois, partindo do pressuposto de independéncia entre erros, teremos:
[Li, 2011]

k

l
ikr[ 2—g)e;+g9(1—¢)] T] 12 9)1 - &) + gej] (2.1)

j=l+1
em que g diz respeito ao numero de alelos iguais aos do genoma de referéncia da
amostra. [Li, 2011]
Definindo X como o numero de alelos de referéncia nas amostras, a distribuicao a
posteriori de X é dada por: [Li, 2011]

! Pléidia refere-se ao conjunto de cromossomas por célula. Tratando-se de um projecto aplicado & espécie
humana, a pléidia é dois; pois temos dois conjuntos de cromossomas homoélogos (23 pares), ou seja somos
dipléides (2n). [McCahill, 1996]
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o P{D|X =k} _ ¢uL(k)
%:@P{D\X =1} Zl:@ﬁ(l)

P{X =k|D,®} = (2.2)
Note-se que D; é uma matriz e D = (Dy,..., D,) é uma matriz composta. L(k) diz

respeito & verosimilhanga da contagem alélica. A sua expressao é: [Li, 2011]

Loty =PDIX =K = 2 S 6 o] (j@_)ﬁi@i) (2.3

(k) oran i1

onde s,(g) é o nimero total de alelos de referéncia na configuragao genotipica g e 0y
a fungao delta de Kronecker que vale um quando k = [ e zero caso contrario. [Li, 2011]

Para a determinacao das variantes, temos o forte conhecimento a priori que pratica-
mente todos os nucleétidos das nossas leituras serao coincidentes com o genoma de re-
feréncia. Recorrendondo a inferéncia bayesiana, podemos utilizar esta informagao. Sendo
¢r, a probabilidade de observar k alelos de referéncia entre os M cromossomas (haplétipos),
com k = 1,...M (M é o nimero de cromossomas presentes na amostra, como esta-
mos a trabalhar com um individuo dipldide, cada amostra apresentara dois cromossomas
(haplétipos), dois alelos, para cada caracteristica, diferentes ou nao). Define-se, por con-
veniéncia, & = (¢1,...,dr) que é a amostra AFS (espectro regional de frequéncia alélica)
para M haplétipos. [Li, 2011]

A forma mais apropriada de estimar propriedades ao longo de miltiplos locais é utili-
zando o algoritmo EM-AFS. Considerando que temos L locais de interesse e que queremos
calcular o AFS, entdao X,, com a = 1, ..., L, é a varidvel aleatdria que representa o nimero
de alelos de referéncia no local a. Pode utilizar-se o algoritmo EM para achar o vector &
que maximiza P{D|®}, ou seja a probabilidade dos dados ao longo de todas as amostras
com todos os locais condicionais a AFS. No entanto, a maior parte das vezes ja existe um
valor tedrico para o AFS para cada local, proveniente de dados bioldgicos. A expressao de
acordo com o algoritmo EM vem dada por: [Li, 2011]

S04 _ iza:p{xa _ k|D,d®)} (2.4)

A qualidade da variante ¢ definida por Quar = —10logyy P{X = M|D, ®} e determina
que o local é uma variante se @4, for suficientemente grande. [Li, 2011]

Existem outras formas de determinar as variantes, mas foi esta a utilizada a partir do

programa SA Mtools.

2.6.2 Determinacgao recorrendo ao GeMS

Contrariamente & maioria dos programas para determinacdo de SNP, o GeMS toma

em consideragao os erros de preparacao da amostra, para além dos erros de atribuicao de
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nucledtidos e de alinhamento. Este programa, recorre a maximizacgao de verosimilhancas
genotipicas e ao teste de Dixon para valores atipicos. [You et al., 2012]

Para cada local genémico, s, iremos chamar D ao conjunto das informagoes do alelo
alinhado. Note-se que D ¢é diferente do apresentado na seccao anterior, visto que nao
possui a informagao relativa ao score. Sabendo que temos 10 gendtipos possiveis dado
que G1,G2 € {A,C,T,G}, GeMS ira escolher argmaxg, o, P(G1G2|D), para cada local s.
Vamos considerar X; o alelo observado na leitura ¢ no local s e Y; o verdadeiro alelo na
leitura ¢ no local s. [You et al., 2012]

Considerando o genétipo GG1Go, idealmente Y; seria GG1 ou Go. Como Y; estd sujeito
a diversos erros (de preparagdo de amostra, entre outros), serd uma varidvel aleatéria

G1G2) | cujas probabilidades para cada caso sao

latente que tem distribuicao Categérica(p
discriminadas na Tabela 2.4 O parametro p é a menor probabilidade de que Y; iguala
um alelo diferente do gendtipo tido como referéncia. Uma distribuicao Categorica é uma
distribuicao que atribui diferentes probabilidades a k possiveis valores de variavel aleatoria,
com k > 2. [You et al., 2012]

G1G2 G1G2>'

Tabela 2.4: Valores possiveis para p para Y; ~Categdérica(p

Informacao retirada de: [You et al., 2012].

Modelo GGy p§102 pglGQ pg1G2 pg1Gz

1 AA  1-3p P p P

2 CcC P 1-3p D P

3 GG P P 1-3p P

4 TT P P P 1—-3p
5 AC % % P P

6 AG % P 1_22p D

7 AT % P D 1_22p
8 CG P % % P

9 CT P % P %
10 GT » P L L

O programa ira, igualmente, utilizar a escala PHRED para a qualidade da deter-
minacao dos nucledtidos, B;, bem como para a qualidade do alinhamento, M;. Portanto,
iremos ter P(determinacdo incorrecta da base) = 107%15i ¢ P(alinhamento incorecto) =
107%™ - Quando pretendemos calcular a precisao de um alelo alinhado esta é dada por,

w; = min{P(determinacio correcta da base), P(alinhamento correcto) }= 1—10~0-1min{BiMi},
[You et al., 2012]
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Dados o nucleétido e alinhamento correctos, podemos considerar X; = Y; e propor a
seguinte distribuigao para X;: P(X; = Yi|Yi) = w;, P(X; # Yi|Y;) =1 —w; e P(X; #
Vi, X; = k|Y;) = 15%, com k € {A,C,G, T}. [You et al., 2012]

Considerando X; independentes, com ns sendo o nimero de leituras que abrange um

local s (i € {1,2,...ns}), teremos:

L(p“1?) = P(D|G1Gy) = [[P(Xi=u) =

éj
(]

[P(X; = zi|Y; = k)| P(Y; = k) =
i=1 ke{A,C,G,T}

o ;= 1 —w; T; 1G2
- H Z [wf( R )itk GG

3
i=1ke{A,C,G.T}

Por definicao, o programa utiliza uma distribuicdo a priori nao informativa.

O gendtipo consenso serd baseado na probabilidade a posteriori e serd denominado
argmaxq, o, P(G1G2|D) = argmaxGlGQL(f)GIGQ), com a seguinte ordem de estatisticas
Puy = ming, 6, P(G1G2|D) < Py < ... < Py < Py = marg, 6, P(G1G2|D).

[You et al., 2012]

Para um SNP ser determinado como tal, o programa utiliza o teste de Dixon para
valores atipicos. Como cada local tera 10 probabilidades a posteriori, o valor da estatistica

de teste, @), vem dado por: [Dixon, 1950] [You et al., 2012]

Py — P
o= =P (2.5)
Puoy) = P

Este teste ird analizar a razao da diferenca entre a maior probabilidade a posteri-
ori e a segunda maior. O output do programa fornece o valor da maior probabili-
dade a posteriori para cada caso e o respectivo valor-p dos modelos genotipicos. Uti-
liza os valores da distribuicao de Dixon tabelada para o cdlculo do valor-p. Quando
o valor-p é inferior a um nivel de significancia escolhido, a alteracao é considerada um
SNP. O valor-p é obtido com base no pacote outliers do programa R (http://cran.r-
project.org/web/packages/outliers/index.html), criado por Lukasz Komsta, a partir do
valor da estatistica de teste. [You et al., 2012]

A utilizagdo deste programa ndo permite a progressdo na andlise dos dados, sendo

necessario prosseguir com o output obtido no programa SAMtools.
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2.7 O formato .vcf

Um ficheiro no formato .vcf guarda a informagao relativa a polimorfismos no ADN
(SNP, insergoes e delecgoes) de forma compactada e de facil acesso. O ficheiro é composto

por uma zona de cabegalho e outra de corpo. No Exemplo 5 (retirado do artigo de

[Danecek et al., 2011]) encontra-se uma representacao de um ficheiro no formato .vcf, de

forma a ilustrar o tipo de ficheiro obtido apds a determinagao das variantes.

