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RESUMO

hY

A impressdo genbmica (imprinting gendémcio) refere-se a expressdo monoalélica
dependente da origem de certos genes, que € acoplada a modificacdes epigenéticas
que estdo presentes Nnos Cromossomos maternos ou paternos herdados. A
modificacdo epigenética mais proeminente subjacente a impressdo genbmica € a
metilacdo de DNA alelo-especifica. A metilacdo alelo-especifica, dependente da
origem parental representa regides de DNA com assimetria de metilacdo conhecidas
como regides diferencialmente metiladas (DMRs). A assimetria de metilacdo dos
alelos nas DMRs pode originar-se nos gametas (DMRs primarios) ou pés-fertilizagao
(DMRs secundarias). O perfil de expressdo monoalélica dependente de origem
parental esta relacionado a formacao saudavel do feto e a manutencéo do padréo de
expressdo monoalélica e que € essencial para o desenvolvimento saudavel dos seres
humanos. Um pequeno subconjunto de genes que estdo sujeitos a impressao
gendmica € expresso de forma monoalélica exclusivamente na placenta humana.
Curiosamente, esse conjunto de genes exibe na placenta as modificacbes
epigenéticas que estdo presentes nos genes imprintados em outros tecidos
somaticos. Estudos recentes mostraram que em algumas placentas saudaveis, a
caracteristica de assimetria de metilacdo das DMRs esta ausente em algumas DMR
primarias, resultando na expressao bialélica desses loci. A metilagdo nesses DMRs é
entdo polimérfica. Se DMR secundarias polimorficas existem na placenta ndo esta
claro. Nesta dissertacdo, nos identificamos novas DMR primarias e secundarias
polimorficas e placenta-especificas. Para realizar isso, usei metilomas publicos e um
algoritmo baseado em uma intersecdo de regides que exibem metilacdo alelo-
especificas e regibes hipometiladas, simulando o fendmeno de polimorfismo
especifico da placenta. Foram encontrados 63 DMRs provavelmente polimorficas.
Duas dessas DMRs parecem controlar a impressao genémica dos genes subjacentes.
Além disso, descrevo 69 regides gendmicas que apresentam metilacéo diferencial em
placentas trissbmicas quando comparadas a placentas saudaveis aumentando a

informacgao sobre a fenomenologia das trissomias viaveis.

Palavras-chave: Imprinting, metilacdo, polimorfismo, trissomia 21, trissomia 18,

trissomia 13.



ABSTRACT

Genomic imprinting is a parent-of-origin dependent monoallelic expression profile that
is coupled with epigenetic modifications thatare either present in the maternal or
paternal chromosome. The most prominent epigenetic modification related to genomic
imprinting is DNA methylation, that can have it's origin from the gametes and is called
a primary differentially methylated region, or pos-fertilization being called a secondary
differentially methylated region. This expression profile is related to the healthy
formation of the fetus and the maintenance of this monoallelic expression is essential
to the healthy formation of humans. Within the classes of genomic imprinting, there is
a small subset of genes that are almost exclusively monoallelically expressed in the
human placenta, showing only in the human placenta epigenetic modifications that are
generally present in all tissues of imprinted genes. Recently studies have shown that
healthy placentas can lose its imprinted methylation, demonstrating a biallelic
expression and lose of imprinting. However so far only primary placenta differentially
methylated regions were explored. In this work we identify new polymorphic primary
and secondary differentially methylated regions. To accomplishthis, we used public
methylomes and an algorithm based on an intersection of allelicspecific regions and
hypomethylated regions simulating the placenta specific polymorphism phenomenon.
We found in this work 63 polymorphic differentially methylated regions being that two
of those are extremelyprobable of being subject of genomic imprinting. Besides that,
we found in this work 69 regions that show differentially methylation in trisomy samples
when compared to healthy placentas increasing the information about the viable

trissomies.

Keywords: Imprinting, methylation, polymorphism, trisomy 21, trisomy 18, trisomy 13.



1- INTRODUCAO

1.1 - Imprinting genémico

Em organismos diploides a expressdo bialélica, ou seja, a expressdao do
cromossomo paterno e materno minimiza a ocorréncia de doencas genéticas
recessivas (Kaneko-Ishino et al., 2006). No entanto nem todos 0s genes apresentam
perfil de expressao bialélica, em um grupo de genes apenas a copia do cromossomo
materno ou paterno € expressa, tal perfil de expressdo € denominada expressao
monoalélica. Existem trés tipos de expressdo monoalélica onde cada tipo apresenta
um mecanismo epigenético distinto para regular sua expressao dos 2 alelos (Raissig
et al., 2013). Esses tipos sdo denominados: Expressdo monoalélica aleatoria,
inativacdo do cromossomo X, e imprinting gendémico (Savova et al., 2013).

A expressdo monoalélica aleatéria consiste na inativacao epigenética aleatéria
do cromossomo materno ou paterno em determinados genes. As marcas e 0S
processos epigenéticos que regulam esse perfil de expressdo nao foram totalmente
descobertos ainda, no entanto ja foi descrito que 0s genes desse perfil de expressao
apresentam marcas de histona especificas (Nag et al., 2013; Savova et al., 2013).

A inativagcdo do cromossomo X € um processo que ocorre em fémeas de
mamiferos onde um dos cromossomos X presente em determinados individuos é
inativo. Esse processo de silenciamento acontece através da expressdo de um RNA
longo néo codificante chamado XIST. ApGs a expresséo o XIST silencia em cis todo o
cromossomo em que foi expresso. O cromossomo X que foi inativo se mantem
silenciado por toda a vida daquele individuo (Lessing et al., 2013).

O imprinting gendbmico é um tipo de expressdo monoalélica parental
dependente presente em mamiferos placentarios e angiospermas onde apenas a
cOpia materna ou paterna de determinados genes é expresso. O perfil de expressao
monoalélica do imprinting é mantido através de ICR (regibes controladoras do
imprinting, do inglés Imprinting control regions), que sao regides que possuem marcas
epigenéticas e elementos regulatérios que controlam o processo de transcricao
(Raissig et al., 2013; Hanna e Kelsey, 2014; Weaver e Bartolomei, 2014).

