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RESUMO

As tecnologias baseadas em DNA té€m sido usadas na pratica forense desde meados da
década de 1980. Embora a genotipagem de STR baseada em PCR usando eletroforese capilar
continue sendo o padrdo ouro para a geracdo de perfis de DNA em casos de rotina em todo o
mundo, a comunidade de pesquisa esta continuamente buscando métodos alternativos capazes de
fornecer informagdes adicionais para aumentar o poder de discriminag¢ao ou contribuir com novas
pistas de investigagdo. A Oxford Nanopore Technologies (ONT) revolucionou o campo,
oferecendo recursos em tempo real, resolugcdo de molécula unica e sequenciamento de leitura
longa (LRS). A genética forense tem desempenhado um papel crucial na resolugdo de casos
criminais e na identificacdo de individuos desconhecidos através da analise de DNA. Fenotipagem
forense de DNA emergiu como uma area promissora, permitindo a previsdo de caracteristicas
fisicas de um individuo com base em seu perfil genético. A epigenética também ganhou destaque,
explorando modificagdes quimicas no DNA que podem influenciar a expressdo génica e fornecer
informagdes adicionais sobre a identidade e caracteristicas dos individuos. O objetivo geral deste
estudo é implementar a metodologia de sequenciamento de genomas completos Oxford Nanopore
¢ as estratégias bioinformaticas para analise destes dados. Os objetivos especificos incluem
coordenar a coleta de amostras e extragdo de DNA a partir de tecido epitelial, realizar o processo
de caracterizagdo fenotipica das amostras coletadas, implementar a metodologia de
sequenciamento Oxford Nanopore, conduzir analises computacionais para detec¢do de variantes
¢ hapldtipos, determinar as propor¢des de ancestralidade genomica e correlaciona-las com
caracteristicas de pigmentagdo humana. A coleta de tecido serd realizada conforme protocolos
estabelecidos para preservagdo da integridade do DNA. O isolamento de DNA, preparagdo de
biblioteca, sequenciamento e identificagdo de bases serdo conduzidos seguindo as diretrizes da
Oxford Nanopore Technologies. O pipeline de alinhamento e identificacdo de variantes serd
implementado utilizando ferramentas bioinformaticas adequadas. A andlise de metilagdo,
predicao de idade e pigmentac@o nas amostras serdo realizadas com base em modelos estatisticos

previamente validados.

Palavras-chaves: Genética forense; Sequenciamento de leitura longa; Fenotipagem

forense de DNA; Tecnologias Oxford Nanopore; Epigenética.
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1. INTRODUCAO

Desde meados da década de 1980, varias tecnologias baseadas em DNA tém sido
aplicadas na pratica forense para solucionar crimes. A progressdo do sequenciamento do tipo
Sanger para o sequenciamento paralelo macigo abriu novos caminhos para uma analise de DNA
rapida, eficiente e econdmica, trazendo novas possibilidades para o campo forense. Embora o
método padrdo ouro para genotipagem forense continue sendo a analise de polimorfismos STR
por meio de eletroforese capilar, os laboratoérios forenses estdo introduzindo gradualmente ensaios
complementares baseados em plataformas tecnoldgicas mais avangadas. O esforgo original de
sequenciamento do genoma humano exigiu pelo menos 13 anos para ser realizado e um
investimento de US$ 3 bilhdes. Em contraste, a tecnologia atual permite o sequenciamento do
genoma humano por menos de US$ 1.000 em poucas horas. No inicio dos anos 2000, as
plataformas de sequenciamento ocupavam um armazém inteiro, enquanto hoje as menores
plataformas sdo do tamanho de um smartphone. Esta analise explora a evolucdo historica dos
métodos de sequenciamento de acidos nucleicos e suas aplicagdes na ciéncia forense, com atengéo

especial ao sequenciamento de leitura longa (LRS). de alto rendimento.

1.1 Genética forense

A genética forense progrediu junto com os avangos impressionantes nas tecnologias de
analise de DNA. A implementagéo de tecnologias baseadas em sequenciamento de leituras curtas
(SRS) trouxe avangos consideraveis para o campo, permitindo uma melhor exploragdo da
variabilidade do genoma devido a sua capacidade de sequenciar varias amostras e centenas de
milhares de marcadores genéticos diferentes, como Short Tandem Repeat (STR) e Polimorfismo
de Nucleotideo Unico (SNP'), simultaneamente, a partir de pequenas quantidades de DNA
(Carratto et al., 2022). Ainda assim, o alto custo de implementacdo do SRS e suas leituras de
tamanho curto podem resultar em limitagdes para a analise de DNA em alguns cendrios,
especialmente para fins forenses. As metodologias de LRS superam essas restrigdes, com suas
leituras longas e implementagdo de custo relativamente baixo, pelo menos para Oxford Nanopore
Tecnologies (ONT), além de seu sequenciamento em tempo real, de molécula unica e de alta
velocidade. Embora o Illumina SRS tenha sido usado em ensaios sem reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) (Byrska-Bishop et al., 2022), isso ndo ¢ comum, ¢ a ONT também permite a
possibilidade de preparar bibliotecas a partir de amostras de DNA nativo, eliminando a etapa de
amplificacdo e os artefatos que podem ser gerados na etapa de PCR. Os beneficios ndo acabam
aqui: O LRS pode ser usado para analisar o status de metilagdo do DNA enquanto se analisa a

sequéncia de DNA sem a necessidade de conversdo prévia em bissulfito. Além disso, a Oxford

Do inglés Single Nucleotide Polymorphism.



Nanopore também analisa fitas de RNA nativas sem a necessidade de conversao prévia em DNA
complementar (cDNA). No entanto, a LRS ainda ndo foi amplamente explorada na area forense,
provavelmente devido as suas taxas de erro relativamente altas e a suposigdo generalizada de que
ela sempre exige uma quantidade maior de DNA de entrada em comparag@o com os kits forenses
jé validados para uso de SRS. Mesmo assim, a LRS tem se aprimorado constantemente, e o
numero de artigos publicados empregando essa metodologia para fins forenses tem crescido
anualmente. Até o momento, a ONT tem sido mais usada do que a Pacific Biosciences (PacBio)
na area forense: uma rapida pesquisa no Pubmed com os termos Oxford Nanopore + forensics e
PacBio + forensics retornou 31 correspondéncias para a primeira ¢ apenas 12 para a segunda. A
PacBio ¢ mais cara que a ONT e geralmente requer instalagdes dedicadas, o que dificulta sua
implementagdo em ambientes forenses. No entanto, a PacBio € uma tecnologia altamente precisa
com suas leituras de sequenciamento de consenso circular (CCS) e permite uma analise poderosa
do DNA mitocondrial, transcriptdmica e metagenomica, que podem ser Uteis para fins forenses

(Figura 1).

Application Benefits provided by long reads
Analysis of longer STRs
| ShortTandem Repeat (STR) .| Detection of more polymarphims in the flanking reagion (macrohaplotypes),
Profiling enhancing informativity and aiding in mixture deconvolution

Portability, allowing analysis on-site

Forensic DNA Phenotyping Better genic characterization by:

— —— - detecting novel, rare, and complex structural variants
(FOP) _ enabling long-range haplot
g long-range haplotypes
| Investigative Genetic | Development of alternative strategies of analysis by providing long-range
Genealogy (1GG) haplotypes
Full-length 165 rRNA sequencing
DN‘VRN‘: >q I Metagenomics |— Long reads span more variants and detect methylation, aiding in the
analysis identification of less abundant species and facilitating genome assembly
Longer reads can comprise full-length transcripts and differentiate isoforms
Forensic RNA can be directed sequenced by ONT, avoiding cDNA synthesis
Genetics —{—| |dentificationoftissuesand | | Methylation patterns can be simultaneously analyzed, enhancing tissue/fluid
fluids identification
By identifying sample source, genotyping can be done from transcripts, aiding in
mixture deconvolution
Methylation
analysis — - - - — -
| Discrimination of monozygotic Posslblllty.of sequencing the whult? mitochondrial Dl\f.ﬂ wl.tf.un..a single read and
— twins generating phased data, enhancing heteroplasmy identification
Methylation detection alongside DNA sequence analysis
No need for bisulfite conversion contributes to the identification of novel
—{ Age prediction |— methylation sites with long-range phasing information, allowing the discovery

of new markers for age prediction

Figura 1 - Principais beneficios proporcionados pelo sequenciamento de leitura longa para a
genética forense. Figura republicada de (Ferreira et al., 2025).

1.1 Fenotipagem forense de DNA

Embora o perfil de STR seja a analise padrdao ouro em casos forenses, ele pode ndo ser
imediatamente util em situagdes em que o perfil gerado ndo corresponda a nenhum suspeito ou a
nenhum outro perfil em bancos de dados. Além disso, os STRs tém sequéncias mais longas e, em
casos de amostras degradadas, podem ser dificeis de amplificar, gerando perfis parciais. Assim,
tornou-se de suma importancia a avaliagdo de outros tipos de polimorfismos que pudessem

fornecer contribui¢cdes adicionais para as investigacoes forenses. Nesse contexto, os SNPs
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aparecem como uma boa opg¢ao, pois sao mutagdes de base tinica no DNA, exigindo amplicons
mais curtos e sendo mais faceis de analisar do que os STRs. Embora varios SNPs precisem ser
analisados para se obter um poder de discriminagdo comparavel, isso ndo € mais uma limitagdo

com o advento do sequenciamento massivo paralelo (MPS).

No final dos anos 2000, surgiu um novo campo de estudo chamado Fenotipagem Forense
de DNA (FDP). Seu objetivo é prever caracteristicas externamente visiveis (EVCs) de um
individuo analisando apenas SNPs-alvo (e, as vezes, InDels) em seu DNA. Assim, sempre que o
perfil tradicional de STR falhar, a FDP podera gerar novas pistas sobre a aparéncia do individuo,

ajudando nas investigagdes policiais.

Entre os EVCs, a pigmentagao foi a primeira a desenvolver e validar ferramentas de FDP.
O sistema IrisPlex (Walsh et al., 2011) foi publicado pela primeira vez em 2011, compreendendo
seis SNPs para a previsdao da cor dos olhos. Modelos para cabelo e pele foram desenvolvidos
posteriormente, integrando o sistema HIrisPlex-S (Breslin et al., 2019; Chaitanya et al., 2018),
capaz de prever simultaneamente a cor dos olhos, do cabelo e da pele a partir de 41 marcadores
(40 SNPs e 1 InDel). Inicialmente, dois ensaios de mini-sequenciamento (SNaPshot) foram

projetados para analise de marcadores HlrisPlex-S em eletroforese capilar (CE).

No entanto, como a técnica FDP ainda esta em desenvolvimento, o uso da tecnologia SRS
traz vantagens quando comparada a CE. Os ensaios SNaPshot tém baixa capacidade multiplex,
portanto, sdo necessarios cada vez mais ensaios para acomodar novos marcadores de FDP, o que
significa que também ¢ necessario mais DNA de entrada. Por outro lado, o SRS pode analisar
milhares de marcadores de uma so6 vez, e a incorporacao de novos polimorfismos em seus ensaios
¢ muito mais facil. Isso pode permitir o aumento da previsdo de precisdo, ja que centenas ou
milhares de marcadores podem ser incluidos em um tnico ensaio, ¢ pode permitir a avaliagao
simultanea de dezenas de EVCs. Portanto, os cientistas da FDP decidiram direcionar secus esfor¢os
para a implementagdo de ferramentas da FDP em plataformas SRS. Nao demorou muito para que
os desenvolvedores do HIrisPlex-S propusessem um protocolo para gerar e analisar os 41
marcadores a partir de dados brutos de SRS (Breslin et al., 2019). Os kits de preparagdo de
amostras para analise de SRS visando os marcadores 24 (para olhos e cabelos) e 41 (para olhos,

cabelos e pele) ja estdo disponiveis comercialmente.

Um evento notavel no campo de FDP foi a consolidagdo do Consoércio Visible Attributes
Through Genomics (VISAGE), uma parceria entre oito paises europeus que visa aprimorar a
tecnologia de FDP por meio do desenvolvimento de novas ferramentas. Eles desenvolveram uma
ferramenta aprimorada com mais de 500 marcadores para inferir a ancestralidade e prever a cor
dos olhos, do cabelo, das sobrancelhas e da pele, o formato do cabelo, a calvicie masculina e a

presenca de sardas. Os marcadores para cor dos olhos, do cabelo e da pele sdo os mesmos do



HIrisPlex-S. Devido ao grande nimero de marcadores, o projeto foi totalmente desenvolvido e
validado em plataformas SRS. No entanto, faltam estudos adicionais que explorem o poder de

previsdo dos marcadores VISAGE em diferentes populagdes.

Embora muito tenha sido feito desde a primeira concepcdo do FDP, ainda ha espaco para
melhorias. O HlrisPlex-S ¢ uma ferramenta bem estabelecida, mas ainda apresenta dificuldades
na previsao de alguns fenotipos, como cores intermediarias de olhos e cabelos castanhos e tons
de pele em geral (Carratto et al., 2019, 2021). A previsdo de outras caracteristicas nos modelos
VISAGE também pode ser aprimorada. Além disso, outras caracteristicas, como a altura do corpo
e o formato do rosto, sdo altamente poligé€nicas e continuam sendo um desafio para os cientistas

do FDP.