No cabegalho (todas as linhas comegadas com ##) é especificado o formato, a data, o
programa que gerou o ficheiro, o ficheiro de referéncia, todo esse género de identificagoes.
No corpo do ficheiro, vamos ter uma primeira linha (iniciada com #) que identifica as
colunas e as linhas seguintes com os dados. A primeira coluna é relativa ao nimero do
cromossoma, a segunda a posicao da primeira base da leitura, a terceira a identificacao
da variante, a quarta a sequéncia de referéncia, a quinta a alteracao registada, a sexta ao
score de qualidade, a sétima a informacao relativamente ao filtro aplicado (se foi ou nao

considerada pelo filtro), as trés tltimas colunas s6 sao utilizadas quando se analisam duas

ou mais amostras em simultaneo. [Danecek et al., 2011]

Exemplo 5.

##Tileformat=VCFv4.1

##fileDate=20110413

##source=VCFtools

#treference=file:///refs/human_NCBI36.fasta

##contig=<ID=1, length=249250621, md5=1b22b98cdeb4ad304ch5d48026a85128, species="Hamo Sapiens"=>
#icontlg=<ID=X, length=155270560, md5=7e0e2e58029707764e31dbcB0c2540dd , species="Homo Sapiens”=
##INFO=<ID=AA,Number=1, Type=String,Description="Ancestral Allele"=>

#H#INFO=<ID=H2 , Number=0, Type=Flag,Description="HapMap2 membership"=

##FORMAT=<ID=GT,Number=1, Type=String,Description="Genotype"=>
#H#FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality"=>
##FORMAT=<ID=DP, Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth"=
##ALT=<ID=DEL,Description="Deletion"=>
#FHINFO=<ID=SVTYPE, Number=1, Type=5tring,Description="Type of structural variant"=
##INFO=<ID=END, Number=1,K Type=Integer,Description="End position of the variant"=

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFOD FORMAT SAMPLEL SAMPLEZ

1 1 . ACG  ALAT 48 PASS . GT:DP 1/1:13 2/2:29

1 2 . C T,LT : PASS H2; AA=T GT g1 2/2

1 5 rsl2 A G 67 PASS . GT:DP l|j@:16 2/2:28

X leg . T =DEL= . PASS SVTYPE=DEL; END=299  GT:GQ:DP 1:12: 0/0:20:36

2.8 Anotacao de SNP

Esta parte final da metodologia tem como objectivo indicar, das variacoes detectadas
anteriormente, quais as alteracoes que efectivamente provocam mudancas no fendtipo e
qual a sua gravidade.

As amostras foram anotadas por dois programas diferentes (snpEff e ANNOVAR) de
forma a encontrar a melhor alternativa em termos de interpretacao de output final. Ambos

os programas aceitam ficheiros no formato .vcf e anotam SNP, insercoes e delecgoes.
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2.8.1 Anotacgao utilizando snpEff

O programa snpEff utiliza as base de dados dos SNP do projecto 1000 Genomes (base
de dados hg19 do grupo NCBI e base de dados GRCh37 do grupo Ensembl). Ha pouca
informagao relativamente ao funcionamento do programa, dado que o artigo ainda nao foi
publicado. Em termos de descrigao do efeito da variacao é melhor que o ANNOVAR. O
programa indica claramente o tipo de alteracao que ocorreu, de que tipo é e categoriza o

impacto. Gera um ficheiro que pode ser lido no Microsoft Excel ™. [Cingolani, 2012]

2.8.2 Anotagao utilizando ANNOVAR

A anotacdo deste programa é baseada em bases de dados pré-compiladas de anotacao
(do NCBI, UCSC Genome Browser e Ensembl). No final, apresenta um ficheiro que pode
ser lido em Microsoft Excel ™ com toda a informacao resumida. Em termos de nomencla-
tura do local de ocorréncia da variacao é melhor que o snpEff. [Wang, Li e Hakonarson, 2010]

As vantagens deste programa em relacao a outros de anotacgdo sdo o facto de servir
para diversas plataformas de sequenciagdo, nao necessitar de montar alinhamentos com as
bases de dados e conseguir lidar com mutagoes sinénimas (redundantes, em que o resultado
final é o mesmo) e a possibilidade de anotagao de SNP desconhecidos (nao descritos). A
anotagao pode ser relativa aos genes (a utilizada neste projecto) ou a zonas funcionais do
genoma. O programa consegue filtrar e anotar variagoes que nao estao descritas em bases
de dados publicas. [Wang, Li e Hakonarson, 2010]

O programa exige que se converta o ficheiro em .vcf para um formato especifico para
uso interno no ANNOVAR (preparacao do input) e a descarga de diversas bases de dados,

mesmo que nao utilize todas.






Capitulo 3

Analise dos Dados da

Miocardiopatia Hipertroéfica

Com o objectivo de descobrir novas mutagoes associadas a Miocardiopatia Hipertrofica,
sequenciaram-se por Sequenciacao de Nova Geracao em Harvard- Partners Center for
Genetics and Genomics, na Illumina HiSeq2000, os genes de uma coorte de dez pacientes
com o diagnéstico clinico da doenca, mas que nao apresentavam qualquer mutacao exdénica
patogénica por sequenciacao padrao. Normalmente sao testados apenas os cinco genes mais
frequentes associados a doenca, tanto pelo tempo que a sequenciagao demora (podem ser
véarios meses) bem como pelos custos associados.

Os dados vieram em formato .fastq, j4 com o respectivo cédigo de barras retirado
e com as amostras separadas por individuos. O formato .fastq consiste na informacao
da sequéncia de nucleétidos da amostra com o respectivo score de qualidade para cada
base. A explicagdo do formato é aprofundada no Capitulo [2, na secgao na pagina
[Cock et al., 2010]

O codigo de barras trata-se de uma das inovagoes da Sequenciacao de Nova Geragao
que permite numa sé corrida ter diversas amostras de diferentes individuos, recorrendo
a adicao de uma sequéncia de oligonucleétidos caracteristica de cada individuo. Esta
sequéncia de identificacao é retirada ja na fase de andlise dos dados, apds a separacao das
amostras. Como os dados foram-nos fornecidos ja sem cédigo de barras, nao foi necessario
o passo referente ao tratamento do mesmo.

O servidor utilizado para a andlise das amostra foi o IMMGenel, com as seguin-
tes caracteristica: 24 processadores Intel Xeon X5690, com 3.47GHz de velocidade cada
e 1600.00MHz de bus, 94.5Gb de RAM com o sistema operativo Kernel Linux 2.6.32-
71.29.1.e16.x86_64 com distribuicao CentOS 6.2, pertencente ao Instituto de Medicina Mo-
lecular, da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.

A cada um dos individuos analisados foi associado um cédigo identificativo. A inter-

23
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pretagao final dos resultados foi individual com base na amostra. A anotacao das variacoes
foi feita recorrendo a dois programas diferentes (snpEff e ANNOVAR) e a duas bases de
dados distintas (hg19 da UCSC (Universidade da Califérnia, Santa Cruz) em ambos os
programas e GRCh37.65 do EBI-EMBL em parceria com o Wellcome Trust Sanger Insti-
tute, do projecto Ensembl, apenas no ultimo). A andlise foi efectuada por individuo, ainda
que a andlise conjunta aumente a poténcia da determinagao das variantes, pois em termos
de diagndstico o tratamento dos dados serd sempre por individuo. [Flicek et al., 2011]
[Fujita et al., 2011] [Li, 2011]

Apenas a anotacao das variagoes é apresentada, pois esta é a Uinica parte do tratamento
dos dados que é analisada. No entanto toda a metodologia explicada no Capitulo [2] é

aplicada, seguindo o fluxograma explicativo da Figura (3.1

Alinhamento das
amostras ao Conversao de .sam
genoma de a.bam

referéncia

v

Organizacao do Indexacdo do
ficheiro .bam ficheiro .bam

v

Determinacdo de
SNP, insercdes e |——>| Anotacdo dos SNP
deleccdes

Figura 3.1: Fluxograma explicativo que ilustra a sequéncia aplicada no tratamento dos
dados.

Para o programa snpEff, sao apenas representados os dados relativos aos genes nao
descritos na literatura e com cobertura superior a 30 (uma variagao é considerada relevante
se possuir uma cobertura superior a 30). Quanto aos alinhamentos, temos o mesmo critério
de apresentacdo. A partir das variacGes obtidas neste programa é que vamos comparar

com as obtidas no programa GeMS, para sabermos se se tratam de possiveis candidatas a
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SNP. Ainda que aparente ser uma inversao na ordem descrita, tanto na Figura [3.1] como
no Capitulo [2, ndo o é, dado que o programa GeMS apenas apresenta a posi¢ao do gene
de forma meramente numérica, portanto precisamos de obter os dados ja anotados para
poder confrontar com esse output.