Das marcas epigenéticas relacionadas ao imprinting a mais proeminente é a
metilacdo do DNA cromossomo especifica, onde apenas parte do cromossomo

materno ou paterno possui metilacdo. Essas regides possuem valores de metilacéo



intermediarios e sdo chamadas de regifes diferencialmente metiladas. (DMRs, do
inglés: Differentiallymethylated regions) (Abramowitz e Bartolomei, 2012). A
caracteristica de valor intermediario de metilacdo nas DMRs é bastante utilizada para
identificacdo de novos genes sujeitos a imprinting.Onde os métodos j& explorados
abrangem desde comparar varios tecidos normais que possuem valor intermediario
de metilagdo entre diversos tecidos, entre tecidos saudaveis e tecidos trissdmicos e
até comparando placentas saudaveis com molas hidatidiformes(Court et al., 2014;
Sanchez-Delgado et al., 2015).

As DMRs relacionadas ao imprinting séo divididas em 2 tipos referente a sua
origem: séo elas as DMRs germinativas (JDMRSs) e as DMRs secundérias (SDMR). As
gDMRs possuem como origem os gametas e sdo obtidas durante a espermatogénese
ou oogénese enquanto as sDMRs sdo adquiridas apés a fecundacdo. As gDMRs
possuem como caracteristica a assimetria de metilagdo nos gametas, enquanto as
sDMRs néo apresentam assimetria de metilagdo nos gametas. As DMRs podem ser
constitutivas ou especificas da placenta. As DMRs constitutivas sdo encontradas em
todos os tecidos somaticos mantendo o dominio de metilacdo intermediario
consistente entre elas, enquanto as DMRs especificas da placenta apresentam
metilacdo alelo especifica em sua maioria apenas na placenta e auséncia de
metilacdo em tecidos somaticos, algumas DMRs placentarias possuem
hipermetilacdo ou metilacdo intermediaria nos tecidos soméaticos em vez de auséncia
de metilacdo. As DMRs placentarias possuem como caracteristica peculiar o
fendbmeno de polimorfismo de metilacdo, onde em algumas placentas as DMRs
relacionadas ao imprinting perdem o dominio de metilagdo intermediario e a
capacidade de manter expressdo monoalélica.(Ferguson-Smith, 2011; Court et al.,
2014; Sanchez-Delgado et al., 2015; Pervjakova et al., 2016; Sanchez-Delgado et al.,
2016).

1.2 — Regides regulatérias do imprinting genémico

A metilagdo de DNA consiste em uma marca epigenética presente na citosina
e estéa relacionado com expresséo génica. Existem mdultiplas formas de metilagéo de
DNA, sendo que a mais proeminente é a 5-metilcitosina. A adicdo do grupo metil na
citosina é feito por um grupo de enzimas denominadas DNA metiltransferases. A 5-
metilcitosina possui uma variacdo estavel chamada 5-hidroximetilcitosina que é

formada através da adicdo de um grupo hidroxila feito por um grupo de enzimas de



translocacdo dez-onze (Meng et al.,, 2015). A quantificacdo e identificacdo das
citosinas que apresentam o grupo metil podem ser feitas de diversas maneiras, sendo
gque os grandes estudos feitos recentemente que identificaram novas DMRs
relacionadas ao imprinting utilizaram técnicas com base no tratamento de bissulfito de
sédio. Dentre as abordagens utilizando bissulfito de sédio duas se destacam, sendo
elas quantificacdo da metilagdo genoma abrangente ou quantificacao utilizando o chip
comercial Infinium HumanMethylation450.

As técnicas de bissulfito utilizaram as caracteristicas quimicas do bissulfito de
sodio de converter as citosinas ndo metiladas em uracilas mantendo as citosinas
metiladas ndo alteradas. Logo apGs a reacdo de bissulfito é feito um conjunto de
reacdes em cadeia da polimerase convertendo a uracila em timina e depois € feito um
calculo comparando quantas vezes a citosina em determinado ponto é convertido em
timina. O chip ilumina 450k possui como base de sua arquitetura dois tipos de sondas
que interpretam os valores das citosinas transformadas ou nao pelo processo de
conversao de bissulfito, o chip lllumina 450K possui como limitacdo o numero maximo
de citosinas em posicles fixas estudaveis de 485, 577 sendo que parte dessas
citosinas podem apresentar valores erroneos devido a reagdes cruzadas entre as
sondas sendo recomendando nao utilizar os pontos onde acontece tal reacéo,
reduzindo a cobertura do processo (Shen e Waterland, 2007; Chen et al., 2013).

Nos humanos a metilacdo acontece predominantemente nos dinucleotideos
CpG, a metilagéo restante acontece em um contexto CpH onde H pode ser um dos
nucleotideos restantes. A presenca de metilagdo CpH ja foi demonstrada em diversos
tecidos humanos e a presenca desse tipo de metilacdo no corpo génico apresenta
uma correlagdo negativa com a expressao, enquanto a metilagdo CpG apresenta uma
correlacéo positiva com a expressao em diversos tecidos inclusive em ovocitos (Varley
et al., 2013; Guo et al., 2014; Okae et al., 2014; Schultz et al., 2015). No contexto
global os dinucleotideos CpG estdo dispersos em intervalos entre si, no entanto
existem pontos em que grandes concentracbes de CpGs se concentram, essas
regides sao denominadas ilhas CpG (CGl, do inglés CpG islands).

As CGI sao predominantemente ndo metiladas e estdo relacionadas com
regides promotoras de genes, ainda assim essas CGIl podem ser metiladas e tal
metilacdo esta relacionada com silenciamento da regido promotora (Deaton e Bird,
2011). As CGI podem ou nao estar relacionadas com HMRs (Regides hipometiladas,

do inglés hypomethylated regions) ou AMRs (Regides de metilacdo alelo especifica,



do inglés allele-specific methylation). HMRs séo regides do genoma que nao
apresentam metilacdo enquanto as AMRs sao regides do genoma que dependendo
do alelo presente em sua regido o nivel de metilacédo é alterado, AMRs podem estar
relacionadas com metilacdo parente dependente ou ndo. As gDMRs maternas e
paternas se encontram em CGI sendo que as gDMRs maternas se concentram mais
em regides promotoras enquanto as gDMRs paternas se concentram em regides
intrbnicas (Kelsey e Feil, 2013; Song et al., 2013).