Nesse sentido, o LRS pode ser benéfico para a fenotipagem de DNA. Foi comprovado
que a analise de SNP ¢é mais facil usando essas tecnologias em comparagdo com STRs (Cornelis
et al., 2017; Ren et al., 2021; Tytgat et al., 2022), mesmo para SNPs tri-alélicos (Cornelis et al.,
2019). As leituras longas podem fornecer uma melhor caracterizagdo dos genes envolvidos no
surgimento de fenotipos, detectando variantes de estrutura novas, raras e complexas (Ling et al.,
2023). Como resultado, hapldtipos completos de longo alcance (incluindo marcadores
epigenéticos, conforme discutido abaixo) de genes inteiros que influenciam caracteristicas fisicas
podem ser identificados e empregados para previsdo forense. Isso também permite uma
exploracdo mais profunda do papel dos haplotipos e da epistasia no surgimento de fenotipos,
conforme sugerido por estudos anteriores de sua influéncia nas EVCs (Pospiech et al., 2014; Ruiz

et al., 2013).

1.2 Epigenética

A epigenética desempenha um papel fundamental na regulagdo da expressao génica. Entre
0s principais mecanismos epigenéticos estd a metilacdo do DNA (5mC), que ¢ um dos quatro
tipos existentes de modificacdo da citosina (Figura 2). A metilagdo do DNA ¢ geralmente
analisada por duas abordagens diferentes: matriz e sequenciamento. O HumanMethylation450
BeadChip da Illumina, composto por mais de 450 mil marcadores, costumava ser uma escolha
popular, mas foi substituido pelo MethylationEPIC BeadChip, que tem como alvo mais de 935
mil sitios CpG em sua nova versdo. As tecnologias de sequenciamento comumente usadas
incluem pirosequenciamento, SNaPshot ou SRS. No entanto, a metilagcdo ndo pode ser detectada
a partir da analise padrao de DNA, portanto, independentemente da metodologia escolhida, ¢
necessaria uma etapa prévia de conversdo de bissulfito. Essa técnica requer uma grande
quantidade de DNA de entrada e causa danos ao DNA, o que ndo ¢ ideal para a ciéncia forense,
pois amostras de baixa quantidade/qualidade sdo comuns nesse campo. Nesse sentido, a analise

de metilacdo pode se beneficiar do LRS, pois essa abordagem pode detectar a metilag@o a partir
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de protocolos de sequenciamento de DNA padrao, evitando danos adicionais a amostra ¢ a

possivel tendéncia que pode ser introduzida durante a etapa de conversdo de bissulfito.

A conversdo de bissulfito também resulta em perda de informagdes, pois duas
modificagdes de DNA (5fC e 5caC) sdo convertidas em timina juntamente com citosina, enquanto
as outras duas (5SmC e 5ShmC) permanecem como citosinas (Figura 2) (Searle et al., 2023). A
ONT demonstrou ser capaz de diferenciar todas as quatro modificagcdes em cadeias sintetizadas
(Wescoe et al., 2014). O PacBio pode detectar melhor as modificagdes com grupos -OH, pois elas
causam uma maior interferéncia de sinal. Portanto, as modifica¢cdes que ndo apresentam um grupo
hidroxila, como a metilacdo, podem ndo ser detectadas pela PacBio. Uma possivel solugdo para
melhorar isso seria 0 uso de técnicas de conversdo alternativas que ndo danificam o DNA e
aumentam a perturbagdo do sinal (por exemplo, adicionando grupos hidroxila a essas
modificagdes) (Searle et al., 2023). Além disso, a melhoria continua da precisdao da tecnologia e
o desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas sofisticadas capazes de detectar modificagoes
de sinal e traduzi-las em modificagdes especificas do DNA sao fundamentais para as tecnologias
PacBio ¢ ONT. Nesse sentido, foram propostos chamadores de metilagdo de haplotipos

(Kolmogorov et al., 2023; Ni et al., 2023).

Cytosine modifications

NH, NH, NH. (o) NH, 0 NH;
HiC
| A | N HO | Y HO | AT H | \/K
N/KO N/K o N/KU N/K ) N
H H H H H
Cytosine 5-methylcytosine 5-hydroxymethylcytosine 5-carboxylcytosine 5-formylcytosi
(5mC) (5hmC) (5caC) (5fC)

After bisulfite conversion

NH Y HO XN NH

A UL L LA LA

H H H 2} H
Converted to Remains Remains Converted to Converted
thymine unaltered unaltered thymine thymine

Figura 2 - Modificagdes de citosina antes e depois da conversdo de bissulfito. Figura retirada de
(Ferreira et al., 2025).

Na genética forense, a andlise de metilacao € aplicada principalmente em trés subareas:
identificacdo de fluidos e tecidos, diferenciagdo de gémeos monozigdtico (MZ) e previsdo de
idade (Vidaki & Kayser, 2018). Como cada fluido e tecido apresenta seu proprio padrdo de
expressao génica ¢ a metilagdo desempenha um papel regulador fundamental nesse processo, 0s

padrdes de metilacdo variam entre os tecidos/fluidos. Esses padrdes também sdo influenciados
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por fatores de estilo de vida, como exposi¢do ao sol, dieta, consumo de alcool e tabagismo, e,
portanto, gémeos MZ, que basicamente t€ém o mesmo DNA nuclear, podem apresentar perfis de
metilagdo diferentes. Outro fator que influencia a metilagdo ¢ a idade. Além do estilo de vida,
algumas regides do DNA sdo especificamente metiladas ou nao metiladas ao longo do tempo, ¢
muitos painéis foram propostos para a previsdo da idade cronologica (Aliferi et al., 2022; Freire-

Aradas et al., 2022; Wozniak et al., 2021).

A metilacdo tem sido explorada para enfrentar os desafios nessas trés areas principais. No
entanto, ainda ha espago para melhorias. As leituras longas tém o potencial de aprimorar essas
analises, detectando a metilagdo em regides que podem ser danificadas durante a conversao de
bissulfito, sondando regides ndo visadas nas matrizes e fornecendo sequéncias longas em fases
que incluem locais de variagdo e modificagdes epigenéticas. Esse aprimoramento poderia
contribuir para a identificagdo de novos marcadores preditivos para o desenvolvimento de novos
painéis para identificagdo de fluidos/tecidos e previsdo de idade. Além disso, ele facilita uma
exploracdo mais profunda dos locais de metilacdo, auxiliando na identificagdo de diferencas entre

os epigenomas de dois gémeos monozigoticos.

1.3 Sequenciamento do genoma completo via Oxford Nanopore Technologies

No panorama do sequenciamento de terceira geracdo, a Oxford Nanopore Technologies
(ONT) se destaca como uma vanguarda, contribuindo com inovagdes distintas para o cenario do
sequenciamento de DNA/RNA. Pioneira no conceito de sequenciamento de nanoporos, a ONT
emprega nanoporos bioldgicos incorporados em membranas sintéticas para analisar acidos
nucleicos em tempo real (Jain et al., 2018; Y. Wang et al., 2021). O mecanismo de sequenciamento
baseado em nanoporos permite a deteccdo eletronica direta de sequéncias de nucleotideos a
medida que elas passam pelo nanoporo, oferecendo vantagens em relagdo ao comprimento de
leitura e a adaptabilidade a varios tipos de amostras (Figura 3). Por exemplo, isso permite que a
fita de RNA seja sequenciada diretamente, ou seja, sem sintetizar DNA complementar, facilitando
a identificacao de isoformas e a determinagdo do comprimento da cauda poli-A (Wan et al., 2022;
J. Wang et al., 2024; Y. Wang et al., 2021; Workman et al., 2019). Ignorando etapas indutoras de
viés, como a PCR, o sequenciamento direto fornece dados precisos e nativos sobre a molécula

alvo (Bowden et al., 2019; Delahaye & Nicolas, 2021; Kono & Arakawa, 2019).
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Figura 3 - Visdo geral do sequenciamento Oxford Nanopore. Os elementos graficos foram
obtidos em https://smart.servier.com/, enquanto as imagens do equipamento Oxford Nanopore
foram baixadas de https://nanoporetech.com/.

O sequenciamento por nanoporos tem dois modos: simplex e duplex. No modo simplex
(também conhecido como 1D), um nanoporo sequéncia apenas uma fita de DNA. No modo
duplex, ambas as fitas de DNA sdo sequenciadas (uma imediatamente apos a outra), resultando
em um procedimento de sequenciamento duplo que facilita a corregdo de bases (B. Lin et al.,
2021; Nanoporetech, 2017; Y. Wang et al., 2021). ONTs geralmente produzem leituras na faixa
de 10 a 100 kb, uma diferenga substancial em rela¢do as leituras dos sequenciadores Illumina,
com leituras em torno de 150 bases (Logsdon et al., 2020). Fragmentos mais longos do que esses
sdo frequentemente obtidos e classificados como leituras ultralongas, com a leitura mais longa
registrada em um tamanho de 4,2 Mb usando um kit (SQK-ULK114) desenvolvido para otimizar

a producdo de sequéncias muito longas (Jain, 2021).

Como mencionado anteriormente, a versatilidade da tecnologia de sequenciamento de
nanoporos se estende notavelmente ao campo da epigenética, apresentando uma abordagem
pioneira para a analise de modificacdes quimicas de DNA e RNA em escala gendmica (Wan et
al., 2022; Y. Wang et al., 2021). Quando a sequéncia de bases contém modificagdes quimicas,
como metilagdo ou hidroximetilagdo, por exemplo, a ONT pode detectar um padrdo de sinal
elétrico diferente dos ndo modificados. Dessa forma, a detec¢do de metilagdo, por exemplo, €
obtida evitando-se o uso de tratamentos quimicos/enzimaticos e a necessidade de PCR, que pode
incluir vieses na andlise (Y. Wang et al., 2021). O método de sequenciamento por nanoporos tem
o potencial de detectar qualquer modificacdo de nucleotideo na sequéncia. Ainda assim, ha
modelos pré-treinados para as modificagdes mais comuns, como SmC, ShmC e 6mA (Gershman
et al., 2022; Liu et al., 2021; Nanoporetech, 2023d; Y. Wang et al., 2021). Outras modificacdes
exigirdo que o usuario treine seu modelo. A ONT recomenda uma profundidade de cobertura de

20x para a analise de SmC e ShmC e uma cobertura de cerca de 30x para a faseamento de dados.



1.4 Justificativa para este projeto

Este trabalho explorou o potencial da epigenética e do sequenciamento de leitura longa
(Long-Read Sequencing, LRS) na genética forense, com foco na fenotipagem e na predigdo de
caracteristicas individuais a partir de amostras de tecido epitelial. A introducdo de tecnologias
avancgadas, como o sequenciamento por nanoporos da Oxford Nanopore Technologies (ONT),
proporcionou uma oportunidade unica para aprimorar a analise forense, permitindo uma visao

mais abrangente e precisa do genoma humano.

O avango das técnicas de genotipagem forense baseadas em DNA, desde o
sequenciamento de Sanger até o Massively Parallel Sequencing (MPS), revolucionou a
investigacdo criminal. No entanto, evidenciou-se a necessidade de métodos complementares
capazes de superar as limitagdes das abordagens convencionais. O LRS apresentou vantagens
significativas, como a capacidade de analisar ndo apenas a sequéncia de DNA, mas também os
padroes de metilagdo epigenética, sem a necessidade de conversdo prévia em bissulfito. Isso
mostrou-se particularmente relevante para a genética forense, onde amostras de baixa quantidade

e qualidade sdo comuns, tornando os métodos tradicionais de analise de metilagdo menos viaveis.

FDP é uma area emergente que busca prever caracteristicas fisicas individuais a partir do
perfil genético. A analise de SNPs tem sido fundamental nesse contexto, e o desenvolvimento de
novas ferramentas, como o sistema HlrisPlex-S, demonstrou a viabilidade dessa abordagem. No
entanto, ainda existem desafios, como a precisdo na previsdo de fenotipos intermediarios ¢ a

incorporacao de informacdes epigenéticas para uma analise mais completa.

A epigenética, em particular a metilagio do DNA, desempenha um papel crucial na
regulacdoda expressdo génica e na determinacdo de caracteristicas fenotipicas. A andlise de
padrdes de metilacdo pode fornecer informacdes valiosas sobre a idade e a pigmentagdo da pele
de um individuo, complementando os dados genéticos tradicionais. O uso do LRS permite uma
analise mais abrangente dos padrdes de metilacdo, evitando os artefatos introduzidos pela
conversdo de bissulfito e fornecendo uma visdo mais precisa dos locais de metilagdo em todo o
genoma. Além disso, o sequenciamento de leitura longa tem o potencial de facilitar a
diferenciacdo entre diferentes fluidos e tecidos, bem como a previsdo de caracteristicas

individuais com base em modificacdes epigenéticas especificas.

Dessa forma, este projeto explorou as aplicagdes do LRS e da andlise de metilagdo
epigenética na genética forense, com énfase na fenotipagem e na predicdo de caracteristicas
individuais a partir de tecido epitelial. A integracdo dessas tecnologias avangadas demonstrou
potencial para fornecer uma compreensdo mais completa e precisa do perfil genético de um

individuo, contribuindo para investigacdes criminais mais eficazes e justas.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral consistiu na implementagdo da metodologia de sequenciamento de
genomas completos Oxford Nanopore e das estratégias bioinformaticas para analise destes dados

para predicao de fenotipos.
Os objetivos especificos desta projeto foram:
e Coordenar a coleta de amostras e extragdo de DNA a partir de tecido epitelial;
e Realizar o processo de caracterizacdo fenotipica das amostras coletadas;
e Implementar a metodologia de sequenciamento Oxford Nanopore;
e Conduzir analise computacional para detec¢do das variantes e hapldtipos dos genomas

sequenciados;

3. MATERIAIS E METODOS

A se¢do de materiais e métodos sera dividida em duas partes. A primeira sobre os
procedimentos para coleta de amostras e extragdo de DNA dos diferentes tecidos. Ja a segunda

sobre os procedimentos computacionais para analises.