Para a visualizacao dos alinhamentos nos locais onde ocorrem as variagoes em cada
individuo foi utilizado o programa [ GVEL ja com os ficheiros em formato .bam (explicacao
do formato no capitulo [2, seccao na pagina , utilizando hg19 como genoma de
referéncia. [Robinson et al., 2011][Thorvaldsdéttir, Robinson e Mesirov, 2012]

Nao é possivel visualizar todo o gene em simultaneo no alinhamento, portanto optou-se
por apresentar as zonas mais relevantes de cada gene e individuo. Opta-se por apresentar o
alinhamento na fase final da interpretacao dos dados, pois s6 nesta fase sabemos que zonas
do alinhamento sao mais importantes de visualizar e os alinhamentos foram agrupados por
gene para sabermos até que ponto as alteracoes se encontram nos mesmos locais para todos
os individuos com variagoes nesses genes, em vez de apresentar um alinhamento por gene
e por individuo.

As variagOes nao sdo correctamente anotadas por uma questdo de confidencialidade,
sendo apenas descrito o tipo de variagao, que gene afecta, bem como o local funcional, e
que tipo de efeito provoca. Quando encontramos o mesmo gene repetido, com a mesma
cobertura e qualidade, mas com efeitos diferentes, trata-se da mesma variacao com todos

os efeitos previstos.

3.1 Amostra 02186 A

Na Tabela[3.I] observa-se que nenhuma das duas mutagoes assinaladas pelo programa
ANNOVAR é relevante, dado que a sua cobertura é extremamente baixa (apenas dois,
quando deveria ser superior a 30). A que possui impacto trata-se de uma variagao

sinénima. Apenas um dos genes nao se encontra na literatura (NEXN).

Tabela 3.1: Mutagées detectadas no individuo 02186A, utilizando o programa ANNOVAR
com a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
MYBPC3 G por A Exao NA NA Sinénima
NEXN adicao de T Intrao 101 NA NA

Na Tabela encontram-se os valores das verosimilhanca do genétipo das alteracoes
detectadas utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19, na escala PH-

1O programa IGV - Integrative Genomics Viewer foi utilizado apenas para a visualizacio dos dados ja

alinhados.
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RED.

Tabela 3.2: Verosimilhanca do genétipo em escala PHRED das alteragoes detectadas no
individuo 02186A, utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19.

Gene Referéncia Alteracao e Referéncia Alteragao

NEXN Nenhum - 139 T-0 TT - 86

Na Tabela temos a representacao dos gendtipos possiveis para cada alteracao em
cada gene. Utilizando os valores dados na tabela, que se encontram numa escala PHRED,
conseguimos as probabilidades de se obterem aqueles dados condicional a cada um dos

trés gendtipos.

1. NEXN

a) P(Dados| — —) = 1071399 = 1.259 x 10~ 14
(a) P(

b) P(Dados| —T) =10 =1

(b)

(c) P(Dados|TT) = 107860 =2512 x 107

Neste amostra nao temos valores do programa GeMS, pois, tratando-se esta alteracao
de uma insercao, nao poderia ser um SNP.

Apenas o programa A NNOVAR fornece as informagoes relativamente a verosimilhanga.
Sabe-se pelo féorum SEQanswers que no gene NEXN é o genétipo TT que é o mais
provavel.

Na Tabela |3.3| encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff

com a base de dados hg19.

Tabela 3.3: Mutagoes detectadas no individuo 02186A, utilizando o programa snpEff com
a base de dados hg19.

Gene Alteragao Local Qualidade Cobertura Impacto

ANKRD1 T por A Intrao 61 53 Modificador
CAV3 T por G Intrao 103 38 Modificador
CAV3 T por G Transcripto 103 38 Modificador
GLA G por A Intrao 144 34 Modificador
LDB3 T por C Intrao 133 70 Modificador
LDB3 T por C 5'UTR 133 70 Modificador

LDB3 T por C upstream 133 70 Modificador
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Gene Alteragcao Local Qualidade Cobertura Impacto

LDB3 A por G Intrao 140 34 Modificador
LDB3 A por T Intrao 157 40 Modificador
MYOZ2 T por C Intrao 112 89 Modificador
PRKAG2 G por A Intrao 139 100 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 216 41 Modificador
VCL A por G Intrao 65 32 Modificador

Os 7 genes identificados na Tabela nao se encontram descritos na literatura.

Na Tabela 3.4 encontram-se os valores-p e respectivas conclusoes retiradas do programa
GeMS, relativamente aos dados fornecido pelo snpEff, com a base de dados hg19 que serao
0s mesmos que para a base de dados GRCh37.65. S6 sao apresentados os valores-p, visto

que o programa nao fornece os valores da estistica de teste.

Tabela 3.4: Valores-p das alteragoes detectadas no individuo 02186A - snpEff - hg19 no
programa GeMS.

Gene Alteragao Valor-p Conclusao

CAV3 T por G 0.0000 Possivel SNP

GLA G por A 0.0000 Possivel SNP
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDBS3 AporT 0.0000 Possivel SNP

MYOZ2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 G por A 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL A por G 0.0266 Possivel SNP

Na Tabela encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRChS37.65.

Tabela 3.5: Mutagoes detectadas no individuo 02186A, utilizando o programa snpEff com
a base de dados GRCh37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

ANKRD1 T por A Intrao 61 53 Modificador
CAV3 C por A Intrao 103 38 Modificador
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Gene Alteragao Local Qualidade Cobertura Impacto

CAV3 C por A Transcripto 103 38 Modificador
GLA G por A Intrao 144 34 Modificador
GLA G por A Transcripto 144 34 Modificador
GLA G por A upstream 144 34 Modificador
LDB3 T por C Intrao 133 70 Modificador
LDB3 T por C upstream 133 70 Modificador
LDB3 A por G Intrao 140 34 Modificador
LDB3 A por G Transcripto 140 34 Modificador
LDB3 AporT Intrao 157 40 Modificador
LDB3 A por T Transcripto 157 40 Modificador
MYOZ2 T por C Intrao 112 89 Modificador
PRKAG2 G por A Intrao 139 100 Modificador
PRKAG2 G por A Transcripto 139 100 Modificador
VCL A por G Intrao 65 32 Modificador
VCL A por G Transcripto 65 32 Modificador
VCL T por C Intrao 189 86 Modificador
VCL T por C downstream 189 86 Modificador
VCL deleccao de TG  Intrao 136 97 Modificador
VCL deleccao de TG downstream 136 97 Modificador

Utilizando uma base de dados diferente na Tabela surgem novamente 7 genes que

nao se encontram na literatura, com possiveis SNP.

3.2 Amostra 02187A

Utilizando o programa ANNOVAR, com a base de dados hg19, néao foi detectada qual-
quer mutacao nos genes em estudo neste projecto.

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados hg19.

Tabela 3.6: Mutagoes detectadas no individuo 02187A, utilizando o programa snpEff com
a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
ANKRD1 C por A Intrao 120 38 Modificador
LDB3 G por C Intrao 219 72 Modificador

LDB3 T por C Intrao 134 83 Modificador




29

Gene Alteragcao Local Qualidade Cobertura Impacto
LDB3 AporT Intrao 147 62 Modificador
LDB3 G por A Intrao 152 62 Modificador
MYLK2 T por C Factor de ini- 136 71 Baixo
ciacao ganho

MYOZ2 G por A Intrao 150 78 Modificador
MYOZ2 T por C Intrao 158 93 Modificador
PRKAG2 AporT Intrao 152 66 Modificador
PRKAG2 CporT Intrao 151 95 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 113 48 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 103 40 Modificador
PRKAG2 A por C Intrao 119 31 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 165 69 Modificador
VCL Cpor T Intrao 141 81 Modificador

Os 6 genes identificados na Tabela [3.6] nao se encontram descritos na literatura.
Na Tabela [3.7] encontram-se os valores-p das alteracoes identificadas pelo programa

snpEff com a base de dados hg19, com recurso ao programa GelMS.
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Tabela 3.7: Valores-p das alteragbes detectadas no individuo 02187A - snpEff - hg19 no
programa GeMS.

Gene Alteracao Valor-p Conclusao

ANKRD1 C por A 0.0000 Possivel SNP

LDB3 G por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 AporT 0.0000 Possivel SNP
LDB3 G por A 0.0000 Possivel SNP

MYLK?2 T por C 0.0000 Possivel SNP
MYOZ2 G por A 0.0000 Possivel SNP
MYOZ2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A porT 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 Cpor T 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL Cpor T 0.0000 Possivel SNP

Na Tabela |3.8] encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.