Em mamiferos o perfil global de metilacédo € estavel e em dois momentos tal
perfil € alterado bruscamente por um processo onde as marcas epigenéticas sdo
apagadas, fen6meno conhecido como anda de desmetilagdo. A primeira onda de
desmetilacdo acontece na formacéo de células germinativas primordiais com intuito
de facilitar a gametogénese enquanto a segunda onda de desmetilagdo acontece
guando os gametas se unem para formar o zigoto com intuito de oferecer um estado
de totipoténcia para o zigoto (Cantone e Fisher, 2013; Tang et al., 2016). Em
camundongos, as DMRs relacionadas ao imprinting sdo apagadas na primeira onda
de desmetilacéo e resistem a segunda onda. As DMRs constitutivas e especificas da
placenta humanas presentes em genes imprintados sdo apagadas na primeira onda
de desmetilacdo enquanto as DMRs constitutivas e especificas da placenta resistem
a perda de metilacdo na segunda onda (Smallwood e Kelsey, 2012; Court et al., 2014;
Sanchez-Delgado et al., 2016).

A metilacdo nas DMRs presentes nas ICR mantém o perfil de expresséo
monoalélica de suas regides através de diversos mecanismos. Esta metilacdo pode
diretamente silenciar uma regido promotora de um gene ou servir como parte de um
mecanismo regulatorio maior. Um exemplo de regulagéo direta pela metilacéo seria a
DMR dos genes KCNQ1/KCNQ1OT1 enquanto um exemplo de regulacdo com mais
elementos seria a DMR do gene H19. A DMR presente nos genes
KCNQ1/KCNQ1OT1 possui metilagdo no cromossomo materno e coincide com a
regido promotora do RNA nao codificante KCNQ1OT1, tal metilacdo silencia sua
expressdo. O KCNQ1OT1 tem como fungéo silenciar os genes ao redor de sua regiao
logo a metilacdo na fita materna evita que tal gene seja transcrito possibilitando a

expressao do gene KCNQ1 em ao menos um cromossomo (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de manutencdo de imprinting direto proposto para o gene KCNQL1.

Na imagem cada quadrado representa um gene distinto, sendo que a ICR materna esta presente no gene KCNQ1
coincidindo com a regido promotora do RNA longo ndo codificante KCNQ1OT1.0 mecanismo de imprinting
proposto se baseia no complexo PCR2 se que liga ao RNA ndo codificante expresso na cépia paterna nao
silenciada do gene KCNQ1OT1 e silencia em cis a expressdo do gene KCNQ1 e de genes préximos.Figura
adaptada de (Kameswaran e Kaestner, 2014).

Ja a DMR do gene H19 possui metilagdo na fita paterna e o que determina a
expressdo do gene H19 é uma proteina CTCF que se liga no cromossomo nao
metilado. A proteina CTCF atua como um limitador de um enhancer que naturalmente
possibilita a expressdo do gene IGF2, com a presenca da proteina CTCF tal enhancer
deixa de possibilitar a expressédo do IGF2 e o gene H19 é expresso em seu lugar

(Kameswaran e Kaestner, 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de manutencéo de imprintingindireta proposta para o gene H19.
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Na imagem cada quadrado representa um gene distinto, sendo que a ICR esté préxima ao gene H19, coincidindo
com ICR paterna que se encontra um sitio CTCF que se liga em regides ndo metiladas.O mecanismo de imprinting
proposto se baseia na competicdo de um enhancer que se liga naturalmente ao gene IGF2, no entanto a proteina
CTCF se liga ao dominio ndo metilado impedindo que o enhancers se ligue em CIS a regido promotora do gene
IGF2, atuando como promotor do gene H19. Figura adaptada de (Kameswaran e Kaestner, 2014).

Uma DMR com metilacdo origem parental dependente ndo necessariamente
controla o perfil de expressdo monoalélica de ICRs presentes em genes sujeitos a
imprinting. Tal dindmica acontece em humanos na DMR presente no gene GRB10 que
possui dominio de metilacdo intermediaria em pelo menos linfocito, figado e cérebro
e, no entanto seu perfil de expressdo monoalélico se encontra apenas no cérebro
(Court et al., 2014; Baran et al., 2015). A evidéncia para explicar esse fenémeno foi
descrita em uma linhagem de camundongos que possui a DMR do gene GRB10 como
a de humanos e esta relacionada com marcas especificas de histonas. As histonas
sao proteinas que fazem parte do nucleossomo que possui como funcdo enovelar o
DNA. A estrutura basica de um nucleossomo consiste de um octamero que possui
duas copias de cada uma das proteinas de histona sendo elas denominadas H3, H4,

H2A e H2B e uma histona H1/H5 que une a estrutura. As proteinas de histonas podem



sofrer modificagbes pds-transcricionais modificando o estado da cromatina entre
eucromatina e heterocromatina.

Em camundongos o gene GRB10 possui uma isoforma especifica do cérebro
com expressao de origem exclusiva paterna e duas isoformas com expressao de
origem preferencialmente materna na placenta. Na placenta é observado um estado
bivaléncia nas marcas de histona na DMR com a presenca das marcas de histona
H3K4me2 que estdo relacionadas a expressdo genica e H3K27me3 que estédo
relacionadas com a represséo genica. Enquanto no cérebro de camundongos nédo é
visto a bivaléncia e é encontrado na DMR apenas a marca H3K4me2 e no
cromossomo ndo metilado a marca H3K9ac, tais marcas estao relacionadas com
expressdo génica e estdo presumidamente ligados com a expressdo paterna
especifica do cérebro (Monk et al., 2009; Venkatesh e Workman, 2015).