3.1 Parte 1 — Coleta de amostras e determinacio de métodos de extraciao de DNA

3.1.1 Coleta de amostras e caracterizacdo fenotipica da amostra populacional

A coleta foi coordenada junto aos professores Dr. Hélio Amante Miott e Dra. Anna
Carolina Miola (FMB-UNESP), no Ambulatério de Dermatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB), da Unesp. Ao todo, foram coletadas amostras de
32 individuos. O projeto encontra-se aprovado pelo comité de ética com o seguinte CAAE:
71548223.8.0000.5411. Foram coletadas amostras de pele, sangue e saliva de cada individuo.
Aproximadamente 5 mL de sangue periférico foram coletados por pun¢do venosa, utilizando
tubos com anticoagulante EDTA. O sangue foi imediatamente armazenado em temperatura
controlada (4 °C) até o processamento. Foram coletados aproximadamente 2 mL de saliva
utilizando tubos de coleta GeneFiX Saliva DNA/RNA Collection & Stabilization (Isohelix, Cell
Projects, Kent, UK), e as amostras foram armazenadas imediatamente a 4 °C até a etapa de
extragdo. Uma bidpsia de pele de aproximadamente 500 mg foi obtida utilizando punch cirargico
de 4 mm. O tecido foi imediatamente armazenado em solucdo de RNA Later (Ambion), para
preservacdo de acidos nucleicos, e mantido a -80 °C até o processamento. O tecido obtido foi

dividido em duas partes iguais, reservadas para extracdo de DNA e RNA.



Durante a coleta das amostras, os individuos foram submetidos a um questionario sobre
caracteristicas étnicas e morfologicas, além da coleta de fotos da pele nas regides da testa e brago,
olhos, raizes e mechas do cabelo. Por fim, um colorimetro Colaris Color Muse (Colaris) foi
utilizado para realizar medidas fotoespectrofotométricas da pele nas regides da testa/nariz, brago
interno ¢ dorso da mao esquerda, para obtencdo de valores L*, a* e b*. As leituras foram

realizadas em triplicatas.

3.1.2 Extracdo de DNA

O DNA de alto peso molecular foi extraido utilizando protocolos especificos para cada

tipo de tecido. A extragdo de DNA para pele foi realizada utilizando um protocolo adaptado com
o kit Blood & Cell Culture DNA Midi Kit (Qiagen). Inicialmente, 19 uL. de RNase A, 100 mg/mL,
(Qiagen) foram adicionados a um tubo Falcon de 15 mL contendo 9,5 mL de tampdo G2. Em
seguida, até 100 mg de tecido de pele foram triturados utilizando pingas e bisturi, € o material
resultante foi transferido para o tubo contendo o tampéao G2. Posteriormente, 250 uL de proteinase
K (Qiagen) foram adicionados, ¢ o tubo foi misturado vigorosamente em voértex para garantir a
homogeneidade da suspensao, essencial para uma lise eficiente. A suspensdo foi incubada a 56 °C
durante a noite. Apds a incubacgdo, caso o lisado apresentasse heterogeneidade ou pedagos visiveis
de tecido, o tubo era centrifugado a 2000xg por 10 minutos a 4°C. O pellet foi descartado, e o
sobrenadante homogéneo foi cuidadosamente transferido para um novo recipiente. Esta etapa foi
fundamental, pois lisados ndo homogéneos poderiam obstruir a coluna Genomic-tip. O lisado foi
entdo purificado utilizando o protocolo Genomic-tip da QIAGEN (passos 1-6, conforme descrito
nas paginas 4952 do manual do fabricante). Para otimizar o rendimento de DNA, a eluicao foi
realizada por 2 horas a 50°C, utilizando 150 pL de TE (1 mM EDTA, pH 8,0), com mistura

ocasional do contetido do tubo por inversao suave.

A extracdo de DNA a partir de amostras de sangue e saliva foi realizada utilizando o kit
Puregene Blood Kit (Qiagen). Para as amostras de sangue, 3 mL foram transferidos para um tubo
Falcon de 15 mL contendo 9 mL de solugdo de lise RBC (RBC Lysis Solution). O contetido foi
homogeneizado por inversdao por 10 vezes, seguido de incubagdo a temperatura ambiente por 5
minutos. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 2.000xg por 2 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado, deixando aproximadamente 200 pL de liquido
residual para preservar o pellet de células brancas. Em seguida, o tubo contendo o pellet foi
submetido a vortex para ressuspensdo completa. Foram adicionados 3 mL de solucdo de lise
celular (Cell Lysis Solution), e a amostra foi novamente submetida a vortex por 10 segundos para
garantir a lise total das células. Para digestdo de RNA, foram adicionados 15 pL. de RNase A (100
mg/mL), e o tubo foi incubado a 37 °C por 15 minutos. Apos a digestdo, as amostras foram
refrigeradas em gelo por 3 minutos, estabilizando o DNA. Posteriormente, foi adicionado 1 mL

de solugdo de precipitagdo de proteina (Protein Precipitation Solution), e o conteudo foi
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homogeneizado vigorosamente por vortex. As amostras foram centrifugadas a 2.000xg por 5
minutos, ¢ o sobrenadante resultante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo. A
precipitacdo do DNA foi realizada adicionando-se 3 mL de isopropanol gelado ao sobrenadante.
O tubo foi invertido 10 vezes para promover a formagdo do precipitado de DNA e entdo
centrifugado a 2.000xg por 3 minutos. O pellet de DNA obtido foi lavado com 3 mL de etanol
70% gelado e centrifugado novamente a 2.000xg por 1 minuto. Ap6s a lavagem, o pellet foi seco
em temperatura ambiente por 10 minutos e dissolvido em 300 uL de solugdo de hidratacdo de
DNA (DNA Hydration Solution). Finalmente, as amostras foram incubadas a 65 °C por 1 hora

para garantir a dissolugdo completa do DNA.

Para a extracdo de DNA de amostras de saliva, 2 mL de saliva foram misturados a 5,5 mL
de solugdo de lise celular (Cell Lysis Solution), 30 pL de Proteinase K (Qiagen) e 30 uL de RNase
A (100 mg/mL, Qiagen). A mistura foi incubada a 56 °C por 1 hora para garantir a lise eficiente
das células e a digestdo de proteinas ¢ RNA. Apos a incubagdo, foram adicionados 2 mL de
solugdo de precipitacdo de proteinas (Protein Precipitation Solution), seguidos de agitagdo
vigorosa em vortex por 20 segundos. A amostra foi entdo incubada em gelo por 5 minutos para
favorecer a precipitacdo das proteinas. Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 2.000xg por 10
minutos. O sobrenadante resultante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo, evitando
qualquer residuo do pellet proteico. Para precipitar o DNA, foram adicionados 6 mL de
isopropanol gelado ao sobrenadante, e o tubo foi invertido 10 vezes para promover a formagéo
do precipitado de DNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.000xg por 10 minutos.
O pellet de DNA formado foi lavado com 6 mL de etanol 70% gelado e novamente centrifugado
a 2.000xg por 1 minuto. Apds a lavagem, o pellet foi seco em temperatura ambiente por 10
minutos e dissolvido em 200 pL de solugdo de hidratacdo de DNA (DNA Hydration Solution).

Para garantir a completa dissolugdo do DNA, as amostras foram incubadas a 65 °C por 1 hora.

O DNA extraido foi quantificado em um Fluorometro Qubit (Invitrogen) usando o ensaio
de espectro amplo (BR assay) para dsDNA. A qualidade do DNA para sequenciamento foi

avaliada usando um Espectrofotdometro NanoDrop (ThermoFisher) apds a quantificacao.

3.2 Analises computacionais

3.2.1 Dados publicos

Foram utilizadas duas fontes de amostras no presente estudo. realizamos a analise de

dados publicos provenientes do projeto 1000 Genomas, especificamente de amostras
sequenciadas utilizando a tecnologia Oxford Nanopore (ONT) com a quimica R10. Ao todo,
foram incluidas 57 amostras, das quais 52 foram geradas por meio de protocolos de long reads e

5 por ultra long reads. Esses dados foram obtidos a partir do repositorio publico disponivel em
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1000G ONT (https://s3.amazonaws.com/1000g-ont/index.html?prefix=), garantindo acesso a

sequéncias de alta qualidade para nossas analises subsequentes.

A outra fonte foi uma amostra disponibilizada pela Oxford Nanopore através do sistema
Amazon Web Services (AWS) de sequenciamentos de amostras do genome in a bottle (GIAB)
(https://www.nist.gov/programs-projects/genome-bottle). Sao disponibilizadas trés amostras em
trio, pais e filho, das linhagens (Genome in a Bottle Ashkenazi Trio) totalizando quase 8 Tb de
dados (arquivos de sequenciamento e outras analises) (Tabela 1). Os cddigos de acesso sdo

descritos como:

Tabela 1 - Genomas sequenciados via Oxford Nanopore. O genome HG002 foi utilizado para
esta etapa.

Codigo Genoma Relacao Linhagem celular (Coriell)
HGO002 Filho GM24385
HGO003 Pai GM24149
HGO004 Mae GM24143

Estas amostras foram sequenciadas em duas flowcells R10.4.1 do PromethION gerando
aproximadamente 200 Gbases (Refletindo em uma cobertura de cerca de 60x). O kit de ligagao
versdao 14 (https://store.nanoporetech.com/ligation-sequencing-kit-v14.htm) foi utilizado para o
preparo destas amostras. Devido a limitagdo momentinea de espago realizamos o download
apenas da amostra HGO002 através do bucket S3 (s3://ont-open-
data/giab_2023.05/flowcells/hg002/20230424 1302 _3H PAO89685 2264ba8c/pod5 pass/)
utilizando aws-cli. Foram baixados todos os arquivos PODS5 (formato atual de saida de
sequenciadores ONT) totalizando 1.3 Tb de dados. Utilizamos esta amostra para verificar os

procedimentos de analise de metilagdo e de identificagdo de variantes.

3.2.2 Amostras utilizadas

A Tabela 2 apresenta informacdes detalhadas sobre cada amostra, incluindo nome, sexo,
cddigo e nome da populagdo de origem, bem como a superpopulagdo a qual pertencem. Esses
metadados sdo essenciais para contextualizar as analises realizadas e interpretar variagdes
genéticas em diferentes grupos populacionais.

Tabela 2 - Descricao das amostras utilizadas no estudo. A tabela apresenta informacdes sobre
cada amostra do projeto 1000 Genomas sequenciada com a tecnologia Oxford Nanopore (ONT)

R10, incluindo nome da amostra, sexo, codigo e nome da populagdo de origem, além do codigo
e nome da superpopulacao correspondente.

Sample name | Sex Population Population name Superpopulation | Superpopulation
code code name
GM19238 female | YRI Yoruba in  Ibadan, | AFR African Ancestry
Nigeria
GM19429 male LWK Luhya in Webuye, Kenya | AFR African Ancestry
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GM20847

HG00097
HG00102
HG00109
HGO00142
HG00143
HGO00145
HG00171
HG00233
HG00237
HG00262
HG00263
HG00277
HG00326
HG00372
HG00463
HG00729
HG01063
HGO01258
HG02312
HG02615
HG02763
HG02772
HG02861
HG02884
HG02885
HG02887
HG02891
HG02952
HG02968
HG02977
HG03009
HGO03160
HG03166
HG03352
HG03367
HGO03436
HGO03575
HGO03583
HG03629
HG03694
HGO03745
HG03752
HGO03755
HG03772
HG04054

female

female
female
male
male
male
male
female
female
female
female
female
male
female
male
male
female
male
male
female
female
female
female
female
male
female
male
female
female
male
male
male
male
male
male
male
male
female
female
male
male
male
female
male
female

female

GIH

GBR
GBR
GBR
GBR
GBR
GBR
FIN
GBR
GBR
GBR
GBR
FIN
FIN
FIN
CHS
CHS
PUR
CLM
PEL
GWD
GWD
GWD
GWD
GWD
GWD
GWD
GWD
ESN
ESN
ESN
BEB
ESN
ESN
ESN
ESN
MSL
MSL
MSL
PIL
STU
STU
STU
STU
ITU
ITU

Gujarati  Indians  in
Houston, Texas, USA
British

British

British

British

British

British

Finnish

British

British

British

British

Finnish

Finnish

Finnish

Southern Han Chinese
Southern Han Chinese
Puerto Rican
Colombian
Peruvian

Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Gambian Mandinka
Esan

Esan

Esan

Bengali

Esan

Esan

Esan

Esan

Mende

Mende

Mende

Punjabi

Tamil

Tamil

Tamil

Tamil

Telugu

Telugu
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AMR

EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EUR
EAS
EAS
AMR
AMR
AMR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
SAS
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
AFR
SAS
SAS
SAS
SAS
SAS
SAS
SAS

American Ancestry

European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
European Ancestry
East Asian Ancestry
East Asian Ancestry
American Ancestry
American Ancestry
American Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
South Asian Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
African Ancestry
South Asian Ancestry
South Asian Ancestry
South Asian Ancestry
South Asian Ancestry
South Asian Ancestry
South Asian Ancestry
South Asian Ancestry



3.2.3 Coordendas genomicas

As coordenadas genOmicas utilizadas neste estudo correspondem a variantes e regides
associadas a caracteristicas fenotipicas e ancestrais. A Tabela 3 apresenta a localizagdo
cromossdmica, posigoes inicial e final, além do identificador e do conjunto ao qual cada marcador
pertence. Os conjuntos analisados incluem marcadores relacionados a cor dos olhos, genes
envolvidos na pigmentagdo, marcadores de caracteristicas capilares, SNPs do painel 34-plex,
microhaploétipos utilizados para inferéncia de ancestralidade e marcadores associados a tonalidade
da pele.