Tabela 3.8: Mutagoes detectadas no individuo 02187A, utilizando o programa snpEff com
a base de dados GRCh37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
ANKRD1 C por A Intrao 120 30 Modificador
LDB3 G por C Intrao 219 72 Modificador
LDB3 G por C Transcripto 219 72 Modificador
LDB3 T por C Intrao 134 83 Modificador
LDB3 T por C Transcripto 134 83 Modificador
LDB3 AporT Intrao 147 62 Modificador
LDB3 A porT Transcripto 147 62 Modificador
MYLK2 T por C Factor de 136 71 Baixo

iniciacao

ganho




31

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

MYLK2 T por C 5UTR 136 71 Modificador
MYOZ2 G por A Intrao 150 78 Modificador
MYOZ2 T por C Intrao 158 93 Modificador
PRKAG2 A porT Intrao 152 66 Modificador
PRKAG2 A porT Transcripto 152 66 Modificador
PRKAG2 AporT downstream 152 66 Modificador
PRKAG2 AporT upstream 152 66 Modificador
PRKAG2 CporT Intrao 151 95 Modificador
PRKAG2 CporT Transcripto 151 95 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 113 48 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 113 48 Modificador
PRKAG2 T por C downstream 113 48 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 103 40 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 103 40 Modificador
PRKAG2 A por C Intrao 119 31 Modificador
PRKAG2 A por C Trancripto 119 31 Modificador
PRKAG2 A por C downstream 119 31 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 165 69 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 165 69 Modificador
VCL Cpor T Intrao 141 81 Modificador
VCL Cpor T Transcripto 141 81 Modificador
VCL Cpor T upstream 141 81 Modificador

As alteragoes detectadas com a base de dados GRCh37.65, apresentadas na Tabela [3.8]

sao as mesmas que com hgl9, ainda que esta indique mais efeitos. Os 6 genes detectados

possuem possiveis SNP.

3.3 Amostra 02188A

O programa ANNOVAR nao detectou qualquer alteracao nos genes em estudo.

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa snpEff

com a base de dados hg19.

Tabela 3.9: Mutagoes detectadas no individuo 02188A, utilizando o programa snpEff com
a base de dados hg19.
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Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

CAV3 C por A Intrao 107 60 Modificador
CAV3 C por G Intrao 141 38 Modificador
GLA G por A Intrao 158 30 Modificador
LDB3 G por A upstream 142 90 Modificador
LDB3 A por G Intrao 138 42 Modificador
LDB3 Cpor T Intrao 139 41 Modificador
LDB3 A por G Intrao 134 43 Modificador
LDB3 AporT Intrao 123 54 Modificador
MYLK2 T por C Factor de 147 76 Baixo

iniciacao
ganho

MYLK2 T por C 5UTR 147 76 Modificador
MYLK2 G por C Intrao 69 131 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 91 50 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 93 47 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 93 47 Modificador
PRKAG2 T por C downstream 93 47 Modificador
PRKAG2 A por C Intrao 177 37 Modificador
PRKAG2 A por C Transcripto 177 37 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 218 38 Modificador
VCL T por C Intrao 57 76 Modificador

O programa snpEff, com a base de dados hg19 (Tabela |3.9), apresenta variagoes sig-
nificativas e modificadoras de efeito em 6 genes nao descritos na literatura.
Na Tabela encontram-se os valores-p das alteracoes identificadas pelo programa

snpEff com a base de dados hg19, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.10: Valores-p das alteragoes detectadas no individuo 02188A - snpEff - hg19 no
programa GeMS.

Gene Alteragao Valor-p Conclusao

CAV3 Cpor A 0.0000 Possivel SNP
CAV3 C por G 0.0000 Possivel SNP
GLA G por A 0.0000 Possivel SNP
LDB3 G por A 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 CporT 0.0000 Possivel SNP
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Gene Alteracao Valor-p Conclusao
LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por T 0.0000 Possivel SNP

MYLK2 T por C 0.0000 Possivel SNP
MYLK?2 G por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0000 Possivel SNP

Na Tabela encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.

Tabela 3.11: Mutacoes detectadas no individuo 02188A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRChS37.65.

Gene Alteragcao Local Qualidade Cobertura Impacto
CAV3 C por A Intrao 107 60 Modificador
CAV3 C por A Transcripto 107 60 Modificador
CAV3 C por G Intrao 141 38 Modificador
CAV3 C por G Transcripto 141 38 Modificador
GLA G por A Intrao 158 30 Modificador
GLA G por A upstream 158 30 Modificador
GLA G por A upstream 158 30 Modificador
LDB3 G por A upstream 142 90 Modificador
LDB3 A por G Intrao 138 42 Modificador
LDB3 A por G Transcripto 138 42 Modificador
LDB3 CporT Intrao 139 41 Modificador
LDB3 CporT Transcripto 139 41 Modificador
LDB3 A por G Intrao 134 43 Modificador
LDB3 A por G Trancripto 134 43 Modificador
LDB3 AporT Intrao 123 54 Modificador
LDB3 A por T Transcripto 123 54 Modificador
MYLK2 T por C Factor de 147 76 Baixo
iniciacao

ganho
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Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

MYLK2 T por C 5’UTR 147 76 Modificador
MYLK2 G porC Intrao 69 131 Modificador
MYLK?2 G por C upstream 69 131 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 91 50 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 91 50 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 93 47 Modificador
PRKAG2 A por C Intrao 177 37 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 218 38 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 218 38 Modificador
VCL T por C Intrao 57 76 Modificador
VCL T por C downstream 57 76 Modificador

Com o programa snpEff, com ambas as bases de dados obtemos alteracoes significativas

em 6 genes nao descritos na literatura, todos com possiveis SNP.

3.4 Amostra 02189A

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa AN-
NOVAR com a base de dados hg19.

Tabela 3.12: Mutagoes detectadas no individuo 02189A, utilizando o programa ANNOVAR
com a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

NEXN A por C Intrao 106 5 NA
NEXN A por G Intrao 93 9 NA
NEXN insercao Intrao 125 NA NA

Na Tabela|3.12] observa-se que no gene NEXN, as duas primeiras substituicoes referem-
se a alteragOes comuns, previstas em tabelas ja publicadas. Quanto a ultima alteracao,
nao contém informacao quanto a cobertura.

Na Tabela encontram-se os valores das verosimilhancas dos genétipos das al-
teracoes detectadas utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19, na
escala PHRED.
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Tabela 3.13: Verosimilhanca do genétipo em escala PHRED das alteracgoes detectadas no
individuo 02189A, utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19.

Gene Referéncia Alteracao e Referéncia Alteracao

NEXN AA - 139 AC-15 CC-0

NEXN AA - 123 AG-0 GG - 31

NEXN Nenhum - 163 -T-0 TT - 103
1. NEXN

a) P(Dados|AA) = 1071390 = 1.259 x 10714
(a) P(

(b) P(Dados|AC) = 107199 = 3.162 x 1072
(c) P(Dados|CC) =10 =1

2. NEXN

a) P(Dados|AA) = 1071230 =5.012 x 10713
(a) P( |

(b) P(Dados|AG) = 10° = 1

(¢c) P(Dados|GG) = 107310 =7.943 x 10~*

3. NEXN

(a) P(Dados| — —) =1071630 = 5,012 x 10717
(b) P(Dados| —T)=10"=1
(c) P(Dados|TT) = 1071030 = 5012 x 10~

Para o gene NEXN, no primeiro casos é a substitui¢do, no segundo o genétipo AG e
no ultimo TT.

Recorrendo ao programa GeM.S, é possivel obter o valor-p para o valor da estatistica de
teste de Dixon para valores atipicos, utilizada neste contexto para verificar se as alteracoes
se tratam efectivamente de SNP. Para a primeira alteragdo obtemos um valor-p de prati-
camente zero (apresentado no programa como 0.0000), o que nos indica que hé evidéncia
para rejeitar a hipétese nula de que nao se trata de um SNP para qualquer um dos niveis
de significancia usuais. Quanto a segunda alteragao, temos um valor-p de 0.0317, existindo
evidéncia de que se trata efectivamente de um SNP a um nivel de significancia de 5%.

Na Tabela encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.
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Tabela 3.14: Mutacoes detectadas no individuo 02189A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRChS37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

ANKRD1 C por A Intrao 150 40 Modificador
LDB3 AporT Intrao 154 41 Modificador
LDB3 AporT Transcripto 154 41 Modificador
LDB3 G por A Intrao 136 39 Modificador
LDB3 G por A Transcripto 136 39 Modificador
MYLK?2 G por A Intrao 146 98 Modificador
MYOZ2 T por C Intrao 134 96 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 65 52 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 65 52 Modificador
PRKAG2 T por C downstream 65 52 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 64 43 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 64 43 Modificador
PRKAG2 T por C downstream 64 43 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 185 49 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 185 49 Modificador
VCL T por C Intrao 222 89 Modificador
VCL T por C downstream 222 89 Modificador
VCL delecgdo de TG Intrao 31.5 85 Modificador
VCL deleccao de TG downstream 31.5 85 Modificador

Como as base de dados GRCh37.65 e hg19, fornecem os mesmos resultados, passarao a
ser s6 apresentados os dados relativos a primeira base de dados, visto que nos indica mais
informacao relativamente aos efeitos previstos. Com o programa snpEff detectaram-se 6
genes nao descritos na literatura com alteragoes significativas.

Na Tabela encontram-se os valores-p das alteracoes identificadas pelo programa
snpEff com a base de dados GRChS87.65, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.15: Valores-p das alteracoes detectadas no individuo 02189A - snpEff -
GRCh37.65 no programa GelMS.