No contexto de DMRs especificas da placenta uma marca de histona
caracteristica e presente em todas as DMRs néo foram identificados ainda, e quanto
a metilacdo da DMRs existem evidéncias que elas fazem parte das ICRs visto que 0s
genes das DMRs que apresentaram perda de metilacdo apresentavam perfil de
expressdo bialélico e ndo monoalélico (Sanchez-Delgado et., 2016). Além da
metilacdo de DNA e marcas de histonas um terceiro elemento pode participar de uma
ICR, tal elemento seria 0os RNAs longos ndo codificantes. Um RNA longo néo
codificante pode silenciar em cis 0os genes alvos como o caso do KCNQ1OT1 ou
potencializando a expressao de genes vizinhos. Em camundongos existe evidéncia
de que a delecédo de regibes promotoras do linc1319 reduz a expressdo do gene
vizinho Sfmbt2 a niveis criticos, sendo necesséria a presenca dessa regido para a
ativacdo do gene Sfmbt2. O gene Sfmbt2 é imprintado em camundongos e sua
expressao monoalélica é essencial para o desenvolvimento de placentas saudaveis
(Miri et al., 2013; Engreitz et al., 2016).

1.3 - A placenta no imprinting genémico

A placenta € o um érgao temporario que é formado nos humanos e tem como
funcéo criar uma interface entre a mée e o feto durante os nove meses da vida fetal
com intuito de oferecer sobrevivéncia ao feto, seja através da nutricdo ou atraves de
mecanismos imunoreguladores que proporcionam ao feto uma resisténcia contra ao
sistema imune materno. Tal 6rgdo € composto de diferentes tipos celulares e

diferentes camadas e tem como origem um grupo de células presente no blastocisto.



A placenta é dividia em amnio, corion, decidua e miométrio. A maior parte da
placenta consiste em vilosidades presentes entre 0 @mnio e a decidua que possuem
como funcao transportar oxigénio e nutrientes para o feto. Tais vilosidades possuem
uma composicado de origem fetal, composicdo misturada e composicdo de origem
materna sendo que dependendo do sexo do feto o perfil de expresséo das distintas
partes da placenta muda, demonstrando que o desenvolvimento da placenta ao longo
dos 9 meses nao € estagnado e depende diretamente de uma interacao feto/placenta.
(Sood et al., 2006; Maltepe e Fisher, 2015).

A placenta possui um nivel de metilagdo global inferior aos outros tecidos
humanos sendo que seu perfil de metilagdo apresenta um padrdo bimodal com
grandes regifes hipermetiladas e regides hemimetiladas. As regides hipermetiladas
sdo conservadas em outros tecidos humanos enquanto as regides hemimetiladas
aparentam ser uma caracteristica intrinseca da placenta, tais dominios sé&o
conservados durante os 9 meses da placenta e apresentam genes com uma
expressao genica reduzida quando se comparado com os genes fora de tais dominios
(Schroeder et al., 2013).

A manutencdo da imprinting na placenta €& essencial para 0 seu
desenvolvimento, a perda de imprinting em certos genes chave causa varios
problemas tanto para o feto quanto para a formacéo da placenta.Em camundongos as
perdas de imprinting em genes especificos causam desde ma formacéo da placenta
a inviabilizacdo do crescimento fetal, quando a perda de imprinting é viavel a vida os
fenétipos comuns apresentados vao desde supercrescimento placentério e fetal a
retardo de crescimento fetal e placentario. Em Humanos varias doencas relacionadas
ao ganho ou perda de metilacdo das DMRs ja foram documentadas e apresentam
fendtipos parecidos com a perda de imprinting nos camundongos. Um exemplo de
doenca humana que apresenta o retardo do crescimento fetal € a diabetes mellitus
neonatal transitorio tipo 1, tal doenca é associada com a superexpressao do gene
imprintadoPLAG1 presente no cromossomo 6. Outra sindrome com fendtipo
semelhante a perda de imprinting em camundongos € a Beckwith-Wiedemann, tal
sindrome possui como fenétipo gigantismo do feto, tal doenca esta relacionada com
perda de metilacdo em varias DMRs presentes no cromossomo 11, estando na lista
0s genes H19 e KCNQ1OT1 (Eggermann et al., 2015).



2 - JUSTIFICATIVA

O imprintoma, isto € o complemento total de genes sujeitos ao imprinting na
placenta ndo esta totalmente caracterizado, recentemente foram feitos dois estudos
por Hamada (2015) e Delgado (2016) com intuito de se identificar genes imprintados
na placenta, tais estudos geraram aproximadamente mais de 5600 possiveis DMRs
relacionadas ao imprinting. No entanto o estudo realizado por Delgado utilizou apenas
um estudo de bissulfito do genoma abrangente de uma placenta ndo considerando a
possibilidade de regides ndo serem identificadas devido ao polimorfismo. O estudo de
Hamada fez analise de transcriptoma e de metilagdo de diversas placentas em
distintos trimestres calculando a expressao alélica de SNPs em mais de 9000 genes,
identificando diversos genes com expressdo tendendo para expressao materna e
paterna, no entanto nem todos 0s genes que apresentaram expressao tendendo para
o alelo paterno ou materno apresentaram DMRs identificaveis devido a restringéncia
do algoritmo utilizado pelo autor. Ambos os estudos conseguiram identificar evidéncia

de imprinting apenas para DMRs primarias.
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3 -0OBJETIVOS
3.1 — Objetivo geral

Caracterizar genes com expressao parental dependente na placenta assim

como suas regides diferencialmente metiladas.

3.2 - Objetivos especificos

Criar janelas personalizadas no browser gendémico da Universidade de
California Santa Cruz que agregam o maior numero possivel de estudos de metiloma,

transcriptoma, sitios de proteinas controladoras de expressao e enhancers.

Criar algoritmo que detecta 0 maior numero possivel de regifes
diferencialmente metiladas primarias e secundarias utilizando a caracteristica de

polimorfismo de metilacdo presente nas DMRs como base.

Observar os niveis de metilacdo utilizando o maior niumero possivel de estudos
de metiloma oriundos do chip comercial Infinium HumanMethylation450 para
determinar o estado de polimorfismo regifes diferencialmente metiladas conhecidas
e candidatas.