Tabela 3 - Coordenadas gendmicas dos marcadores analisados. A tabela apresenta as informagdes
de cromossomo, posicao inicial e final, identificador do marcador (ID) e o conjunto ao qual
pertence. Os conjuntos incluem marcadores associados a cor dos olhos, genes de pigmentacdo,

caracteristicas capilares, SNPs do painel 34-plex, microhaplotipos para inferéncia de
ancestralidade e marcadores relacionados a tonalidade da pele.

Posigao Posigao
Cromossomo inicial final 1D Conjunto
chr8 3147516 3147517 rs11136584
chrl5 28111712 28111713 1rs1129038
chrl5 58508733 58508734 rs139083678
chr2 221474113 221474114 rs1430211
chr8 3339348 3339349 rs1444613 é
chr3 151252897 151252898 151920395 E
chrll 27456317 27456318 1s35177044 ;
chr5 33570495 33570496 1s396559 _§
chr4 24069421 24069422 rs4141480 §
chrl 241609118 241609119 1s613032 §
chr8 4976707 4976708 157007684
chrl5 100154980 100154981 rs78510225
chr12 117554073 117554074 1s816188
chr3 149131324 149131325 15939249
chr20 34194569 34269344 ASIP
chr9 16409503 16870843 BNC2
chr8 2935353 4994972 CSMDI
chrl3 94436811 94479682 DCT
chrl6 89948697 89968060 DEFS8 z%
chrl5 28111040 28322179 HERC2 g
chr6 391739 411443 1RF4 g
chr12 88492793 88580851 KITLG %
chrl 235661041 235883724 LYST 3
chrl6 89912119 89920973 MCIR §
chr19 3538261 3574290 MFSDI12 3
chr3 69739456 69968336 MITF
chrl5 27754875 28099315 OCA2
chr2 25160853 25168903 POMC
chrl4 92322581 92501481 SLC24A4
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chrl5 48120990 48142672 SLC24A5

chr5 33944623 33984693 SLC45A2

chrll 69048932 69136316 TPCN2

chrll 89177875 89295759 TYR

chr9 12685439 12710285 TYRPI1

chrl3 101950795 101950796 rs1033856

chr2 195031893 195031894 rs12622325

chrl5 28165344 28165345 1512916300

chrl 101849657 101849658 rs1415105

chr12 23956966 23956967 15145940050

chr5 33951587 33951588 rs16891982

chrl5 32854915 32854925 rs202139764

chrl5 48913058 48913059 1534099850 =
chr6 11184247 11184248 153734400 '§
chr2 237540363 237540364 rs3817362 2
chr3 76526701 76526702 rs3913574 8
chrl6 89218910 89218911 rs4785768 -§s
chr7 55127931 55127932 rs4947979 =
chrll 64256583 64256584 r1s588177 =
chrl6 3969528 3969529 1561455471

chr4 42894094 42894095 156815913

chr3 76716585 76716586 15699455

chr3 122877676 122877677 1s7629139

chr2 211805295 211805300 rs76536952

chr5 34786730 34786731 rs7716361

chr8 130908289 130908290 rs7843127

chrl 40568446 40568447 153130316

chrl 169896172 169896173 rs1493232

chr2 191195903 191195904 rs11142497

chr2 21338453 21338454 15907100

chr3 185690684 185690685 153917

chr3 57378604 57378605 152069949

chr4 105249223 105249224 rs1528460

chr4 52462237 52462238 1510495407 »
chr5 137611112 137611113 rs938283 %
chr5 68957459 68957460 159637454 3
chr6 26097011 26097012 rs170548 E
chr6 76657658 76657659 156444724 %
chr7 22392313 22392314 1s93834

chr7 96527242 96527243 1820869

chr8 89751033 89751034 rs9818758

chr8 19736762 19736763 152347915

chr9 16053047 16053048 151360288

chr9 133255426 133255427 rs2180715

chrl0 114376767 114376768 rs1354045

chrl0 45853876 45853877 rs1438277
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chrll 110086234 110086235 1510461844

chrl1 62276438 62276439 13861353

chr12 88876551 88876552 rs10431792

chri2 23140642 23140643 159409340

chrl3 103320596 103320597 15154659

chrl3 32974647 32974648 15735155

chrl4 63452538 63452539 131491087

chrl4 94378163 94378164 1512326271

chrl5 47528244 47528245 157520386

chr16 18237192 18237193 159876402

chrl7 76937134 76937135 157655302

chr18 16112390 16112391 1517108290

chr19 45362243 45362244 15870347

chr20 61729438 61729439 15887136

chrl 11091432 11091663 mhO1KK 212

chr2 217642124 217642401 mh02KK_215

chr3 85410842 85411084 mhO3KK_ 239 o
chrd 71785543 71785722 mh04KK 238 8 B
chrs 106256456 106256690 mhOSKK 231 3 F
chr6 160592654 160592901 mh06KK 236 & %
chr7 76484324 76484566 mhO7KK 237 £ §
chr8 6722374 6722635 mhOSKK 244 = §
chr10 39182463 39182690 mhl10KK 210 =
chrl 1 109717984 109718219 mh11KK_249

chri?2 22503332 22503601 _mh12KK 213

chr2 237497722 237497723 rs10186010

chr6 474404 474405 rs11242905

chr10 13477513 13477514 1512572522

chrl7 33835343 33835344 1512602228

chrl5 41988568 41988569 rs141233250

chr7 89298256 89298257 15146113585

chr5 33951587 33951588 rs16891982 o

chri3 107694069 107694070 1316970930 &,

chrl1 88987149 88987150 15187771782 S

chr14 63907535 63907536 rs1953241 2

chr4 17757332 17757333 152159309 E

chr8 62099085 62099086 rs33937183 5

chr20 53964866 53964867 rs376105 =

chr8 14970595 14970596 1573666954

chr2 239162946 239162947 1575061417

chrl5 45602839 45602840 1576175998

chri3 74086949 74086950 1579748342

chr5 124658815 124658816 159327337

chr6 161890360 161890361 1s9355951
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3.2.4 Chamada de base, alinhamento e chamada de variantes

Os arquivos PODS5 gerados no sequenciamento serdao convertidos em arquivos BAM néo
alinhados utilizando o Dorado basecaller v0.9.0 (Nanoporetech, 2023a) com as opgdes de modelo
HAC (High Accuracy) e --modified-bases SmCG 5hmCG para a detec¢do de metilagdo e
hidroximetilacdo em dinucleotideos CpG. O controle de qualidade do sequenciamento sera
realizado com o cramino v0.15.0 (De Coster & Rademakers, 2023). Para o alinhamento dos
arquivos BAM, sera utilizado o Dorado aligner, que emprega o minimap2 (Li, 2018) como base,
tendo como genoma de referéncia o GRCh38 (GCA_000001405.15 GRCh38). O controle de
qualidade e processamento dos arquivos BAM alinhados sera realizado com o Samtools v1.21 (Li
et al., 2009). As chamadas de variantes serdo conduzidas com o freebayes v1.3.8 (Garrison &
Marth, 2012) e o Clair3 v1.0.10 (Zheng et al., 2022). Como o Clair3 ndo possui funcionalidade
para chamadas de variantes em multiplas amostras (ao contrario do freebayes), a opgao --gvcf sera
utilizada para gerar arquivos no formato gvcf, os quais serdo processados para chamadas de
variantes comuns com o GLnexus v1.4.1 (M. F. Lin et al., 2018; Yun et al., 2021), usando
configuragdes especificas para gvcf gerados pelo Clair3. Os arquivos BAM também serdo

submetidos a haplotipagem utilizando o Longphase (J.-H. Lin et al., 2022; Zheng et al., 2022).

3.2.5 Determinacdo de haplotipos longos

A determinagdo de haplotipos estendidos envolvendo genes de pigmentagdo completos
foi realizada por meio de montagem de novo com corregdo de fase utilizando PECAT (Nie et al.,
2024). Resumidamente, samtools fastq foi utilizado para extrair as leituras alinhadas para cada
gene nos arquivos BAM de cada amostra. Estes arquivos entdo foram utilizados como entrada
para PECAT que sera executado utilizando as opg¢des de faseamento com clair3 e polimento com
medaka v1.7.2 (Nanoporetech, 2023b). Os haplotipos montados foram alinhados ao genoma de
referéncia utilizando minimap2 com os seguintes parametros: '--ax asm20 --B 2 --E 3,1 --O 6,100
--cs --K 5G e os as posicdes de inicio e final de cada contig foram determinadas utilizando

bedtools v2.31 (Quinlan & Hall, 2010).

3.2.6 Anadlise de metilacdo

Os arquivos bedMethyl de metilagdo do genoma inteiro, resolvidos por haploétipo, foram
gerados com o modkit v0.4.2 (Nanoporetech, 2023c) usando o programa pileup com os
sinalizadores —cpg, --ref, --ignore h, --combine-strands, e --partition-tag HP. As fitas foram
combinadas para um valor de contagem de leitura usando a opg¢do --combine strands para cada
CpG correspondente aos CpGs na referéncia GRCh38. Os arquivos bedMethyl de metilacdo do
genoma inteiro, resolvidos por haplétipos, foram gerados com o modkit utilizando o programa
pileup com os sinalizadores --cpg, --ref, --partition-tag HP, --combine-strands e --ignore h. As

fitas foram combinadas para um valor de contagem de leitura usando a op¢@o --combine-strands
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para cada CpG correspondente aos CpGs na referéncia GRCh38. A partir dos arquivos bedMethyl
resolvidos por haplotipos, a analise de metilagdo diferencial entre hapldtipos foi realizada com o
programa modkit dmr pair. Para cada individuo, os arquivos de metilacdo especificos de cada
haplétipo foram comparados utilizando os sinalizadores --ref, € --base C. A analise foi realizada
considerando apenas regioes CpG e usando a referéncia GRCh38. A entropia da metilagao foi
calculada utilizando modkit entropy. A analise foi conduzida com os sinalizadores --cpg, --ref, e -
-regions, considerando a referéncia GRCh38. Os valores de entropia foram calculados para cada
gene ¢ individuo, permitindo a avaliagdo da variabilidade nos padrdes de metilagdo ao longo do

genoma.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amostras coletadas

4.1.1 Caracteristicas fenotipicas das amostras

Até o momento, foram coletadas amostras de 14 pacientes, abrangendo diferentes tipos
de materiais biologicos. Para cada participante, foram obtidas amostras de pele (n=14), sangue
(n=12) e saliva (n=12). Todas as participantes sdo do sexo feminino, sendo 13 destras ¢ 1 canhota.
A seguir, apresentamos graficos que ilustram as principais caracteristicas fenotipicas e étnicas das

amostras coletadas.
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Figura 4 - Grafico de barras dos tipos de pele coletados.
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Figura S - Grafico de barras da cor dos olhos das amostras coletadas.
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Figura 6 - Grafico de barras das cores de cabelo das amostras coletadas.
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Figura 7 - Grafico de barras dos tipos de cabelo das amostras coletadas.

8

8

6 [NGmero de discordancias = 0
£
@
[=)]
84
c
o
O

2

0 - -

Liso Ondulado Cacheado Crespo
Cor do cabelo

Figura 8 - Grafico de barras dos tipos de cabelo das amostras coletadas.
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Figura 9 - Grafico de barras da porcentagem de grisalhos nas amostras coletadas.
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Figura 10 - Gréfico de barras da classificagdo do IBGE das amostras coletadas.
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Figura 11 - Grafico de barras da classificacdo do IBGE dos pais das amostras coletadas.
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Figura 12 - Gréfico de barras das origens dos avos das amostras coletadas.
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Figura 13 — Grafico violino da estatura (cm), idade (ano) e peso (kg) das amostras coletadas.
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Figura 14 - Grafico de barras do grau de escolaridade das amostras coletadas.
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Figura 15 -Grafico de barras da média salarial das amostras coletadas.

4.1.2 Quantificacdo das amostras

A quantifica¢do das amostras de DNA foi realizada utilizando os métodos Qubit BR assay
¢ Nanodrop, permitindo a avaliagdo da concentragdo e da pureza do DNA extraido de diferentes
tipos de tecido, incluindo sangue, saliva e pele. Os resultados revelaram variagdes significativas
entre as amostras, tanto em termos de concentracdo absoluta quanto nos indices

espectrofotométricos A260/280 e A260/230.

As amostras de sangue apresentaram, em geral, concentragdes elevadas de DNA, com
algumas atingindo o limite superior de detec¢do do Qubit (1000 ng/uL), como observado para as
amostras 602, 604 e 607. No entanto, algumas amostras exibiram discrepancias entre as
quantificacdes pelo Qubit e pelo Nanodrop, o que pode indicar a presenca de contaminantes que
influenciam a leitura espectrofotométrica. Por exemplo, a amostra 601-Blood apresentou 800
ng/uL pelo Qubit e 1215,6 ng/uL pelo Nanodrop, sugerindo possivel contaminacgdo por proteinas
ou outros compostos. Além disso, algumas amostras apresentaram indices A260/280 e A260/230
fora dos valores esperados para DNA puro, como 611-Blood, que mostrou A260/280 de 1,74 e

A260/230 de 1,13, indicando possivel contaminacdo por proteinas e sais.