Gene Alteracao Valor-p Conclusao

ANKRD1 C por A 0.0000 Possivel SNP
LDB3 AporT 0.0000 Possivel SNP




Gene

Alteracao Valor-p Conclusao

LDB3 G por A
MYLK2 G por A
MYQOZ2 T por C
PRKAG2 T por C
PRKAG2 T por C
PRKAG2 A por G
VCL T por C

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

Possivel SNP
Possivel SNP
Possivel SNP
Possivel SNP
Possivel SNP
Possivel SNP
Possivel SNP

Todas as susbtituigoes detectadas por snpEff, sao possiveis SNP.

3.5 Amostra 02190A

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa AN-
NOVAR com a base de dados hg19. O gene MYBPC3 apresenta duas substituicoes com

cobertura 91, no programa ANNOVAR, mas para além de serem sinénimas, uma delas é

comum e estd prevista em tabelas ja publicadas.

Tabela 3.16: Mutacoes detectadas no individuo 021904, utilizando o programa ANNOVAR

com a base de dados hg19.

Gene

Alteracgao

Local

Qualidade

Cobertura Impacto

MYBPC3 duas substitui¢oes

Exao

225

91

Sinénimas

Na Tabela encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff

com a base de dados GRCh37.65.

Tabela 3.17: Mutacoes detectadas no individuo 02190A, utilizando o programa snpEff

com a base de dados GRCh37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

LDB3 T por C Intrao 155 92 Modificador
LDB3 T por C upstream 155 92 Modificador
LDB3 T por C downstream 155 92 Modificador
LDB3 Cpor T Intrao 124 40 Modificador
LDB3 Cpor T Transcripto 124 40 Modificador
LDB3 A por G Intrao 134 38 Modificador
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Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

LDB3 A por G Transcripto 134 38 Modificador
LDB3 AporT Intrao 182 92 Modificador
LDB3 A vporT Transcripto 182 92 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 172 32 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 172 32 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 142 49 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 142 49 Modificador
VCL T por C Intrao 123 82 Modificador
VCL T por C downstream 123 82 Modificador

Para a amostra 02190A, na Tabela sao detectados 3 genes nao descritos na
literatura.

Na Tabela encontram-se os valores-p das alteracoes identificadas pelo programa
snpEff com a base de dados GRChS87.65, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.18: Valores-p das alteragoes detectadas no individuo 02190A - snpEff -
GRCh37.65 no programa GeMS.

Gene Alteragao Valor-p Conclusao

LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 CporT 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por T 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0000 Possivel SNP

Todas as alterages detectadas nos genes sao possiveis candidatos a SNP, de acordo

com o programa GeMS.

3.6 Amostra 02191A

Na Tabela encontram-se descritas as mutacdes identificadas pelo programa AN-
NOVAR com a base de dados hg19. O programa ANNOVAR apenas detecta uma variagao

com cobertura nao significativa.
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Tabela 3.19: Mutagoes detectadas no individuo 02191A, utilizando o programa ANNOVAR
com a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

MYBPC3 T por C Exao 19.8 2 Nao Sinénima

Na Tabela encontram-se os valores das verosimilhancas dos genétipos das al-
teracgoes detectadas utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19, na
escala PHRED.

Tabela 3.20: Verosimilhanca do genétipo em escala PHRED das alteracoes detectadas no
individuo 02191A, utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19.

Gene Referéncia Alteracao e Referéncia Alteracao
MYBPC3  TT - 156 TC-0 CC - 255
1. MYBPC3

(a) P(Dados|TT) = 1071560 = 2512 x 10~1¢
(b) P(Dados|TC) =10° =1
(c) P(Dados|CC) = 10725 = 2.262 x 10726

Para o gene MYBPC3, o gendtipo mais provavel é o TC.

Na Tabela encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.
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Tabela 3.21: Mutacoes detectadas no individuo 02191A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRChS37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

LDB3 T por C Intrao 154 84 Modificador
LDB3 T por C upstream 154 84 Modificador
LDB3 A por G Intrao 139 44 Modificador
LDB3 A por G Transcripto 139 44 Modificador
LDB3 A por T Intrao 152 40 Modificador
LDB3 A por G Transcripto 152 50 Modificador
MYLK2 T por G Intrao 12.3 69 Modificador
MYLK2 T por G upstream 12.3 69 Modificador
MYQOZ2 T por C Intrao 118 92 Modificador
PRKAG2 G por A Intrao 91 92 Modificador
PRKAG2 G por A Transcripto 91 92 Modificador
PRKAG2 G por A downstream 91 92 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 140 31 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 140 31 Modificador
VCL T por C Intrao 70 54 Modificador
VCL T por C downstream 70 54 Modificador

O programa snpEff detectou 5 genes nao descritos na literatura com alteragoes signi-
ficativas, conforme apresentado na Tabela
Na Tabela encontram-se os valores-p das alteracOes identificadas pelo programa

snpEff com a base de dados GRCh37.65, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.22: Valores-p das alteragoes detectadas no individuo 02191A - snpEff -
GRCh87.65 no programa GeMS.

Gene Alteracao Valor-p Conclusao
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP

LDB3 AporT 0.0000 Possivel SNP
MYLK2 T por G 0.0000 Possivel SNP
MYOZ2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 G por A 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
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Gene Alteragcao Valor-p Conclusao

VCL T por C 0.0000 Possivel SNP

Todas as alteragoes foram consideradas possiveis candidatas a SNP pelo programa

GellS.

3.7 Amostra 02192A

Na Tabela [3.23] encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa A N-
NOVAR com a base de dados hg19. O gene NEXN apresenta uma substituigdo com uma

cobertura de 24 que pudera ser relevante.

Tabela 3.23: Mutagoes detectadas no individuo 02192A, utilizando o programa ANNOVAR
com a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
MYBPC3 G por A Exao NA NA Sinénima
NEXN G por T Intrao 13.2 24 NA
NEXN A por G Intrao 3.98 3 NA

Na Tabela encontram-se os valores das verosimilhancas dos gendtipos das al-
teragoes detectadas utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19, na
escala PHRED.

Tabela 3.24: Verosimilhanca do genétipo em escala PHRED das alteracgoes detectadas no
individuo 02192A, utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19.

Gene Referéncia Alteracao e Referéncia Alteragao

NEXN GG - 43 GT-0 TT - 178
NEXN GG - 33 GA -6 AA -0

1. NEXN
a) P(Dados|GG) = 107430 = 5.012 x 1075
(a)
(b) P(Dados|GT) = 10° =1
(c) P(Dados|TT) = 1071780 = 1,585 x 10~!8
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2. NEXN

(a) P(Dados|GG) = 107330 = 5.012 x 10~*
b) P(Dados|GA) = 107960 = 0.251

(b) P( |

(¢) P(Dados|AA) = 109 =1

No gene NEXN, para o primeiro caso € a heterozigotia da alteragao com a referéncia,
enquanto que no segundo caso é a homozigotia da alteracao.

Para a alteragao com cobertura 24 do gene NEXN, obtemos no programa GeMS um
valor-p de 0.1213, sendo portanto rejeitada a hipdtese de se tratar de um SNP para qual-
quer um dos niveis de significancia usuais.

Na Tabela encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.

Tabela 3.25: Mutacoes detectadas no individuo 02192A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRChS37.65.

Gene Alteragao Local Qualidade Cobertura Impacto

CAV3 A por G Intrao 97 59 Modificador
CAV3 A por G Transcripto 97 59 Modificador
GLA Cpor T downstream 158 93 Modificador
LDB3 G por A upstream 139 41 Modificador
LDB3 G por A 5UTR 139 41 Modificador
LDB3 T por C Intrao 138 49 Modificador
LDB3 T por C upstream 138 49 Modificador
LDB3 Cpor T Intrao 124 40 Modificador
LDB3 Cpor T Transcripto 124 40 Modificador
LDB3 deleccao de T Intrao 81.5 73 Modificador
LDB3 deleccao de T Transcripto 81.5 73 Modificador
MYLK2 G por C Intrao 143 39 Modificador
MYLK2 G por C upstream 143 39 Modificador
MYLK2 T por G Intrao 9.52 47 Modificador
MYLK2 T por G upstream 9.52 47 Modificador
MYLK2 A por G Intrao 159 89 Modificador
MYLK2 A por G Transcripto 159 89 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 177 91 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 177 91 Modificador

PRKAG2 T por C downstream 177 91 Modificador
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Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

PRKAG2 G por A Intrao 191 66 Modificador
PRKAG2 G por A Transcripto 191 66 Modificador
PRKAG2 G por A downstream 191 66 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 131 71 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 131 71 Modificador
PRKAG2 T por C upstream 131 71 Modificador
PRKAG2 T por C downstream 131 71 Modificador
PRKAG2 A por C Intrao 147 66 Modificador
PRKAG2 A por C Transcripto 147 66 Modificador
PRKAG2 A por C upstream 147 66 Modificador
PRKAG2 A por C downstream 147 66 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 99 40 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 99 40 Modificador
PRKAG2 T por C downstream 99 40 Modificador
VCL T por C Intrao 181 47 Modificador
VCL T por C downstream 181 47 Modificador

Na Tabela observa-se que o programa snpFEff, com a base de dados GRCh37.65,

apresenta variacoes altamente significativas em 6 genes nao descritos em literatura.