Identificar o impacto das trissomias 21, 18 e 13 no nivel de metilacdo de DMRs
em cis e trans utilizando estudos de metiloma oriundos do chip comercial Infinium

HumanMethylation450 comparando placentas saudaveis com placentas trissdmicas .


http://www.illumina.com/products/methylation_450_beadchip_kits.html#_blank
http://www.illumina.com/products/methylation_450_beadchip_kits.html#_blank
http://www.illumina.com/products/methylation_450_beadchip_kits.html#_blank
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Analise integrativa de dados secundarios

Janelas personalizadas foram criadas na plataforma UCSC (University of
California Santa Cruz) genome browser (Kent et al., 2002)tendo como base o genoma
de referéncia versdo GRCh37/hgl9, integrando o maior numero possivel de dados
secundarios em pistas de informag¢des, quando possivel dados presentes nos public
hubs foram integrados (Raney et al., 2014). Public hubs sdo centros que possuem
varias pistas de informacéo prontas vindas de uma fonte externa a plataforma UCSC,
os dados presentes em tais hubs em sua maioria vém de grandes grupos
colaborativos como ROADMAP e ENCODE. As pistas de informac¢des que foram
adicionadas estdo divididas em dois grandes grupos: interface basica e metilomas.

No grupo de interface basica foram adicionadas 2 pistas de informacdes
bésicas que possibilitam a navegacao e interpretacdo dos dados presentes sendo elas
uma pista referente aos genes (UCSC genes 2017) e outro referente a ilha CpG (CpG
islands masked).No grupo de metilomas98 pistas customizaveis foram adicionadas
sendo 8 pistas de metilacdo genoma abrangente (os tecidos de metilagdo genoma
abrangente correspondem a: 2 amostras de odcito, espermatozoide, blastocisto, 3
placentas e sangue) e 82 pistas de metilacdo oriundas do chip Illumina 450k (os
tecidos de metilacdo oriundos do chip ilumina 450k correspondem a: 16 placentas
presumidamente saudaveis do terceiro trimestre gestacional, 24 placentas
presumidamente saudaveis onde ndo se sabe a idade fetal exata, 12 placentas
presumidamente saudaveis do primeiro trimestre gestacional, 12 placentas do
primeiro trimestre de gestacdo com trissomias 21, 12 placentas do primeiro trimestre
com trissomias do 18 e 6 placentas do primeiro trimestre com trissomias do 13). Apos
a montagem das janelas customizaveis, foi feita uma analise de genes sabidamente
sujeitos a imprinting em tais janelas, com intuito de provar a eficiéncia da plataforma

para identificar DMRs e loci possivelmente relacionadas ao imprinting.

4.2 - Identificacdo de regides controladoras do imprinting

Foi criado um algoritmo utilizando o table browser (Karolchik et al., 2004) da
plataforma UCSC, utilizando como base as caracteristicas dos genes sujeitos a

imprinting apenas na placenta. Foi feito uma interse¢cdo de dominios HMR, que
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representam possiveis locais onde ocorre polimorfismo na placenta, com dominios de
AMR que representam a caracteristica de metilacdoespecifica de um alelo, ambos os
dominios seréo de origem do artigo de 2013 (Song et al., 2013). As seguintes etapas
foram feitas para gerar o0s sinais necesséarios: Acessar o0 table browser

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables) -> em “group” selecionar “DNA

methylation” -> em “track” selecionar “[Pub] Schroeder 2013” -> em “table” selecionar
“‘hub_8415 SchroederHuman2013_HumanPlacentaAMR” -> na “region” selecionar
“‘genome” -> selecionar “intersection”> na nova janela selecionar “group” e inserir
‘DNA methylation” -> selecionar em “track” [Pub] Roadmap 2015 -> em table
selecionar “..._HumanPlacentaHMR)" -> selecionar apenas “All
hub_8415 SchroederHuman2013 HumanPlacentaAMR
recordsthathaveanyoverlapwith [Pub] Roadmap 2015” e submeter os dados -> na
proxima janela gerada selecionar “get output”. Tais etapas foram realizadas e os
valores gerados foram salvos.

Os locais gerados pela intersecdo foram abertos nas janelas da plataforma
UCSC criadas anteriormente e o0s locais que apresentaram CpGs Unicas
(CpGislandsmasked)foram explorados. Devido a irregularidade da extensdo dos
dominios AMR e HMR a partir dessa etapa a extenséo inicial e final das ilhas CpGs
gue convergiram com as posi¢cdes geradas pelo algoritmo serdo consideras como
DMRs candidatas.

As DMRs candidatas passaram por trés etapas com intuito de determinar seu
tipo (DMR constitutiva priméaria, DMR constitutiva secundaria e DMR especifica da
placenta) sendo que a primeira etapa considerou o nivel de metilagdo presente no
blastocisto. As DMRs candidatas que apresentaram >= 20% de metilacdo no
blastocisto foram consideradas DMRs candidatas primarias, enquanto as regiées que
apresentacao metilacdo <= 12% no blastocisto foram consideradas DMRs candidatas
secundarias. Para validar o estado de DMR primaria e secundaria as metilacdo dos
gametas nas DMRs candidatas foram conferidas, utilizando metilagdo dos gametas
(Regibes que apresentaram assimetria de metilacdo gamética com metilagdo
intermediaria no blastocisto foram consideradas DMRs primarias e regides que
apresentaram auséncia de assimetria gamética sem metilacdo no blastocisto foram
consideradas DMRs secundarias).

Devido a originalidade do algoritmo de considerar a metilagdo do blastocisto,

primeiro foi possivel identificar as regiées com auséncia de assimetria gametica com


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables
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metilagéo intermediaria no blastocisto, essas regides foram consideradas como DMRs
primérias candidatas. Como etapa final do algoritmo a metilagdo das placentas e do
sangue das DMRs primarias e secundarias foram calculadas, as DMRs que
apresentaram metilacdo intermediaria (entre 0.2 e 0.8) no sangue e/ou na placenta
foram consideras DMRs candidatas constitutivas, enquanto as DMRs candidatas que
apresentaram auséncia de metilagdo no sangue (entre 0 e 0.2) ou hipermetilacdo no
sangue (entre 0.8 e 1) e metilacdo intermediaria em ao menos 1 placenta foram
consideradas DMRs candidatas especificas da placenta. DMRs candidatas que
falharam em ser categorizadas em alguma das 3 etapas segundo os critérios pré-
determinados pelo algoritmo ndo foram exploradas.