As amostras de saliva exibiram uma variabilidade maior na quantificagdo de DNA, com
algumas amostras apresentando concentragdes muito baixas, como 607-Saliva e 608-Saliva, que

ficaram abaixo do limite de deteccdo do Qubit (0 ng/uL). Outras amostras, como 604-Saliva e
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605-Saliva, apresentaram valores significativamente diferentes entre os dois métodos, indicando
possiveis interferéncias na leitura espectrofotométrica. O indice A260/280 também variou
consideravelmente, sendo que algumas amostras apresentaram valores abaixo do esperado, como

606-Saliva (1,5), sugerindo contaminagdo por proteinas.

Nas amostras de pele, foram observadas altas concentragdes de DNA em diversas
amostras, com varias atingindo o limite superior de deteccdo do Qubit, como 607-Skin, 608-Skin
e 609-Skin (1000 ng/uL). O indice de pureza foi relativamente mais estavel em comparagdo as
amostras de saliva, com a maioria das amostras apresentando A260/280 entre 1,8 ¢ 2,2 ¢ A260/230

acima de 1,8, sugerindo menor contaminagao.

Por fim, algumas amostras apresentaram problemas durante a coleta, resultando em
auséncia de dados na quantificacdo, como 603-Blood, 610-Blood ¢ 611-Saliva. Aos todos estes
resultados indicam a necessidade de otimiza¢do na coleta e extracdo do DNA, além da
importancia de utilizar métodos complementares para avaliacdo da qualidade das amostras antes

de analises subsequentes.

Tabela 4 - Tabelas de quantificacdo das amostras utilizando Qubit BR assay e Nanodrop. As
linhas cinzas representam amostras com problemas durante as coletas, linhas vermelhas
representam amostras com valores de A260/280 ¢ A260/230 indicando baixa pureza no DNA.
Amostras que apresentaram quantificacdes acima ou abaixo dos limites de detecgdo do Qubit
foram marcadas em negrito e representam como 1000 ng/uL (Para concentra¢des acima) ¢ 0 ng/ulL

(Para concentrag¢Ges abaixo).

. Massa Massa total
Amostra Tecido Volume Qubit BR Nanodrop A260/280 A260/230 total Qubit Nanodrop
(uL) (ng/uL) (ng/uL)
(ng) (ng)
600 Blood 500 630.000 125.200 1.43 1.68 315000.00 62600.00
600 Saliva 500 6.680 10.880 2.07 1.74 3340.00 5440.00
600 Skin 500 99.700 165.500 2.19 1.92 49850.00 82750.00
601 Blood 150 800.000 1215.600 2.39 1.86 120000.00 182340.00
601 Saliva 150 25.300 48.600 2.62 1.83 3795.00 7290.00
601 Skin 150 750.000 588.000 2.32 1.85 112500.00 88200.00
602 Blood 150 1000.000 737.800 2.34 1.91 150000.00 110670.00
602 Saliva 150 127.000 124.400 1.95 1.91 19050.00 18660.00
602 Skin 150 500.000 539.300 2.21 1.88 75000.00 80895.00
603 Blood 150
603 Saliva 150 35.800 66.490 1.92 1.89 5370.00 9973.50
603 Skin 150 160.000 246.700 2.17 1.93 24000.00 37005.00
604 Blood 150 1000.000 150000.00 0.00
604 Saliva 150 468.000 863.500 1.86 1.99 70200.00 129525.00
604 Skin 150 1000.000 1735.600 1.9 2.32 150000.00 260340.00
605 Blood 150 560.000 346.600 1.9 2.29 84000.00 51990.00
605 Saliva 150 217.000 81.000 1.85 2.17 32550.00 12150.00
605 Skin 150 980.000 1274.900 1.89 2.22 147000.00 191235.00
606 Blood 300 4.930 120.200 1.92 3.62 1479.00 36060.00
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606 Saliva 300 7.330 22.400 1.5 0.92 2199.00 6720.00

606 Skin 150 850.000 681.400 1.9 2.23 127500.00 102210.00
607 Blood 300 830.000 1782.200 1.89 23 249000.00 534660.00
607 Saliva 300 0.000 0.600 1.1 0.23 0.00 180.00
607 Skin 150 1000.000 2117.300 1.89 2.23 150000.00 317595.00
608 Blood 300 580.000 78.800 1.8 1.39 174000.00 23640.00
608 Saliva 300 0.000 0.700 0.81 0.33 0.00 210.00
608 Skin 150 900.000 1071.900 1.88 2.22 135000.00 160785.00
609 Blood 300 420.000 671.000 1.9 1.79 126000.00  201300.00
609 Saliva 300 93.900 69.300 1.73 0.86 28170.00 20790.00
609 Skin 150 1000.000 2066.400 1.86 2.14 150000.00 309960.00
610 Blood 300

610 Saliva 300 118.000 13.100 1.43 0.34 35400.00 3930.00
610 Skin 150 740.000 1390.400 1.88 2.24 111000.00  208560.00
611 Blood 300 550.000 1309.200 1.74 1.13 165000.00 392760.00
611 Saliva 300

611 Skin 150 950.000 1237.900 1.86 2.06 142500.00 185685.00
612 Blood 300 453.000 387.800 1.91 1.67 135900.00 116340.00
612 Saliva 300 0.000 404.200 1.89 2 0.00 121260.00
612 Skin 150 500.000 10.800 1.44 0.93 75000.00 1620.00
613 Skin 150 540.000 564.200 1.78 1.72 81000.00 84630.00

4.2 Estabelecimento dos procedimentos computacionais com a amostra HG002

Com o objetivo de padronizar os procedimentos analiticos empregados neste estudo,
utilizamos a amostra HG002 como referéncia para o estabelecimento e validacao do pipeline
computacional. Essa amostra foi selecionada por sua alta qualidade e ampla caracterizagdo no
contexto do consorcio Genome in a Bottle (GIAB), servindo como base confiavel para testes
metodoldgicos. As etapas analisadas incluem o processo de chamada de base (basecalling), a
deteccdo de variantes gendmicas (variant calling) e a anélise de metilagdo de DNA. Os resultados
apresentados a seguir descrevem a aplicacdo dessas etapas, bem como os pardmetros utilizados e

as ferramentas selecionadas, fornecendo uma estrutura s6lida para a analise das demais amostras.

4.2.1 Pipeline para andlise de dados de sequenciamento via Oxford Nanopore
Technologies

O sequenciamento via ONT tem como produto arquivos que contém a informagdo do

sinal elétrico ao longo de todo experimento armazenado. Estes dados sdo classicamente gravados
em formatos especiais chamados FASTS ou PODS5 (Formato mais moderno) e devem ser
convertidos em arquivo FASTQ por meio do processo de chamada de bases (basecalling). ONT e

a comunidade disponibilizam algumas op¢des de software para este processo sendo dorado v0.5.3
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(https://github.com/nanoporetech/dorado) considerado o estado-da-arte para tal. Dentre as
diferentes funcionalidades de dorado estdo a capacidade de lidar com dados simplex ou duplex,
trimagem de adaptadores, chamada de bases modificadas (analises epigenéticas), dentre outras.
Embora seja possivel utilizar arquivos FASTS, é recomendado a conversao para PODS5 utilizando
a biblioteca em python pod5 (https://pod5-file-format.readthedocs.io/en/latest/). Dorado permite
que a saida seja arquivos FASTQ (formato de sequéncias) ou entdo BAM (formato de
alinhamento), porém uma vez que estes BAM ndo estdo alinhados é necessario realizar o
alinhamento a um genoma de referéncia. O software permite o alinhamento utilizando minimap?2,
sendo esta etapa passivel de ser realizada fora do dorado. Por fim deve-se utilizar samtools para
ordenar e indexar este BAM. A Figura 16 - Fluxograma de procedimentos para analise de dados

de sequenciamento Oxford Nanopore.
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Procedimentos gerais para analises de sequenciamento por ONT
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Figura 16 - Fluxograma de procedimentos para analise de dados de sequenciamento Oxford
Nanopore.
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4.2.2 Pipeline para chamada de variantes

Para chamadas de variantes utilizamos duas ferramentas: freebayes

(https://github.com/freebayes/freebayes) e Clair3 (https:/github.com/HKU-BAL/Clair3). O

freebayes é uma ferramenta popular de detec¢do de variantes genéticas de codigo aberto usada
principalmente para identificar variantes de nucleotideo unico (SNVs) e pequenas
insergoes/delecdes (indels) de dados de sequenciamento, especialmente de experimentos de
sequenciamento de genoma completo e exoma completo. Ele foi projetado para trabalhar com
genomas diploides e poliploides e pode lidar com conjuntos de dados pequenos e grandes com
eficiéncia. Freebayes apresenta a possibilidade de lidar com multiplas amostras a0 mesmo tempo
(comumente conhecido pelo termo de joint caller). Em geral, o freebayes é uma ferramenta boa
e robusta para chamadas de SNP. No entanto, ela exige muita filtragem posterior pela qualidade
(Coluna QUAL) etc. para obter bons conjuntos de SNP. Ou seja, ela se concentra na sensibilidade,

ndo na especificidade, portanto, produz muitas variantes potenciais.

Ja Clair3 é uma ferramenta especializada projetada para identificar pequenas variantes da
linha germinativa a partir de dados de sequenciamento de leitura longa. Ela utiliza uma abordagem

hibrida que combina dois métodos principais para obter uma identifica¢do precisa de variantes:

Chamada de empilhamento (Pileup calling): Esse método ¢é eficiente para lidar
rapidamente com a maioria dos candidatos a variantes. Ele provavelmente aproveita as
informagdes de empilhamento, que representam as leituras alinhadas em cada posi¢do gendmica,
para identificar variantes com eficiéncia, especialmente em regides com cobertura suficiente e

onde a identificacdo de variantes € relativamente simples.

Alinhamento completo (Full-alignment): Para candidatos a variantes mais complexas
que ndo podem ser identificados com seguranca usando apenas a abordagem de pileup, Clair3
emprega uma estratégia de alinhamento completo. Isso envolve o alinhamento de leituras de
forma mais abrangente ao genoma de referéncia, permitindo a caracterizagao precisa de variantes

em regides desafiadoras, o que pode melhorar a precisao e a recuperagao.

Clair3 vem sendo amplamente utilizada em série de trabalhos publicados e inclusive
sendo integrado aos workflows fornecidos pela propria Oxford Nanopore na plataforma EPI2ME

(https://github.com/epi2me-labs/wf-human-variation). ~Entretanto Clair3 ndo possui a

funcionalidade de ‘joint caller’ sendo necessario que a genotipagem ocorra em formato gVCF e

depois a utilizacdo do software GLnexus (https:/github.com/dnanexus-rnd/GLnexus) para

unificar em um VCF final. A figura a seguir contém um fluxograma das ferramentas escolhidas

para realizagdo desta etapa (Figura 17)
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Procedimentos para chamada de variantes

freebayes Clair3
gVCF 1 gVCF 2 gVCF n
glnexus
v
vcf final vcf final
freebayes Clair3

Figura 17 - Fluxograma de procedimentos para chamada de variantes em dados de
sequenciamento Oxford Nanopore via freebayes e Clair3.

Para testar estas ferramentas utilizamos a amostra HG002 do GIAB e realizamos o mesmo
procedimento para freebayes. Ja para Clair3 o procedimento foi levemente alterado para o formato
de saida ser VCF (sem necessidade de usar GLnexus). Esta abordagem apresenta o viés de ser
para uma amostra Unica, devendo ser realizada para as 3 amostras do GIAB para avaliar a
chamada em conjunto. A figura abaixo (Figura 18) mostra a cobertura do sequenciamento para
HGO002 mostrando valores acima de 20x para todos os genes, com a maior dos valores acima de

30x.
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Figura 18 - Visualizacdo da cobertura por posicao dos genes para a amostra HG002 do GIAB.

A figura a seguir (Figura 19) mostra uma regido para o gene TYR com cobertura superior
a 50x. Nesta € possivel notarmos que as variantes obtidas por ambos os softwares apresentam boa
semelhancga com as variantes observadas nas leituras. Entretanto, nesta imagem podemos ver que

freebayes apresenta maior nimero de falsos positivos que clair3.
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Figura 19 - Visualizacdo da regido do gene TYR no IGV. As trilhas superiores contém as variantes
para Freebayes e Clair3.