Na Tabela encontram-se os valores-p das alteracoes identificadas pelo programa

snpEff com a base de dados GRChS87.65, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.26:

GRCh87.65 no programa GeMS.

Gene Alteracao Valor-p Conclusao

CAV3 A por G 0.0000 Possivel SNP
GLA Cpor T 0.0000 Possivel SNP
LDB3 G por A 0.0000 Possivel SNP
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 CporT 0.0000 Possivel SNP
MYLK?2 G por C 0.0000 Possivel SNP
MYLK2 T por G 0.0000 Possivel SNP
MYLK2 A por G 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 G por A 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP

Valores-p das alteracoes detectadas no individuo 02192A - snpEff -
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Gene Alteracao Valor-p Conclusao

PRKAG2 A por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0000 Possivel SNP

Todas as alteragoes detectadas nos 6 genes sao possiveis candidatos a SNP, de acordo

com o programa GeMS.

3.8 Amostra 02193A

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa AN-
NOVAR com a base de dados hg19. A alteracdo que apresenta valor para a cobertura nao
é significativa e para além disso sao ambas comuns, ainda que nada se saiba da cobertura
da ultima do gene NEXN.

Tabela 3.27: Mutagoes detectadas no individuo 02193A, utilizando o programa ANNOVAR
com a base de dados hg19.

Gene Alteragao Local Qualidade Cobertura Impacto
NEXN Cpor T Intrao 112 19 NA
NEXN insercao de AAA Intrao 18.5 NA NA

Na Tabela [3.28] encontram-se os valores das verosimilhancas dos genétipos das al-
teragoes detectadas utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hgl9, na
escala PHRED.

Tabela 3.28: Verosimilhanca do gendtipo em escala PHRED das alteracoes detectadas no
individuo 02193A, utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19.

Gene Referéncia Alteragao e Referéncia Alteragao

NEXN CC - 142 CT-0 TT - 129
NEXN Nenhum - 56 SA-0 AA - 56

1. NEXN

(a) P(Dados|CC) =10"1420 =6.310 x 10~1°
(b) P(Dados|CT) =10° =1
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(¢c) P(Dados|TT) = 1071290 = 1.259 x 10713
2. NEXN

(a) P(Dados| — —) =107 =2.512 x 10~¢

(b) P(Dados| — A) =10 =1

(c) P(Dados|AA) =105 = 2,512 x 1076

No NEXN, para ambos os casos é a heterozigotia a situacao mais provavel.

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.

Tabela 3.29: Mutagoes detectadas no individuo 02193A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
ANKRD1 deleccao de TG Intrao 145 93 Modificador
CAV3 G por T Transcripto 89 57 Modificador
CAV3 Gpor T upstream 89 57 Modificador
LDB3 T por C Transcripto 154 74 Modificador
LDB3 T por C upstream 154 74 Modificador
LDB3 A por T Intrao 113 55 Modificador
LDB3 AporT Transcripto 113 55 Modificador
MYLK2 T por C Factor de 109 47 Baixo
iniciacao
ganho

MYLK?2 T por C 5UTR 109 47 Modificador
MYLK2 G por C Intrao 119 52 Modificador
MYLK2 G por C upstream 119 52 Modificador
PRKAG2 G por A Intrao 89 97 Modificador
PRKAG2 G por A Transcripto 89 97 Modificador
PRKAG2 G por A downstream 89 97 Modificador
PRKAG2 A por C Intrao 131 88 Modificador
PRKAG2 A por C Transcripto 131 88 Modificador
PRKAG2 A por C downstream 131 88 Modificador
PRKAG2 A por C upstream 131 88 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 61 43 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 61 43 Modificador

PRKAG2 T por C downstream 61 43 Modificador
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Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

PRKAG2 A por G Intrao 188 49 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 188 49 Modificador
VCL T por C Intrao 127 74 Modificador
VCL T por C downstream 127 74 Modificador
VCL T por C Intrao 106 52 Modificador
VCL T por C downstream 106 52 Modificador

Reccorendo ao programa snpFEff, detectaram-se 6 genes nao descritos na literatura com
alteracoes significativas, conforme apresentado na Tabela
Na Tabela [3.30] encontram-se os valores-p das alteragoes identificadas pelo programa

snpEff com a base de dados GRCh37.65, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.30: Valores-p das alteracoes detectadas no individuo 02193A - snpEff -
GRCh37.65 no programa GeMS.

Gene Alteragcao Valor-p Conclusao

CAV3 G por T 0.0000 Possivel SNP
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 AporT 0.0000 Possivel SNP
MYLK2 T por C 0.0000 Possivel SNP
MYLK2 G por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 G por A 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0464 Possivel SNP

Todas alteracoes detectadas pelo snpEff s@o consideradas candidatas a SNP pelo

GeMS, ainda que no ultimo caso, o valor-p esteja demasiado proximo de 0.05, é inferior.

3.9 Amostra 02194A

Na Tabela encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa AN-
NOVAR com a base de dados hg19. O programa ANNOVAR nao detectou qualquer
variacao significativa, visto que possuem cobertura inferior a 30 e a variacao de NEXN ¢é

sinénima.
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Tabela 3.31: Mutagoes detectadas no individuo 02194A, utilizando o programa ANNOVAR

com a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
JPH2 Cpor T Exdo NA NA Sin6énima
MYBPC3 G por A Exao NA NA Sinénima
MYBPC3 C por T Exao 225 78 Sinénima
NEXN insercao de A Intrao 34.2 NA Modificador
NEXN Gpor T Intrao 31.8 2 Modificador
NEXN CporT Intrao 31.8 2 Modificador

Na Tabela |3.32] encontram-se os valores das verosimilhangas dos genétopos das al-

teragoes detectadas utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hgl9, na

escala PHRED.

Tabela 3.32: Verosimilhanca do genétipo em escala PHRED das alteracoes detectadas no
individuo 02194A, utilizando o programa ANNOVAR com a base de dados hg19.

Gene Referéncia Alteragao e Referéncia Alteragao

NEXN Nenhum - 73 -A-6 AA-0

NEXN GG - 63 GT -6 TT -0

NEXN CC - 63 CT-6 TT -0
1. NEXN

a) P(Dados| — —) =10"730 =5.012 x 1078
(a) P(
(b) P(Dados| — A) = 107969 = 0.251
(c) P(Dados|AA) =100 =1
2. NEXN
a) P(Dados|GG) = 10730 = 5.012 x 1077
(a) P(
(b) P(Dados|GT) = 10750 = (.251
(c) P(Dados|TT) =10° =1
3. NEXN
a) P(Dados|CC) = 10730 =5.012 x 1077
(a) P(
b) P(Dados|CT) = 107969 = 0.251
(b)
(c) P(Dados|TT) =10 =1
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Para o gene NEXN, para todas as alteracoes, o genétipo mais provéavel é a homozigotia
da alteracao.

De acordo com o programa GeMS, as susbtitui¢coes do gene NEXN possuem um valor-p
de 0.0000, sendo consideradas como possiveis candidatas a SNP.

Na Tabela[3.33] encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa snp Eff
com a base de dados GRCh37.65.

Tabela 3.33: Mutagoes detectadas no individuo 02194A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto
ANKRD1 deleccao de TG Intrao 199 96 Modificador
CAV3 A por G Intrao 147 98 Modificador
CAV3 A por G Transcripto 147 98 Modificador
LDB3 G por A Intrao 127 59 Modificador
LDB3 G por A 5UTR 127 59 Modificador
LDB3 G por A upstream 127 59 Modificador
LDB3 A por G Intrao 110 62 Modificador
LDB3 A por G upstream 110 62 Modificador
LDB3 A por G 5UTR 110 62 Modificador
LDB3 T por C Intrao 130 75 Modificador
LDB3 T por C upstream 130 75 Modificador
LDB3 A por G Intrao 143 44 Modificador
LDB3 A por G Transcripto 143 44 Modificador
LDB3 AporT Intrao 115 48 Modificador
LDB3 A por T Transcripto 115 48 Modificador
LDB3 G por A Intrao 121 32 Modificador
LDB3 G por A Transcripto 121 32 Modificador
MYLK2 T por C Factor de 137 45 Baixo
iniciacao
ganho

MYLK2 T por C 5UTR 137 45 Modificador
MYLK2 G por C Intrao 195 70 Modificador
MYLK2 G por C upstream 195 70 Modificador
MYOZ2 T por C Intrao 125 53 Modificador
PRKAG2 A porT Intrao 136 33 Modificador

PRKAG2 A porT Transcripto 136 33 Modificador
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Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

PRKAG2 A porT downstream 136 33 Modificador
PRKAG2 AporT upstream 136 33 Modificador
PRKAG2 G por A Intrao 115 67 Modificador
PRKAG2 G por A Transcripto 115 67 Modificador
PRKAG2 G por A downstream 115 67 Modificador
PRKAG2 T por C Intrao 141 73 Modificador
PRKAG2 T por C Transcripto 141 73 Modificador
PRKAG2 T por C upstream 141 73 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 124 33 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 124 33 Modificador
VCL T por C Intrao 149 86 Modificador
VCL T por C downstream 149 86 Modificador

Com o programa snpEff foram detectados 7 genes nao descritos na literatura, todos
com alteragoes significativas (Tabela [3.33)).
Na Tabela [3.34] encontram-se os valores-p das alteragoes identificadas pelo programa

snpEff com a base de dados GRCh37.65, com recurso ao programa GeMS.
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Tabela 3.34: Valores-p das alteragoes detectadas no individuo 02194A - snpFEff -
GRCh37.65 no programa GelMS.