4.3 - Teste de expressdo monoalélica utilizando dados de RNA-seq

Estudos de RNA-Seq de placenta humana e de células pré-implantacdo (2
células, 4 células, 8 células, 16 células) e implantadas (32 células, blastocisto inicial
ao final)foram utilizados na plataforma SRA (Leinonen et al., 2011) do NCBI com intuito
de identificar possivel expressdo monoalélica dos genes presentes nas DMRs
candidatas identificadas anteriormente. Foram selecionados polimorfismos de um
anico nucleotideo (SNPs) utilizando o banco de SNPs do NCBI

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp/) com frequéncia alélica minima maior que 0,3

presentes em regifes exoticas, regides nado traduzidas 5', regides nédo traduzidas 3'
dos genes presentes na DMR.

Quatrocentos e treze sequéncias de 29pb foram feitas contendo 14
nucleotideos a esquerda e a direita do SNP selecionado anteriormente. O SNP no
centro foi substituido segundo os cédigos de ambiguidade IUPAC para os alelos
possivelmente presentes em tal ponto. As sequéncias de 29pb com cédigo IUPAC no
centro serdo utilizadas na plataforma SRA, a plataforma fornecera o nimero de vezes
que a sequéncia é encontrada em experimentos de RNA-Seq do tecido escolhido,os
reads obtidos serdo filtrados e o desequilibrio alélico sera calculado parao alelo 1 e 2
das sequéncias contendo o SNP. O calculo do desequilibrio alélico ser& feito da
seguinte forma: DESEQUILIBRIO ALELO A = READS OBTIDOS NO ALELO
A/READS TOTAIS. DESEQUILIBRIO ALELO B = READS OBTIDOS NO ALELO
B/READS TOTAIS.

Os valores de desequilibrio alélico serdo interpretados da seguinte forma: Se o

valor do desequilibrio estiver entre 0,35 e 0,65 o perfil de expressdo em tal amostra


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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sera considerado consistente com expressao bialélica, se o valor do desequilibrio for
>=0,85 ou <=0,15 o perfil de expresséo de tal amostra sera considerado consistente
com expressao monoalélica. As amostras com os valores de desequilibrio entre 0,15
e 0,35 ou entre 0,65 e 0,85 serdo consideradas expressao bialélica enviesada para
um alelo.

So6 foram estudadas sequéncias de 29pb que sdo Unicas no genoma de
referéncia GRCh37/hgl19 e apenas serdo consideradas sequéncias que apresentarem
>= 20 reads para amostras de RNA-Seq placentario e>= 10 reads para amostras de
RNA-Seq de células pré-implantadas ou implantadas.A sequéncia de 29pb explorada
SO sera considerada informativa se ao menos 10 placentas distintas apresentarem
mais de 20 reads ou mais de 5 estudos distintos relacionados a um mesmo periodo
de desenvolvimento (2 células, 4 células, 8 células, 16 células e 32 células).

Devido a caracteristica de polimorfismo na placenta serd aceito até 10% de
expressao bialélica dentro do conjunto de placentas e 32 células estudadas.Serdo
utilizadas para extrair os “reads” 296 entradas de experimentos de RNA-Seq de
placenta, 13 entradas de experimentos referentes ao estagio de 2 células, 13 entradas
referentes a 4 células, 13 entradas referentes a 8 células, 20 entradas referentes a 16
células e 31 entradas referentes a 32 células, disponiveis no NCBI previamente
selecionadas pelo grupo de pesquisa. Para determinar se a sequéncia é Unica sera

utilizado um script do R utilizando o pacote BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg109.

4.4 - Estudo de polimorfismo de metilagdo presente em regides diferencialmente
metiladas relacionadas ao imprinting e identificacdo de alteracbes das DMRs

associadas as trissomias 21, 18 e 13.

Foi feito um estudo onde se calcula a média de metilacdo em DMRs candidatas
com intuito de determinar presenca de polimorfismo ou auséncia de polimorfismo de
metilacdo placentaria. Para isso 52 amostras de placenta saudaveis distintas e 30
amostras de placentas trissémicas, oriundas do chip comercial lllumina 450k foram
utilizadas. As 52 amostras de placentas foram utilizadas para identificar polimorfismo
de metilagdo em iDMRs constitutivas enquanto para identificacéo de polimorfismo em
DMRs especificas da placenta apenas as amostras em que se sabe a idade
gestacional foram utlizadas. Com intuito de evitar possiveis modificacdes de
metilacdo devido a idade gestacional apenas as placentas oriundas do primeiro

trimestre foram utilizadas no teste de identificacdo de possivel marcador molecular.
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As sondas que apresentam hibridizagcdo cruzada e com polimorfismo
relacionado a SNPs descobertas pelo estudo de Chen e colaboradores (2013) nao
serdo consideradas. As médias de metilacdo das sondas presentes nas DMRs em tais
estudos serdo calculadas sendo que amostras que apresentaram sondas com valor
de p>0.01 nado seréo consideradas para a DMR estudada. Teste de T ndo pareado
bicaudal foi utilizado para identificar diferenca entre a média das placentas trissdmicas
e saudaveis sendo que diferengas menores ou iguais a p<0.05 foram consideradas

diferencas estatisticamente significativas.

5 - RESULTADOS

5.1 - Andlise integrativa de dados secundarios

Janelas customizaveis com intuito de oferecer rapida visualizacdo de dados
secundéarios foram criadas na plataforma UCSC, as pistas de informacao adicionadas
foram dos 2 primeiros grupos: interface basica e metilomas. Quanto a interface basica,
foram utilizadas pistas de informacgdes fornecidas pelo browser UCSC de genes
codificantes e ndo codificantes possibilitando a rapida visualizacdo de transcritos e
transcritos alternativos e seus sentidos de transcrigdo 5’ -> 3’. Informagdes de ilhas
CpG (UCSC MaskedCpG, ilhas CpGs serao consideradas como reais em situagdes
onde a densidade de um dominio de 200pb com sua concentracdo de CG iguala ou
ultrapassa 50% do conteudo dos nucleotideos presentes na sequéncia) possibilitando
saber os pontos de transcricdo de determinados genes e sua possivel relacdo com
metilacdo. Quanto aos metilomas, dados de metilagdo dos 22 autossomos de ovécitos
(n=2), esperma (n=1) e blastocisto(h=1) do artigo publicado em 2014 (Okae et al.,
2014) presente no banco de dados do JGA com o seguinte niumero de acesso
JGAS00000000006foram integrados possibilitando a rapida diferenciacdo de DMRs
primérias e DMRs secundarias. Para determinar o estado de metilacdo das DMRs ja
descobertas e dos futuros alvos,trés metilomas de diversos tecidos foram escolhidos
através do public hub DNA methylation (Song et al., 2013), sendo que dois desses
estudos sdo metilomas placentarios dos artigos de 2013 e 2015 (Schroeder et al.,
2013; Roadmap Epigenomics et al., 2015) e um desses estudos & de tecido néo
placentario (sangue). Para aumentar o nimero de metilomas placentarios disponiveis,