Para avaliar a acuracia do método baixamos o VCF fornecido pelo GIAB para amostra
HG002 (https://ftp-
trace.ncbi.nlm.nih.gov/ReferenceSamples/giab/release/AshkenazimTrio/HG002 NA24385 son/
latest/GRCh38/) e testamos os resultados obtidos por ambos os métodos considerando este VCF
como o correto. Este VCF contém 984 variantes anotadas na regido dos genes por nds analisados,
enquanto os VCFs de freebayes e clair3 contém 1283 e 1436, respectivamente. As figuras ¢
contém as comparacgdes para os genes avaliados.
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Figura 20 - Visualizagdo da regido do gene MC1R no IGV para a comparagao dos VCFs com o

fornecido por GIAB.
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Figura 21 — Visualizagdo da regido do gene TYR no IGV para a comparacéo dos VCFs com o
fornecido por GIAB.
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Figura 22 - Visualizag@o da regido do gene OCA2 no IGV para a comparacdo dos VCFs com o
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33



s GV o X

File Gonomes WView Tracks Regions Took Help

Human (GRCh38/hg38) || chris ~ | chr15:28,100,040-26,324,179 o i « » @O x| = T (N |
I I | | -:I:_:DZ_:._:I:IIII-:_:_:‘
pid piz pilz  plll qiliz qi2 qQi3d ql4  gisl q21.0 g2l q213 q222 q22.32 [FIN] q25.1 92531 QM1 (62 g
215 kb
ERECL ] E AL W60 kb 20180 kb ] M0 W k] mIean 300 kb M0 b
1 1 1 ] 1 ] 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 ] ] 1 ] e
N Ay 1011 e I I | | O A0 IR L
oue 1 | I
HO002 I I
S (L L FIRE DT RN rr e me Gwm v COveeemn s |
| e mazazes N NNDRION | IR R et NEmenernrn rnnme pumn vy vr i e e 1
N RO A 1011 ol (I | | I A | VU [ MU0 i L 1Y |
[ | - | |
| madcats_ragions e I I 11 | LI | 1 ni
Refseq Genes T ) L} L4
HERCZ MERCI MERCI MERC2 MERCI HERCZ
Tiine 1527 916 398 Il [lstam ot 1. 2750

Figura 23 - Visualizaco da regido do gene HERC2 no IGV para a comparagido dos VCFs com o
fornecido por GIAB.
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Figura 24 - Visualizagdo da regido do gene MYEF2 no IGV para a comparacao dos VCFs com o
fornecido por GIAB.

4.2.3 Procedimentos para andlise da metilacdo

Para andlise de metilagdo ¢é necessario realizar a chamada de base utilizando
configuragdes treinadas para detectar tais modificacdes. Como dito anteriormente, dorado é capaz
de realizar a chamada de bases modificadas e salvar num arquivo BAM que possui duas tags

(etiquetas) em seu cabegalho para armazenar as informagoes dessas modificagoes (7Taugs MM e
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ML). Este arquivo BAM deve entdo ser alinhado, via dorado ou minimap2, e por fim ordenado e
indexado com samtools. Este arquivo entdo pode ser visualizado utilizando IGV como na figura
abaixo. Este BAM pode ser analisado utilizando modkit

(https://github.com/nanoporetech/modkit), que é uma software desenvolvido pela ONT para

conversdo em arquivos bedMethyl e calculos de estatisticas dessas modificagdes. O formato de
arquivo bedMethyl contém informacdes essenciais sobre bases metiladas em uma sequéncia
gendmica. Cada linha da tabela representa um segmento especifico da sequéncia, com colunas
que detalham varios atributos. A coluna "chrom" indica o nome da sequéncia de referéncia do
cabecalho BAM (normalmente nome do cromossomo), enquanto "start position" ¢ "end position"
indicam as posigoes inicial e final exclusivas baseadas em 0, respectivamente, do segmento. A
coluna "modified base code and motif" fornece um codigo de letra Unica para a base e o motivo
modificados, com a "pontuacdo" representando a contagem de cobertura valida. A coluna
"strand" se refere a fita do DNA entre valores positivos ("+") e negativos ("-"), ou "." quando as
fitas sdo combinadas. Outras colunas, como 'color' (sempre 255,0,0 para compatibilidade),
'"Vyaiia_cov' (contagem de cobertura valida), 'fraction modified' (propor¢o de bases modificadas em
relagdo a cobertura valida) e varias contagens, como 'Vuod', 'Neanonicat's 'Nother mod's 'NVaetete's 'Nait's
'"Viit € 'Nuocar', oferecem métricas detalhadas sobre os niveis de metilagdo e a qualidade do

sequenciamento. Modkit descreve esses parametros como:

Nmoa - Nimero de chamadas que passaram pelos filtros e foram classificadas como um

residuo com uma modifica¢do de base especificada.

®  Ncanonicar - Numero de chamadas que passaram pelos filtros e foram classificadas como a
base candnica em vez de modificada. A base exata deve ser inferida pelo codigo de
modificagdo. Por exemplo, se o cddigo de modificacdo for m (5SmC), a base candnica sera

a citosina. Se o cddigo de modificagdo for a, a base candnica sera a adenina.

®  Nymer moa - NUmero de chamadas que passaram pelos filtros e foram classificadas como
modificadas, mas em que a modificacdo ¢ diferente da base listada (e a base canonica
correspondente ¢ igual). Por exemplo, para uma determinada citosina, pode haver 3
leituras com h, 1 com uma identificagdo canénica e 2 com m identificagdes. Na linha

bedMethyl para h, Nother moa seria 2. Na linha m, Nother moa Seria 3.

® Nvalid_cov -a cobertura Vé-llda Nvalid_cov: mad+ Nather mod + Ncanonical, também usado como

a pontuacao no bedMethyl

®  Nup- Numero de leituras com uma base diferente da base canonica para essa modificacao.
Por exemplo, em uma linha para h a base canonica ¢ citosina, se houver 2 leituras com

substitui¢coes C->A, Nyrsera 2.
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®  Nyeiere - Numero de leituras com uma exclusio nessa posicao de referéncia

®  Nui - Numero de chamadas em que a probabilidade da chamada estava abaixo do limite.

O limiar pode ser definido na linha de comando ou calculado a partir dos dados

(geralmente falha no 10° percentil mais baixo de chamadas).

Nuocann - Numero de leituras alinhadas a essa posi¢do de referéncia, com a base candnica

correta, mas sem uma chamada de modificagdo de base. Isso pode ocorrer, por exemplo,

se 0 modelo exigir um dinucleotideo CpG e a leitura tiver uma substituicio CG->CH, de

modo que nenhuma chamada de modificagdo tenha sido produzida pelo analisador de

bases.

Abaixo um exemplo de saida de um arquivo bedMethyl do modkit (Figura 25),

importante destacar que como padrio as colunas Nyaid cov até Nuocan S80 colapsadas em uma tnica

coluna sendo os valores separados por espagos.
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bedMethyl gerado por modkit utilizando o resultado de chamada de bases

modificadas da amostra HG002 do GIAB. Nomes de colunas foram inseridos manualmente. As
colunas marcadas em vermelho foram expandidas do seu formato original para melhor
visualizacdo. A coluna C (start position) ¢ a posi¢do da base modificada, devido ao formato de
posicao iniciando em 0.

Abaixo segue um fluxograma (Figura 26) para entendimento das principais etapas para

analise de modificacdes de bases em dados de sequenciamento de Oxford Nanopore.
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Procedimentos para analise de modificagdes

POD5

dorado
basecaller

v

modBAM

dorado alignment
ou minimap2

modBAM
alinhado

samtools

v

modBAM alinhado
e ordenado

modkit pileup

bedMethyl

Figura 26 - Fluxograma de procedimentos para analise de modifica¢Ges de bases em dados de
sequenciamento Oxford Nanopore. E necesséario utilizar uma configuracdo adequada para a
detecgao das modificagdes de interesse (Ex: SmC ou ShmC) ja no processo de chamada de base.
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Os dados foram gerados a partir da amostra HG002 do GIAB, sendo realizada a chamada
de base com dorado incluindo a opgao de deteccao de metilagdo SmCG 5hmCG (recomendado
pela ONT). O tempo total do procedimento foi de aproximadamente 5 dias. Ao final, os 1.3 Tb de
arquivos POD5 geraram um BAM de aproximadamente 110 Gb ao ser alinhado e ordenado.
Filtramos este BAM para as regioes dos genes de interesse e finalmente utilizamos o modkit pileup
para gerar o bedMethyl da amostra. O tempo de execugdo do modkit foi de aproximadamente 1
minuto. Abaixo uma visualizacdo da amostra no IGV para a regido do gene MCI1R (Figura 27).
O arquivo bedMethyl também pode ser importado para o IGV (trilha superior) indicando regides
com deteccdo, neste caso, da metilagdo de citosinas (SmC). O IGV pode utilizar a informagdo
contida no BAM modificado para colorir as reads como vistos em blocos vermelhos (posi¢des
com probabilidade superior a 50% para metilacdo) e azuis (posi¢des com probabilidade inferior

a 50% para metilacdo).
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Figura 27 - Arquivo BAM com as modificagdes visualizado no IGV para a regido do gene MC1R
utilizando a amostra HG002 do GIAB. Foram selecionadas as opgdes de visualizacdo color
aligment by base modification e “squished”.

Abaixo uma imagem destacando a diferenca de informagdes que os arquivos BAM
modificado e bedMethyl contém ao serem visualizados no IGV. bedMethyl fornece a informacao
do score da chamada de metilagdo para a base C enquanto o BAM contém informacgdes de cada
read para C e G (anotagdo da fita complementar) e apresenta sobre o total de reads e suas
respectivas em C e G. Modkit consegue lidar com essa informagao resumindo e indicando como

modificagdes marcadas em C colapsando essa informagao.

A figura abaixo (Figura 28) demonstra a diferentes informacdes que o IGV nos da sobre

a metilacdo da amostra. A regido analisada é chr16:89,919,709-89,919,759, gene MC1R, com os
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arquivos do BAM modificado o do bedMethyl. Acima vemos o painel de visualizagdo quando
clicamos no bedMethyl indicando o nome da modificagdo (m de metilagdo), a localizagdo no
genoma ¢ um valor de score. Este score representa na pratica quantas vezes houve leitura nesta
posicdo e ndo um indicio do nivel de metilagdo. Na sequéncia temos os painéis de cobertura da
metilagdo. A esquerda da fita + e a direita da fita -. Estes exibem informagdes sobre o total de
cobertura numero de leituras das bases e a probabilidade de modificacdo para a determinada base,
no caso do painel da direita podemos ver inclusive uma leitura de modificagdo ShmC com 60%
de probabilidade enquanto temos 22 bases com modificagdo SmC com 98% de probabilidade para
esta modifica¢do. Por fim temos os painéis para as leituras simples que contém as probabilidades
de modificacdo para aquela leitura. A direita temos uma leitura em roxo que contém 60% de

probabilidade de ser ShmC e 38% de ser SmC.

I IS, T 6 ¢ ¢

Figura 28 - Arquivo BAM com as modificagdes visualizado no IGV para a regido do gene MC1R
(chr16:89,919,709-89,919,759) utilizando a amostra HG002 do GIAB. Paineis de visualiza¢ao do
bedMethyl, cobertura do BAM (ambas as fitas) e duas bases diferentes (uma de cada fita).

4.3 Analises bioinformaticas em dados publicos do Projeto 1000 Genomes

Apds a definicdo e validagdo dos procedimentos computacionais com a amostra de
referéncia HG002, aplicamos o pipeline de bioinformatica as 57 amostras publicas do Projeto
1000 Genomes, geradas com a tecnologia Oxford Nanopore (ONT). Essas amostras, oriundas de
diferentes populagdes e sequenciadas com as quimicas R10 e protocolos de long e ultra long
reads, foram analisadas com foco na identificagdo de variantes genomicas e no perfil de
metilacdo. Esta etapa teve como objetivo avaliar a robustez e escalabilidade dos métodos
estabelecidos, bem como investigar a variabilidade gendmica e epigenética entre individuos de

distintas origens populacionais.
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4.3.1 Analise da cobertura dos genes

Para avaliar a cobertura de cada gene em cada amostra, utilizamos a ferramenta samtools
coverage, que permitiu calcular a profundidade média de leitura ao longo das regides génicas
previamente definidas no arquivo bed. A Figura 29 apresenta um mapa de calor ilustrando a
distribuicdo da cobertura média para cada gene nas diferentes amostras analisadas. A escala de
cores reflete a profundidade média de leitura, variando de tons mais escuros, que indicam menor
cobertura, a tons mais claros, representando regidoes com maior profundidade de sequenciamento.
Observa-se uma variacao significativa na cobertura entre os genes ¢ entre as amostras, sugerindo
possiveis diferengas na eficiéncia do sequenciamento, no mapeamento das leituras ou nas
caracteristicas genomicas especificas das regioes analisadas. Alguns genes, como ASIP, KITLG
e MCIR, apresentam cobertura relativamente alta em varias amostras, enquanto outros exibem
padrdes mais heterogéneos, possivelmente refletindo flutuagdes na qualidade do sequenciamento
ou na representagdo dessas regides nos dados analisados. Os genes com menor cobertura pode ser
identificados pelas regides mais escuras no heatmap, indicando profundidade de leitura reduzida.
Observando a figura, os genes TPCN2, TYR e TYRP1 apresentam algumas das coberturas mais
baixas na maioria das amostras, conforme evidenciado pelas tonalidades mais escuras. Isso sugere
que essas regides podem ter sido menos eficientemente sequenciadas ou mapeadas, possivelmente
devido a fatores como alta complexidade genomica, baixa eficiéncia de captura ou dificuldades

inerentes ao alinhamento nessas regides especificas.
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Figura 29 - Cobertura média por gene em cada amostra. Amostras foram ordenadas da maior para
menor cobertura.

A Figura 30 contém o grafico de densidade exibindo a distribuicdo dos valores de
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cobertura média para cada amostra analisada. A densidade indica como os valores de cobertura
estdo distribuidos dentro de cada amostra, permitindo avaliar a homogeneidade da profundidade
de sequenciamento entre os genes. As cores variam de tons escuros, representando coberturas

mais baixas, até tons claros, indicando coberturas mais elevadas. A maioria das amostras apresenta



uma cobertura média dos genes concentrada entre 20 ¢ 50, com algumas atingindo valores
superiores a 70. Amostras como HG02763, HG02772 ¢ HG02891 demonstram uma cobertura
mais elevada, com distribuicdes deslocadas para valores médios mais altos e com maior
intensidade em tons claros. Por outro lado, amostras como HG04047, HG02312 ¢ HG01063
exibem uma cobertura média menor, com distribui¢des mais concentradas em valores abaixo de
30, indicando uma menor profundidade de sequenciamento destes genes. A baixa cobertura
observada em algumas amostras pode comprometer analises subsequentes, como chamadas de
variantes e inferéncias funcionais, uma vez que profundidades insuficientes aumentam a chance

de erros e reduzem a confiabilidade dos dados gendmicos obtidos.
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Figura 30 - Distribuicdo de valores de cobertura média por amostra. Amostras foram ordenadas
da maior para menor cobertura.