Gene Alteracao Valor-p Conclusao

CAV3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 G por A 0.0000 Possivel SNP

LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 AporT 0.0000 Possivel SNP
LDB3 G por A 0.0000 Possivel SNP

MYLK2 T por C 0.0000 Possivel SNP
MYLK?2 G por C 0.0000 Possivel SNP
MYOZ2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A porT 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 G por A 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 T por C 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0000 Possivel SNP

Todas as substitui¢oes foram consideradas como possiveis SNP pelo GeMS.

3.10 Amostra 02195A

Na Tabela [3.35] encontram-se descritas as mutacoes identificadas pelo programa A N-
NOVAR com a base de dados hg19. O programa ANNOVAR apenas fornece uma substi-

tuicao no gene MYBPC3 significativa, mas trata-se de uma mutagdo sinénima e comum.

Tabela 3.35: Mutagoes detectadas no individuo 02195A, utilizando o programa ANNOVAR
com a base de dados hg19.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

MYBPC3 G por A Exao 225 85 Sinénima

Na Tabela|3.36|encontram-se descritas as mutagoes identificadas pelo programa snpEff
com a base de dados GRCh37.65.
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Tabela 3.36: Mutacoes detectadas no individuo 02195A, utilizando o programa snpEff
com a base de dados GRChS37.65.

Gene Alteracao Local Qualidade Cobertura Impacto

CAV3 C por G Intrao 9.52 30 Modificador
CAV3 C por G Transcripto  9.52 30 Modificador
LDB3 T por C Intrao 100 75 Modificador
LDB3 T por C upstream 100 75 Modificador
LDB3 T por C downstream 100 75 Modificador
LDB3 AporT Intrao 131 48 Modificador
LDB3 AporT Transcripto 131 48 Modificador
MYLK2 G por C Intrao 28 50 Modificador
MYLK?2 G por C upstream 28 50 Modificador
MYOZ2 CporT 3'UTR 97 56 Modificador
PRKAG2 A por G Intrao 138 36 Modificador
PRKAG2 A por G Transcripto 138 36 Modificador
VCL T por C Intrao 112 85 Modificador
VCL T por C downstream 112 85 Modificador

Foram detectados 6 genes pelo programa snpEff, todos com alteragoes significativas,
conforme descrito na Tabela [3.36

Na Tabela encontram-se os valores-p das alteracoes identificadas pelo programa
snpEff com a base de dados GRCh37.65, com recurso ao programa GeMS.

Tabela 3.37: Valores-p das alteracoes detectadas no individuo 02195A - snpEff -
GRCh37.65 no programa GelMS.

Gene Alteragao Valor-p Conclusao

CAV3 C por G 0.0000 Possivel SNP
LDB3 T por C 0.0000 Possivel SNP
LDB3 A por T 0.0000 Possivel SNP
MYLK?2 G por C 0.0000 Possivel SNP
MYOZ2 CporT 0.0000 Possivel SNP
PRKAG2 A por G 0.0000 Possivel SNP
VCL T por C 0.0000 Possivel SNP
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Todas as substitui¢oes foram detectadas como possiveis SNP pelo programa GeMS.

3.11 Conclusoes

Dos oito genes nao descritos na literatura (ANKRD1, CAV3, GLA, LDB3, MYLK2,
MYOZ2, PRKAG2 e VCL), apresentam-se os seus alinhamentos ao genoma de referéncia
com os individous que apresentam alteragoes significativas para esses genes. Trés dos genes
detectados, apareceram em todos os individuos (LDB3, PRKAG2 e VCL).

O programa snpEff aparenta ser mais sensivel que o ANNOVAR, pois foi o tnico
que detectou as variagOes significativas. Quanto as bases de dados, aparentemente os
resultados obtidos utilizando uma ou outra s@o muito semelhantes, com a diferenca que a

GRCh37.65 detecta mais efeitos.
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Figura 3.2: Alinhamento relativo ao gene ANKRDI1, para os individuos 02186, 02187,
02189, 02193 e 02194 no programa IGV

O gene ANKRDI1 codifica o dominio repetitivo da proteina anquinina. Um trabalho

de Arimura e sua equipa, descreve trés mutacoes exdnicas associadas & patologia e quatro

intrénicas. |Arimura et al., 2009]
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Figura 3.3: Alinhamento relativo ao gene CAV3, para os individuos 02186, 02188, 02192,
02193, 02194 e 02195 no programa IGV

O gene CAV3 codifica a caveolina-3, presente no miécito, e foi descrito por Hayashi

e Gazzerro e suas equipas como sendo associado a doenca por duas mutagoes a nivel

exénico, no nosso projecto foram detectadas alteracoes intronicas. |Gazzerro et al., 2010]

[Hayashi et al., 2004]
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Figura 3.4: Alinhamento relativo ao gene GLA, para os individuos 02186, 02188 e 02192

no programa IGV
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GLA codifica a a-galactosidase A e apenas é descrita por Monserrat e a sua equipa

como associada a Doenca de Fabry com uma mutacao a nivel exénico, sendo que associam

esta patologia & Miocardiopatia Hipertréfica em 1% dos casos. [Monserrat et al., 2007]
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Figura 3.5: Alinhamento relativo ao gene LDB33, para os individuos 02186, 02187, 02188,
02189, 02190, 02191, 02192, 02193, 02194 e 02195 no programa IGV

O gene LDB3 é responsavel pelo adaptador no musculo estriado para acoplar a proteina-
C cinase. S6 foram descritas mutagdes a nivel exdnico associadas a doenca em estudo.
[Kimura, 2010] [Theis et al., 2006]




55

:—:—::I:»q::l:_]:!:—:-:
[0H pi2.3 P22 pi2.1 [LEH pIT2T pitd [LFi] CUFEH OFATESD [LEAH ai3.2  qis3l CIEEE

19 kb

30,408 kin 30,408 kb 30410 ki 30412 kb 20 44k 30418 kb 30.418 kb 30420 kb 30,422 kb 30824 kb
| | | 1 | | | 1 1 1 1 | | 1 |
=T
(7]
1 L
]
1 {1 1 1 1

)

il A oy

L 1 1

()

y % I

L Ll T 1

-

i,

L 1 L L 1

-1

i, a i

L
-
I I 1

Figura 3.6: Alinhamento relativo ao gene MYLKZ2, para os individuos 02187, 02188, 02189,
02191, 02192, 02193, 02194 e 02195 no programa IGV

O gene MYLK2 codifica um enzima cinase da cadeia leve de miosina. Apenas foi des-

crita uma mutacao exoénica associada a Miocardiopatia Hipertrofica. |[Brion et al., 2008]|
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Figura 3.7: Alinhamento relativo ao gene MYQOZ2, para os individuos 02186, 02187, 02189,
02191, 02194 e 02195 no programa IGV

O gene MYOZ2 codifica a miozenina 2 que é uma proteina do disco-Z. Osio e sua
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equipa descreve uma mutagao exoénica associada a patologia em estudo e uma revisao de
2010 considera um gene ja totalmente relacionado com a doenga de forma estabelecida.
[Marian, 2010] [Osio et al., 2007]
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Figura 3.8: Alinhamento relativo ao gene PRKAG2, para os individuos 02186, 02187,
02188, 02189, 02190, 02191, 02192, 02193, 02194 e 02195 no programa IGV

O gene PRKAG?2 codifica o enzima cinase activado por AMP. Foi associado a doenga

a nivel exdénico por Fokstuen e sua equipa. [Fokstuen et al., 2008|
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Figura 3.9: Alinhamento relativo ao gene VCL, para os individuos 02186, 02187, 02188,
02189, 02190, 02191, 02192, 02193, 02194 e 02195 no programa IGV

O gene VCL codifica a vinculina e esta associado a doencga por trés mutacoes exdnicas.