os dados de metilacao de bissulfito genoma abrangente do artigo de 2014 (Court et
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al., 2014) presentes no banco de dados do GEO com o seguinte nimero de acesso
GSM1134682 foram integrados. As placentas de genoma abrangente integradas
foram denominadas Placenta 1 (Court et al., 2014), Placenta 2 (Schroeder et al., 2013)
e Placenta 3 (Roadmap Epigenomics et al., 2015). Além disso, dominios HMR da
placenta Roadmap 2015 e dominios AMR da placenta Schroeder 2013 foram
integrados. Um exemplo da janela pronta pode ser observado na Figura 3.Para
determinar a capacidade das janelas criadas de discernir os perfis de DMRs
sabidamente imprintados a média de metilacdo de 22 DMRs constitutivas primarias,
11 DMRs constitutivas secundarias (Figura 5) e 27 DMRs especificas da placenta
foram feitas (Figura 12) utilizando os dados de metilacao integrados anteriormente.
Além disso, trés genes housekeeping especificos da placenta foram utilizados como
controle negativo (Figura 12). Para complementacdo e facilitagdo do cross-
referencedados de expressao alélica especifica da placenta de mais de 9000 genes
publicadas recentemente foram integradas no browser em uma janela separada. Tais
dados vieram do artigo de (Hamada et al., 2016) e demonstram se determinados

genes possuem expressao enviesada para o alelo materno ou para o alelo paterno.

5.2 - Identificag&o de regides controladoras do imprinting

A intersecdo de dominios AMR e HMR gerou 694 posi¢cées ao longo dos 22
autossomos humanos sendo que o cromossomo 19 apresentou o maior nimero de
sinais (Figura 4). Das 694 posicdes, 334 apresentaram ilhas CpG (CpG island.
Masked). 31 das 334 regibes apresentaram caracteristicas de iIDMRs primarias
(assimetria de metilagdo gamética com presenca de metilacdo no blastocisto) sendo
gue 9 dessas posicdes seguiram perfis de metilacdo gamética ndo descritas até entdo
(auséncia de assimetria gamética e metilacdo no blastocisto).7 das 31 posices
apresentaram metilacdo intermediaria no sangue (entre 0.2 e 0.8) e
consequentemente foram caracterizadas como DMRs primarias constitutivas,
enguanto as 24 posicdes restantes apresentaram amostras de sangue hipometiladas
(entre 0 e 0.2) ou hipermetiladas (entre 0.8 e 1) e consequentemente foram
caracterizadas como DMRs primarias especificas da placenta (Figura 27). 208 das
303 posicbes restantes foram enquadradas como DMRs secundarias,sendo 45
dessas posi¢cdes DMRs candidatas secundarias constitutivas e 163 DMRs candidatas

especificas da placenta (Figura 36, 37, 38, 39) enquanto as 93 posicOes restantes
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foramimpossiveis de discernir entre DMRs primérias e secundarias, ndo sendo

exploradas.

5.3 - Avaliacdo de expressao monoalélica

A busca por SNPs com MAF>=0.3 dentre os genes controles, utilizados com
intuito de provar a efetividade da metodologia para provar expressdao monoalélica,
encontrou 135 SNPs dentre as regides exonicas, regides nao traduzidas 5', regides
nao traduzidas 3' dos genes sabidamente imprintados descritos anteriormente na
literatura. Dentre os 135 SNPs apenas 13 SNPs apresentaram os reads minimos para
que a andlise seja efetuada em amostras de Placenta (Figura 18, 19, 26), enquanto
para 2 células, 4 células, 8 células, 16 células e 32 célulasfoi possivel observar
respectivamente 13SNPs informativos (Figura 20, 21, 26), 18SNPs informativos
(Figura 21, 22, 23, 26),9SNPs informativos (Figura 23, Figura 24, 26), 6SNPs
informativos (Figura 24, 26) e 8SNPs informativos (Figura 25, 26). Com intuito de
identificar possivel expressdo monoalélica dentre os genes presentes nas DMRs
primarias candidatas ao imprinting identificas nesse estudo 221 sequencias (SNPs)
de 29pbforam desenhas sendo que trés dessas sequencias foram informativas
aplicando os critérios de qualidade determinados anteriormente. Dos trésSNPs
informativos dois apresentaram reads necessarios em estudos de 32 células enquanto
um apresentou reads necessarios em estudos de 16 células, 32 células e placenta
(Figura 35). Ja as DMRs candidatas secundarias apresentaram 192 sequéncias
(SNPs) viaveis de 29pb, sendo que dessas sequencias apenas 18 apresentaram
reads minimos para analise. Dos 18SNPs dois apresentaram reads em estudos de 16
células (Figura 84), seis apresentaram reads necessarios em estudos de 32 células
(Figura 84) e 10 SNPs apresentaram reads necessarios para analise em estudos de

transcriptoma de placenta (Figura 85, 86).

5.4 - Estudo de polimorfismo de metilacdo presente em regides diferencialmente
metiladas relacionadas ao imprinting e identificacdo de alteracbes das DMRs

associadas as trissomias 21, 18 e 13.