4.3.2 Haplotipos longos dos genes de pigmentacdo

A fim de aprofundar nossa compreensdo sobre a diversidade alélica dos genes de
pigmentacdo, realizamos a montagem de haplotipos longos para cada gene de interesse em
diferentes individuos. Utilizamos o software PECAT, que integra um pipeline completo para

montagem gendmica de novo com resolugdo de haplotipos a partir de dados de sequenciamento
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de leitura longa. O PECAT (https://github.com/lemene/PECAT) emprega ferramentas como
Samtools (https://github.com/samtools/samtools), Clair3 (https://github.com/HKU-BAL/Clair3)

e Medaka (https:/github.com/nanoporetech/medaka) para chamada e polimento de variantes,

permitindo o agrupamento preciso das leituras por haplétipo e a posterior montagem individual
de cada um. Essa abordagem foi pensada com o objetivo de recuperar ambos os haplotipos de
cada gene por individuo, fornecendo uma base robusta para analises comparativas estruturais ¢

funcionais que poderiam ser mascaradas em montagens colapsadas ou consenso.

A Figura 31 apresenta a distribui¢@o das amostras de acordo com o numero de haplotipos
detectados para cada um dos 20 genes de pigmentacgdo avaliados. Observa-se uma variabilidade
consideravel na eficiéncia da montagem haplotipica entre os diferentes genes. Enquanto genes
como ASIP, SLC45A2, TYRP1 e TYR apresentaram dois haplotipos em praticamente todas as 57
amostras, outros, como MCI1R, DCT, HERC2 e MITF, apresentaram um numero significativo de
casos com apenas um ou nenhum haplotipo montado. Essa variagdo pode estar relacionada a
caracteristicas gendmicas especificas de cada gene, como a presenca de regides altamente
repetitivas, polimorfismos estruturais ou até mesmo baixa cobertura de leitura em determinadas
amostras. Esses resultados indicam que, embora a montagem haplotipica com PECAT tenha sido
bem-sucedida para a maioria dos genes e amostras, ha uma limita¢do na recuperagdo de ambos os

haplotipos em alguns contextos, o que deve ser considerado nas analises subsequentes.

A Figura 32 mostra o numero de contigs encontrados para cada hapldtipo dos genes
analisados nas 57 amostras. Observa-se que, embora muitos haplétipos tenham sido reconstruidos
em um unico bloco contiguo (1 contig), ha diversos casos em que a montagem resultou em
multiplos contigs para um mesmo haplotipo. Essa fragmentacdo sugere que, para determinadas
combinacdes de amostra e gene, a montagem ndo conseguiu abranger todo o alelo de forma
continua, o que pode ser consequéncia de regides com baixa cobertura, alta complexidade
genOmica ou presenca de variantes estruturais. Esse padrao ¢ particularmente evidente em genes
como HERC2, DCT e MITF, nos quais alguns haploétipos foram representados por até 3 ou mais
contigs. Esses resultados indicam limitagdes na completude da montagem haplotipica e reforcam
a necessidade de considerar a qualidade estrutural dos haplotipos antes de andlises funcionais ou

comparativas.
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Figura 31 - Numero de haplétipos encontrados por gene/amostra.
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Figura 32 - Numero de contigs encontrados para cada hapldtipo dos genes nas 57 amostras
analisadas.
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A Figura 33 apresenta a propor¢do da regido do gene coberta por cada haplotipo,
considerando todos os contigs encontrados nas 57 amostras analisadas. Para isso, os haplotipos
reconstruidos foram alinhados ao genoma de referéncia e, em seguida, a profundidade de
cobertura foi calculada com a ferramenta samtools depth. A porcentagem final representa o quanto
da extensdo esperada do gene esta coberta por pelo menos uma base dos contigs do haplétipo.
Observa-se que a maioria dos haplotipos apresenta alta cobertura dos genes, com valores
proximos a 100% (cor vermelha escura). No entanto, ha diversos casos com cobertura incompleta,
refletidos por tons mais claros (laranja, amarelo, verde ou azul), indicando regides parcialmente
ausentes nos haplotipos reconstruidos. Esses casos ocorrem em diferentes genes e amostras, com
maior frequéncia no Haplotipo 2, sugerindo possivel assimetria na qualidade ou completude da
montagem entre os dois alelos. Esse resultado complementa a Figura 32, mostrando que a
fragmentagdo dos haplétipos em multiplos contigs ndo comprometeu, na maioria dos casos, a
cobertura completa da regido génica. Ainda assim, a auséncia de cobertura total em alguns
haplétipos reforca a necessidade de considerar essas limitagdes antes de inferir variagdes

funcionais ou estruturais a partir desses dados.
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Figura 33 - Porcentagem coberta do gene pelos haplotipos (considerando todos os contigs)

encontrados.
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A seguir, apresento dois casos particularmente interessantes observados na analise de
cobertura haplotipica. A Figura 34 detalha o primeiro deles: a cobertura por posigao para os dois
haplétipos do gene ASIP nas diferentes amostras analisadas. Cada linha representa uma amostra
individual, com os haplotipos 1 e 2 exibidos separadamente, em azul e amarelo, respectivamente.
As faixas coloridas indicam as regides do gene que foram cobertas por contigs, enquanto a linha
na parte inferior do grafico mostra os éxons anotados no gene de referéncia, permitindo uma
comparacao direta entre cobertura e estrutura gé€nica. Esse painel complementa as observacdes
feitas nas Figuras 32 e 33. A Figura 32 destacou o nimero de contigs por haplétipo, evidenciando
uma montagem frequentemente fragmentada. Ja a Figura 33 apresentou a proporc¢ao de cobertura
ao longo do gene, sugerindo uma alta cobertura em muitos haplétipos, embora com lacunas. A
Figura 34 aprofunda essa analise ao revelar que, mesmo quando a cobertura total parece
satisfatoria, ha regides especificas do gene ASIP que permanecem descobertas em diversos
haplotipos — especialmente no haplotipo 2, onde interrupgdes recorrentes sdo visiveis.
Notavelmente, algumas dessas falhas coincidem com regides exdnicas, o que pode impactar
analises funcionais e inferéncia de variantes. Esse padrdo assimétrico entre os haplotipos destaca
a importancia de analises por posicao para genes de interesse, e reforga a necessidade de avaliar
os alelos separadamente. As falhas na cobertura podem refletir limitagGes técnicas na montagem,
variabilidade estrutural entre haplotipos ou até diferengas bioldgicas relevantes, exigindo uma

investigacdo mais cuidadosa.

49



Amostra

HG04076
HGO04061
HG04054
HGO04047
HG03787
HGO03772
HGO3755
HG03752
HGO3745
HGO3743
HG03694
HG03629
HG03583
HGO03575
HG03478
HGO3436
HG03367
HG03352
HG03166
HGO3160
HGO03118
HG03009
HGO2977
HG02968
HG02952
HG02891
HG02887
HG02885
HG02884
HG02861
HG02854
HG02837
HG02772
HG02763
HGO2615
HG02312
HGO1258
HGO1063
HGO0729
HG00463
HGO0372
HGO0326
HGO00277
HGO00263
HG00262
HG00237
HGO0233
HGQO0171
HG00145
HG00143
HGO0142
HG00109
HG00102
HGQ0097
GM20847
GM19429
GM19238

Cobertura por posicao para o gene ASIP

Haplotype 1

Haplotype 2

==

[T |

L

L

ML

Haplétipo

|:| Haplotype 1
|:| Haplotype 2

34210000 34230000 34250000 34270000 34210000 34230000 34250000 34270000
Posicdo no gene

Figura 34 - Cobertura dos haplotipos de ASIP para as diferentes amostras analisadas. Abaixo
contem um inserto representando os exons do gene.
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O segundo caso interessante observado envolve o gene DEF8, cuja cobertura haplotipica
estd ilustrada na Figura 35. Um padrdo marcante neste gene ¢ que, na grande maioria das
amostras, apenas um dos haplotipos foi montado — o que ja sugere uma dificuldade na resolugio
haplotipica completa para essa regido. Além disso, chama a atengdo a grande variagdo no
comprimento dos hapldtipos montados: alguns contigs sdo curtos e cobrem apenas partes do gene,
enquanto outros se estendem por regides muito maiores. Essa observacao nos levou a investigar
os genes vizinhos, TUBB3 ¢ MC1R, também destacados na parte inferior da figura. Foi entdo que
percebemos que diversos contigs atribuidos ao haplétipo de DEFS estavam, na verdade, cobrindo
simultaneamente os trés genes — um indicativo de que, em alguns casos, a montagem uniu
regides gendmicas proximas em um unico haplétipo estendido. Esse achado € particularmente
relevante para o estudo de MCIR, um gene de interesse funcional, para o qual ndo conseguimos
obter haplotipos completos na maioria das amostras. A sobreposigdo entre os haplotipos de DEFS
e as regides de MCI1R abre uma possibilidade interessante: combinar as reads de DEF8 com as
de MCIR em uma estratégia conjunta de montagem. Isso pode aumentar a probabilidade de
reconstrugdo haplotipica completa para MCIR, melhorando a cobertura e permitindo analises

mais robustas sobre varia¢do alélica e estrutura génica.
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Cobertura por posicao para o gene DEF8
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Figura 35 - Cobertura dos haplotipos de DEFS para as diferentes amostras analisadas .
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Os resultados obtidos através da analise de haplotipos estendidos utilizando a ferramenta
PECAT demonstraram-se interessantes, fornecendo insights valiosos sobre a estrutura haplotipica
e a diversidade gendmica investigada. No entanto, ficou evidente que a otimizacao dos pardmetros
de analise ¢ crucial para melhorar a precisdo e a resolugdo dos dados, uma vez que variagdes nas
configuragdes podem impactar significativamente a deteccdo de blocos de haplotipos e a
concordancia com dados experimentais. Adicionalmente, a utilizagdo de outras ferramentas
computacionais, como Hifiasm (Cheng et al., 2021) ou Shasta-Hapdup (Shafin et al., 2020), pode
representar uma estratégia promissora para refinamento dos resultados. O Hifiasm, por exemplo,
¢ reconhecido por sua eficiéncia na montagem de novo de genomas diploides, enquanto o Shasta-
Hapdup oferece uma abordagem robusta para a resolucdo de hapldtipos a partir de

sequenciamento de leitura longa. Esses métodos devem ser empregados em trabalhos futuros.

4.3.3 Metilacdo de genes de pigmentacdo

Para investigar os padrOes epigenéticos associados aos genes de pigmentagdo, foi
utilizado o software Modkit, especificamente o comando modkit pileup, para processar os dados
de metilagdo de 20 genes candidatos em 57 amostras. Essa abordagem resultou na geragao de
1140 arquivos methylbed, que contém as chamadas de metilagdo por posigdo ao longo dos genes.
Esses arquivos foram utilizados na analise de regides diferencialmente metiladas (DMRs)
apresentada nas segdes seguintes, com o objetivo de identificar regides potencialmente associadas
a diferengas fenotipicas de pigmentagdo. Para ilustrar o tipo de informagdo gerada a partir dos
arquivos methylbed, a Figura 4.3 apresenta o perfil de metilagdo ao longo do gene SLC24A4 na
amostra GM19238. Cada ponto representa uma posi¢ao metilada, com o eixo y indicando o beta-
value, ou seja, a proporg¢do de leituras modificadas em relacdo ao total de leituras naquela posicao.
O tamanho dos pontos reflete o nimero de eventos de metilagao detectados (Nmod), enquanto a
linha vermelha representa um modelo suavizado ajustado por GAM (Generalized Additive
Model), permitindo visualizar a tendéncia da metilacdo ao longo do gene. Esse tipo de
visualizacdo ¢ ttil para identificar padrdes locais de hipermetilagdo ou hipometilagdo, que podem
estar associados a regulacdo génica e a expressao diferencial dos genes de pigmentagdo entre os

individuos analisados.
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Figura 36 - Perfil de metilagdo do gene SLC24A4 na amostra GM19238.

4.3.4 Metilacdo diferencial entre haplotipos

Para a analise de regides diferencialmente metiladas (DMRs), optamos por uma
abordagem intraindividual, explorando as diferencas entre os haplétipos identificados em cada
amostra. Como ndo havia grupos experimentais ou populacionais definidos, utilizamos a
ferramenta LongPhase para a faseamento dos dados, permitindo a separacdo das leituras de cada
haplotipo. Em seguida, aplicamos o modulo dmr do Modkit para identificar regides do genoma
que apresentaram diferencas significativas nos niveis de metilacdo entre os haplotipos. Essa
estratégia possibilitou a investigacdo de assinaturas epigenéticas haplotipo-especificas,

ampliando a resolucdo da analise e revelando possiveis efeitos alélicos na metilagdo do DNA.