[Theis ef al., 2000

3.12 Discussao

Com apenas dez individuos, sequenciados uma vez, torna-se complicado retirar con-
clusoes definitas relativamente a que genes desconhecidos poderao estar associados a Mio-
cardiopatia Hipertréfica. Sao necessarios mais individuos e sequenciagoes de modo a obter
relages mais concretas, de qualquer modo, encontraram-se indicios fortes de novos genes
que poderao, no futuro, ser associados a patologia.

Diversas poderiam ser as escolhas em relacdao aos programas a utilizar para qualquer
uma das partes da metodologia. O procedimento apresentado trata-se do final, apds
o teste de diferentes softwares. Para o alinhamento experimentou-se o programa Bow-
tie, bastante semelhante ao BWA, e o programa Mag. Este ultimo nao foi escolhido
pela ultima actualizagao ser do ano 2008 e pelas dificuldades encontradas no seu uso.

[Langmead et al., 2009]

Na fase de determinacdo de SNP, testou-se o programa FreeBayes que revelou ser

bastante préximo do SAMtools. Dada a semelhanca entre os resultados, optou-se pelo
SAMtools, por ser o mais utilizado pelos utilizadores do férum SEQanswers (the next
generation sequencing community - http:\\seqanswers.com). Outro programa testado foi

o GATK. Este programa aparece na metodologia logo apds o alinhamento realizado. Como
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encontrei diversos problemas ao utilizé-lo, acabei por desistir por conselho do investigador
Tobias Rausch do GeneCore do EMBL (European Molecular Biology Laboratory) no grupo
Korbel, dado que mesmo na sua equipa estavam com dificuldades em utiliza-lo. Seguindo
o seu conselho optei pelo ANNOVAR e snpEff. |Li et al., 2012]

Um dos problemas encontrados neste trabalho foi a falta de manuais de instrugées com-
pletos dos programas a utilizar para a anélise dos dados, sendo que muitos dos comandos
nao eram de todo totalmente descritos nestes manuais, sendo que muitas instrucoes sé
sao descobertas em féruns da area, como o SEQanswers. Outro desafio prende-se com a
pouca informagao disponibilizada sobre o funcionamento dos programas. Estas questoes
prendem-se com a novidade da técnica e a falta de metodologias padrao definidas. Os arti-
gos encontrados nao sao completos em relacao as descrigoes das metodologias estatisticas.
Por outro lado, os programas funcionam como caixas negras, nao sendo possivel perceber
muito bem como os programas implementam as metodologias.

Neste projecto tornam-se claras as vantagens desta nova metodologia, pois trazendo
mais rapidez e permitindo uma andlise a um maior ntimero de genes, com custos reduzi-
dos, permite que se analizem todos os genes que ja se sabem estar associados a doenca,
ao contrario do que se faz actualmente em termos de diagnéstico. Por exemplo, neste mo-
mento, o nimero maximo de genes a que se faz rastreio é dez, sendo que muito raramente
sao pedidos todos.

A Sequenciacao de Nova Geragao oferece novas e melhores possibilidades no diagndstico
clinico, comecando ja a ser amplamente usada na area da investigacao, nao sé nas Ciéncias

da Saide, como em Biologia.



Apeéndice A

Comandos utilizados na analise

Para a andlise dos dados relativos a Miocardiopatia Hipertréfica, determinou-se a se-

guinte ordem de instrugoes na linha de comandos do Linux:

1. Alinhamento das amostras com o genoma de referéncia

i. bwa aln -t 8 hgl9RefGenome.fa sample_1.fastq > sample_l_align.sai
ii. bwa aln -t 8 hgl9RefGenome.fa sample_2.fastq > sample_2_align.sai

iii. bwa sampe hgl9RefGenome.fa sample 1 align.sai sample 2 align.sai
sample_1.fastq sample_2.fastq > sample_align.sam -T
"@RG\tID:sample\tLB:sample\tPL:ILLUMINA\tSM: sample"

O comando aln vai dizer ao programa para efectuar o primeiro passo do alinha-
mento para cada ficheiro. O pardmetro -t refere-se ao niimero de processadores
utilizados, neste caso 8. E necessério realizar o primeiro passo do alinhamento
aos dois ficheiros .fastq, pois tratam-se de leituras paired-end, também por esta
razao se utiliza o comando sampe para a segunda parte do alinhamento. Os
ficheiros .sai possuem as coordenadas das leituras, em relacao ao genoma de re-
feréncia calculadas pelo BWA (como explicado na secgao na pagina . O
parametro -r serve para indicar a méquina utilizada para a sequenciac¢ao, neste

caso [llumina.
2. Converter a .bam

i. samtools view -bS sample_align.sam -o sample_align.bam -t
hg19RefGenome.fa
O comando view vai converter o ficheiro .sam a .bam. O parametro - b indica
que queremos o output no format .bam, -S que o input encontra-se no formato
.sam, -o indica qual o ficheiro que serd gerado como output e por ultimo -t qual

o ficheiro de referéncia.

59



60

A. Comandos utilizados na anélise

3. Organizar o ficheiro .bam

i.

samtools sort sample_align.bam sample_align sorted
O comando sort ird organizar o ficheiro .bam e criard um novo ficheiro ja orga-

nizado.

4. Indexacgao do ficheiro .bam

i.

samtools index sample_align sorted.bam

O comando index vai permitr ao programa ter acesso remoto ao ficheiro .bam,

para concretizar as suas tarefas com mais eficiéncia.

5. Determinar SNP e inserc¢oes/delecgoes

i.

ii.

samtools mpileup -P ILLUMINA -d8000 -B —uf hgl9RefGenome.fa

sample align sorted.bam | bcftools view -bcg - > varSample.bcf

bcftools view varSample.bcf | vefutils.pl varFilter -D 100

> varSample.flt.vct

O comando mpileup vai gerar um ficheiro .bcf a partir do ficheiro .bam indexado
e organizado. O parametro -P serve para indicar que tecnologia foi utilizada na
sequenciagao, neste caso Illumina, o -d indica o nimero méaximo de leituras para
cada posic¢ao (8000), o -B ajuda a reduzir os falsos positivos que surgem quando
h& erros no alinhamento, ao desactivar a opcao de realinhamento tendo em conta
a qualidade de mapeamento por base, -u indica que queremos o output nao
comprimido e -f que o genoma de referéncia estd no formato .fasta. Utilizando
o simbolo |, mandamos a linha de comandos realizar outra tarefa assim que
terminar a anterior com sucesso. Neste caso vamos querer correr o bcftools
que é uma ferramenta do SAMtools. Com o comando view vamos converter
o output anterior (no formato .pileup) num .bcf. O parametro -b indica que
queremos um output .bcf, -c que estamos a determinar variantes recorrendo a
inferéncia bayesiana e -g para reforgar o -c. Na segunda parte deste processo,
vamos converter o .bcf a .vcf com o comando view e, usando o output gerado,
vamos filtra-lo usando o script vefutils.pl do bcftools com recurso ao parametro
-D que limita a cobertura maxima por leitura (deve ser o dobro da cobertura

média real, que no nosso caso é 50).

6. Anotagao dos SNP

(a) Utilizando snpEFF:

i. java -Xmx4G -jar snpEff 2 0.5d/snpEff.jar eff -c
snpEff_2_0_5d/snpEff.config -v -onlyCoding true -i vcf -o txt
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hgl9 varSample.flt.vcf > snpEff_sample.txt

O programa snpFEff necessita do comando java, pois foi programado nessa
linguagem. Ao indicarmos -Xmz4G queremos que o processador utilize 4
Gb de meméria RAM. Utilizando o script snpEff 2_0_5d/snpEff.jar, vamos
especificar que determine os efeitos das variacdes com o comando eff. Com
-c especificamos o ficheiro de configuracao (snpEff-2-0-5d/snpEff.config),
com -v estamos a pedir que o programa nos explique o que esté a fazer, com
-onlyCoding na versao true estamos a pedir apenas as regioes codificantes,
-i indica que o input é um .vcf e -o que o output serd um .txt. O hgl9

indica a base de dados de variagao a utilizar.

(b) Utilizando ANNOVAR:

i.

ii.

convert2annovar.pl --format vcf4 --includeinfo
varSample.flt.vcf > sample.snp.annovar

summarize_annovar.pl -builver hgl9 -remove -verdbsnp 132
-ver1000g 1000g2012feb sample.snp.annovar -outfile
sample.variant humandb

Usando o script convert2annovar.pl do programa ANNOVAR, vamos con-
verter o ficheiro .vcf (indicado pelo pardmetro —format vcf4) ao tipo de
ficheiro usado pelo programa. A opcao —includeinfo permite-nos nao perder
nenhuma da informagao contida no .vcf original. Com o script summarize_-
annovar.pl, vamos anotar as variagoes. Com -builver indicamos a base de
dados (hg19), com -remove pedimos que o programa nao escreva na linha
de comandos o output, com -verdbsnp indicamos a versao da base de dados
dos SNP (132), com -ver1000g a versao do projecto 1000G a utilizar e, por
ultimo, com -outfile com o output. O parametro humandb indica apenas a

pasta onde se encontram as bases de dados.
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