A Figura 37 contém um /eatmap representando o nimero de citosinas diferencialmente
modificadas (escala logaritmica base 10) entre haplotipos, em genes selecionados associados a
pigmentagdo. Cada linha representa um individuo, e cada coluna corresponde a um gene. A
intensidade da cor indica o nimero de modificac¢des diferenciais detectadas por gene entre os dois
haplotipos de cada individuo, conforme identificado pelo Modkit. Observa-se variacao
interindividual na carga de modificagdes diferenciais, com genes como CSMD1, BNC2 e HERC2

apresentando elevada densidade de modificagdes em diversos individuos.
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Figura 37 - Regides diferencialmente metiladas (DMR) comparando-se os dois haplotipos de
cada individuo/gene. Contagens apresentadas com escala log10.

Para interpretar os achados obtidos na analise genOmica, investigamos mais

detalhadamente o gene CSMD1, um dos genes com maior nimero de citosinas diferencialmente
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modificadas entre haplotipos, conforme ilustrado na Figura 37. Utilizando o Integrative
Genomics Viewer (IGV), foi possivel visualizar, na regido genémica chr8:3,744,135-3,744,216,
a presenca de trés diferentes citosinas com metilagdo diferencial entre os dois haplétipos do
individuo HG02885. Conforme mostrado na Figura 38, essas modificagdes ocorrem em uma
regido intronica do gene CSMD1, que pode desempenhar papel regulatorio. A observagio dessas
modificagdes alélicas reforga a hipdtese de que a metilagdo diferencial entre haplotipos pode
influenciar a regulagdo génica de forma hapldtipo-especifica, sendo relevante para fenotipos

associados a expressao diferencial de CSMDI.

|

Sequence = CT T 6T CTC6TCACT T T TCTGG6ATIGAGCRRG G AGT16AGG GG ATGACGTGT TC
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Figura 38 - Screenshot do IGV na regiao chr8:3,744,135-3,744,216 do gene CSMD1. A regido
contém exemplo de 3 diferentes citosinas com metilagdo diferencial entre os haplotipos do
individuo HG02885.

Para investigar se o padrdo de metilagdo observado em CSMD1 no individuo HG02885
era consistente em outros individuos, analisamos os dados de metilacdo da amostra HG00262,
selecionada por apresentar ampla cobertura na regido deste gene. A Figura 39 mostra a
distribuicdo dos valores beta ao longo do gene CSMDI, com cada ponto representando uma
citosina metilada na base C. Observa-se que a metilagdo é predominantemente alta ao longo de
todo o gene, com valores beta concentrados proximos de 100%. Essa metilagdo elevada ¢
consistente com um estado epigenético repressivo tipico de genes com expressdo regulada
espacial ou temporalmente. A presenga generalizada dessa marca epigenética sugere que CSMD1
pode estar sob controle transcricional rigoroso, possivelmente modulado por mecanismos

haplétipo-especificos como os visualizados na amostra HG02885.
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Figura 39 - Metila¢ao ao longo do gene CSMD1. Amostra HG00262.

As analises de DMRs em nossas proprias amostras — coletadas e sequenciadas
especificamente para este estudo — permitirdo investigar tanto diferengas epigenéticas entre
tecidos de um mesmo doador, quanto variagdes entre diferentes doadores ao se comparar tecidos
equivalentes. Essa abordagem fornecera uma visdo mais abrangente do papel da metilagdo do
DNA na regulacdo génica associada a pigmentacdo. Ao integrar essas comparagdes, poderemos
identificar assinaturas epigenéticas especificas de tecidos e potenciais variagdes interindividuais,
contribuindo para o entendimento dos mecanismos regulatorios que influenciam fenotipos

pigmentares humanos.

4.3.5 Entropia de metilacdo

A andlise da entropia da metilacio do DNA fornece uma medida da variabilidade
epigenética em diferentes regides do genoma, refletindo padrdes dinamicos de regulagdo génica,
estabilidade epigenética e heterogeneidade celular (Lee et al., 2023; Xie et al., 2011). Valores
elevados de entropia podem indicar a coexisténcia de diferentes estados de metilacdo dentro da
populacgdo celular, possivelmente associada a processos de diferenciagdo, plasticidade epigenética
ou desorganizacdo em condig¢des patoldgicas, como o cancer. Por outro lado, baixa entropia
sugere padroes de metilagdo mais estaveis, caracteristicos de regides funcionalmente reguladas.
O célculo da entropia ¢ realizado utilizando-se a equagdo de entropia com férmula abaixo, onde

N € o conjunto de todos os padrdes de metilagdo e Pr(ni) é a probabilidade empirica desse padrao.

-1
ME = WZ Pr(n) x log, (Pr(n))
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A Figura 40 (disponibilizada pela ONT para explicar o conceito de entropia de metilagio)
ilustra o conceito de entropia de metilagdo (ME, Methylation Entropy), uma métrica quantitativa
que mede a heterogeneidade dos padroes de metilagdo em uma populacdo celular. Valores de ME
variam entre 0 ¢ 1, onde: ME = 0 indica metilagdo completamente homogénea (todos as moléculas
apresentam o mesmo padrio de metilagio), ME proximo a 1%: Reflete alta diversidade de padrdes
de metilacdo (heterogencidade méaxima). Podemos ver exemplos de calculos de ME para
diferentes cenarios, como: ME = 0.25 (Baixa heterogeneidade), ME = 0.5 (Heterogeneidade
moderada), e ME = 0.75 (Alta heterogeneidade).

Diefinition Examples
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ME =—0.25xzoa|. oo PlPatilogzplpat)= (.48 ME=0 ME =0 ME=0 ME =0.14 ME =0.25 ME =0.5 ME =075

Figura 40 - Esquema sobre entropia de metilacdo. Figura extraida de
https://nanoporetech.github.io/modkit/intro_entropy.html.

A analise de entropia de metilagdo revelou uma consideravel variabilidade nos padroes
epigenéticos entre os individuos e genes analisados. Observa-se que alguns genes apresentam
valores consistentemente mais altos de entropia, indicando uma regulagdo epigenética mais
dindmica, enquanto outros exibem padroes de metilagdo mais conservados. Genes como POMC,
SLC24A4 e MCIR apresentam regides com alta entropia em diversos individuos, sugerindo que
a metila¢ao nesses loci ¢ altamente variavel entre os alelos ou haplotipos. Essa caracteristica pode
refletir um controle epigenético mais flexivel, potencialmente associado a variagdes na expressao

génica.

Por outro lado, genes como TYR, ASIP e KITLG demonstram predominantemente
valores baixos de entropia, indicando que seus padrdes de metilacdo sdo mais estaveis e menos
propensos a varia¢des interindividuais. Isso sugere que a regulacdo epigenética dessas regides
pode ser mais conservada, o que pode estar relacionado a importancia funcional desses genes e a

necessidade de manter sua expressao dentro de limites mais rigidos.

Além disso, observa-se que certos individuos apresentam padroes de entropia distintos, o
que pode refletir diferencas genéticas ou a influéncia de fatores ambientais na regulacao
epigenética. Enquanto alguns individuos possuem perfis de metilacdo mais homogéneos, outros
exibem uma variabilidade consideravel entre diferentes genes. No conjunto, os resultados indicam

que a entropia da metilagdo ndo ¢ uniformemente distribuida entre os genes nem entre os

2 Entropia de metilagdo pode apresentar valores superiores a 1.
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individuos, sugerindo que determinados loci podem estar sujeitos a um controle epigenético mais
dinamico. Essa heterogeneidade pode ter implicagdes funcionais na regulagdo da expressdo
génica e no potencial impacto fenotipico da metilagdo do DNA. A Figura 41 contém os valores

da mediana da entropia de metilagdo para todos os genes e amostras.
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Figura 41 - Heatmap dos valores de entropia de metilacdo (ME) por gene/amostra.

De modo semelhante as analises de DMRs, a avaliacdo da entropia de metilacdo em
nossas amostras permitira identificar padrdes de variabilidade epigenética que podem estar

associados tanto ao tipo de tecido quanto ao doador. A entropia reflete o grau de heterogeneidade
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nas modificagdes das citosinas, sendo, portanto, uma medida sensivel para detectar alteracdes
sutis na regulagdo epigenética. Com essa abordagem, poderemos investigar diferencas na
estabilidade epigenética entre tecidos do mesmo individuo, bem como variagdes interindividuais
com potencial impacto na expressao de genes relacionados a pigmentagdo. Além disso, a entropia
de metilagdo pode ser influenciada por fatores como o envelhecimento, permitindo a exploracdo

de possiveis efeitos da idade sobre a plasticidade epigenética em genes associados a pigmentagao.

5 CONCLUSAO

Neste trabalho, estabelecemos um conjunto de pipelines integrados para coleta de
amostras, extracdo de DNA, sequenciamento de genomas completos com a tecnologia Oxford
Nanopore ¢ analises bioinformaticas especificas. Todas as etapas foram desenhadas com foco na
aplicagdo em genética forense, desde a geragdo dos dados até a interpretacdo de modificagdes
epigenéticas associadas a fenotipos. A abordagem proposta demonstrou-se viavel e robusta para
caracterizagdo genOmica e epigenOmica, contribuindo para o avango de estratégias preditivas

baseadas em DNA no contexto forense.
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(Colaboragdo com o Prof. Dr. Willian Fernando Zambuzzi do Departamento de Ciéncias

Quimicas e Bioldgicas do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP).
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com previsdo de término em margo de 2026 (Colaboragdo com o Prof. Dr. Willian Fernando
Zambuzzi do Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas do Instituto de Biociéncias de

Botucatu - UNESP).

Matheus Amaral Silva, Coorientacdo de Mestrado em andamento em Biotecnologia
concluida em abril de 2025 (Colaboragdo com o Prof. Dr. Willian Fernando Zambuzzi do
Departamento de Ciéncias Quimicas e Biologicas do Instituto de Biociéncias de Botucatu -

UNESP).
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PARTICIPACAO EM EVENTOS CIENTIFICOS NO PERIODO

Eventos cientificos como organizador

I WORKSHOP DE BIOINFORMATICA APLICADA A GENETICA FORENSE:
ANALISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE SEGUNDA E TERCEIRA
GERACAO. (Workshop virtual)

II WORKSHOP DE BIOINFORMATICA APLICADA A GENETICA FORENSE:
ANALISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE SEGUNDA E TERCEIRA
GERACAO. (Workshop virtual)

Eventos cientificos como congressista

XVIII Congresso de Fisica Aplicada a Medicina. Organizado pelos alunos do curso de

Fisica Médica da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho", Instituto de

Biociéncias, Campus de Botucatu.
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IX WORKBIOTECH: Workshop da Pos-graduacio em Biotecnologia, da

Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias, Campus de

Botucatu.

FIGG Training Brazil, realizado pela QIAGEN de maneira virtual, nos dias 17 a 20 de
junho de 2024,

XIII Congresso de Biociéncias. Organizado pelos alunos dos cursos da Universidade

Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu.
Eventos cientificos como palestrante

I WEBB - WORKSHOP DE ENGENHARIA DE BIOPROCESSOS E
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por DNA”
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Biociéncias, Campus de Botucatu. Palestra: “Bioinformatica: Perspectivas para Fisicos
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Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu.

Minicurso: “Desvendando os segredos da visualizagdo de dados: ggplot2 para iniciantes”
Eventos cientificos como avaliador

XVIII Congresso de Fisica Aplicada a Medicina.

XXXVI Congresso de Iniciacao Cientifica da Unesp - IB/Botucatu.

Participacoes em bancas

MEMBRO TITULAR da Comissdo Examinadora da DEFESA DE DISSERTACAO de
RENATO MATTOS, discente regular do Programa de Po6s-Graduacdo em Biologia Geral e

Aplicada, Curso de Mestrado Académico, cujo trabalho se intitula Caracterizagdo funcional do
miR-184 na prostata de ratos submetidos a md nutrigdo materna. Potencial participagcdo na

origem desenvolvimentista do cancer de prostata.

MEMBRO TITULAR da Comissdo Examinadora do EXAME GERAL DE
QUALIFICACAO de ANA BEATRIZ RODRIGUES, discente regular do Programa de Pos-

Graduacgdo em Ciéncias Bioldgicas (Genética), Curso de Mestrado Académico, cujo trabalho se

68



intitula Andlise do Perfil Transcricional de RNAs Longos Ndo Codificantes em Pacientes

Pediatricos com Infecgdo por Virus Sincicial Respiratorio.

MEMBRO TITULAR da Comissdo Examinadora da DEFESA DE DISSERTACAO de
MARIA GABRIELA JACHETO CARRA, discente regular do Programa de P6s-Graduagdo em

Biologia Geral e Aplicada, Curso de Mestrado Académico, cujo trabalho se intitula Sintese e
caracterizagdo de revestimento de fosfato de cadlcio dopado com magnésio sobre substrato de
titanio.

MEMBRO TITULAR da Comissio Examinadora do EXAME GERAL DE
QUALIFICACAO de KARINA FIGUEIREDO HENRIQUES, discente regular do Programa

de Programa de Pos-Graduagdao em Biologia Animal, Curso de Mestrado Académico, cujo
trabalho se intitula Pesquisa de variantes génicas raras por sequenciamento completo de exoma

em pacientes com deficiéncia intelectual sindromica e cariotipo 46,XX.

MEMBRO TITULAR da banca de avaliagdo do Trabalho de Conclusdo de Curso — TCC
do(a) aluno(a) CARLOS HENRIQUE SILVA SIMOES, do curso de graduacio de Engenharia

de Bioprocessos ¢ Biotecnologia desta Unidade Universitaria, defendido na data 30/10/2024, com
o titulo Avaliagdo da expressdo de IncRNAs associada ao envelhecimento na prostata ventral de

ratos.
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