A média de 52 placentas oriundas do chip comercial lllumina 450 foi feita para
iIDMRs sabidamente imprintadas sendo que foi utilizado como base a posicédopresente
no artigo de (Okae et al., 2014). A média da metilacédo foi feita para 30 DMRs primarias

(Figuras 6, 7, 8, 9) e 10 DMRs secundarias (Figuras 10, 11) considerando toda
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amostra que obtiver média de metilagdo abaixo de 0.1 como polimorfica. Com intuito
de validar os resultados obtidos anteriormente e provar a efetividade de identificar
polimorfismo em DMRs candidatas ao imprinting especificas da placenta a média de
metilacdo de 35 iDMRs sabidamente imprintadas apenas na placenta foram feitas
(Figura 13, 14, 15, 16, 17). A média da metilacdo de 21 DMRs primérias candidatas
(Figura 28, 29, 30) e a média de 171 DMRs secundarias (Figura 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61) candidatas ao
imprinting foram feitas e foi possivel identificar em diversas regides evidéncias de
polimorfismo em diversas DMRs primarias e secundarias candidatas. As analises
comparando amostras saudaveis e trissémicas em DMRs primarias candidatas podem
ser encontradas nas Figuras 31, 32, 33, 34 enquanto as analises das DMRs
secundarias em amostras saudaveis e trissdmicas podem ser encontradas nas figuras
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83.
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Figura 3. Niveis de metilacdo da DMR sabidamente imprintada do gene PRMT2.

Cromossomo, mapa fisico, e caracteristicas do gene PRMT2 no sentido 5’->3’em uma extenséo de 40 mil pares de base ao redor do gene com uma DMR sabidamente imprintada
especifica da placenta. A DMR estéa localizada no cromossomo 21 na ilha CpG 93. No sentido vertical encontra-se a interface basica que permite visualizar o gene e suas
isoformas e as ilhas CpGs (barras verdes). Logo ap6s as ilhas CpGs encontra-se o grupo demetilomas de gametas, tecidos embrionarios e extraembrionérios. Cada traco vertical
representa o nivel de metilagdo em uma escala entre zero e um, sendo 0 (zero) a auséncia de metilagdo e 1 (um) estado hipermetilado. HMR (barra azul) representa estado
hipometilado. AMR (barra lilas) representa estado intermediario de metilacao (hemimetilado), possibilitando discernir o tipo de DMR e seu status na placenta.A interface criada
possibilita discernir caracteristicas presentes em DMRs imprintadas apenas na placenta, sendo elas: Polimorfismo de metilagdo na placenta, assimetria de metilagdo gamética
e perfil global hipometilado em tecidos somaticos.
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Figura 4. Distribuicdo dos sinais obtidos pelo algoritmo de identificagdo de possiveis genes imprintados.
Sinais gerados pela interse¢do de dominios hipometilados (HMR) com dominios com metilacao alelo-especifica (AMR) ao longo dos 22 autossomos humanos. Houve presenca

de sinais em todos o0s autossomos sendo que o cromossomo 19 apresentou 0 maior nimero de sinais.
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Figura 5. Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs sabidamente imprintadas constitutivas.

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagédo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentam DMRs sabidamente imprintadas, apresentados em em uma escala de variacao entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando perfil hipermetilado, e 0 a cor azul
representando o perfil hipometilado.Em (A) se encontra a media das DMRs constitutivas primarias e (B) a média de metilagdo de DMRs constitutivas secundarias. As DMRs
constitutivas apresentaram quase que exclusivamente perfil global hemimetilado entre os tecidos sématicos e assimetria de metilagdo gametica com metilagéo intermediaria no
blastocisto, enquanto as DMRs secundariasapresentaram hemi-metilagéo variada entre os técidos somaticos e em sua maioria ausencia de assimetria de metilacdo gametica,
sendo que quando presente a assimetria gametica vem acoplada a ausencia de metilagdo intermediaria no blastocisto.
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Figura 6.Teste de polimorfismo de metilacdo em DMRs primérias sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontraa idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilagdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde ndo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagc&o dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a

0.9 e 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Os 8 genes ndo apresentaram presenca de polimorfismo de metilagdo apresentando placentas em sua maioria no intervalo
de metilacdo intermediaria.
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Figura 7. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primérias sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagdo placentaria em 8 genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a
média de metilacdo sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde nao
se sabe a idade exata. No eixo Y a esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de
metilacdo), metilacao intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Os 8 genes ndo apresentaram presenca de polimorfismo
de metilagdo apresentando placentas em sua maioria no intervalo de metilacdo intermediaria.
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Figura 8. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRsprimarias sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilagdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde nado se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilag&o), metilagéo intermediaria pertubada (0.7 a

0.9 e 0.3a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Os 8 genes nao apresentaram presenc¢a de polimorfismo de metilacdo apresentando placentas em sua maioria no intervalo
de metilagao intermediaria.
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Figura 9. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primarias sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde nédo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a
0.9 e 0.3 2 0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Os 6 genes ndo apresentaram presenca de polimorfismo de metilagdo apresentando placentas em sua maioria no intervalo
de metilagao intermediaria.
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Figura 10. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundérias sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagéo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilagdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde ndo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagéo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a
0.9 e 0.3a0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dois dos oito genes apresentaram polimorfismo de metilagdo (SNRPN e SNRPN-CpG40) enquanto os genes restantes nao
apresentaram presenca de polimorfismo de metilacdo apresentando placentas em sua maioria no intervalo de metilacdo intermediaria.
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Figura 11.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagdo placentaria em dois genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagcao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde ndo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilag&o), metilacé@o intermediaria pertubada (0.7 a
0.9 e 0.3a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). O gene ZDBF2 e o0 gene GNAS néo apresentam evidéncia de polimorfismo.
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Figura 12. Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs sabidamente imprintadas especificas da placenta e controle negativo utilizando housekeeping genes
placentarios.

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagdo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentados em uma escala de variagdo entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando perfil hipermetilado, e 0 a cor azul representando o perfil hipometilado. Em (A) se
encontra a media das DMRs constitutivas primarias e (B) a média de metilagdo dos housekeeping genes especificos da placenta utilizados como controle negativo. As DMRs
constitutivas apresentaram perfil global hemimetilado entre os tecidos placentarios e assimetria de metilagdo gametica com metilagéo intermediaria no blastocisto e ausencia de
metilagdo no sangue, enquanto oshousekeeping genes placentarios apresentaram ausencia de metilagao em todos os técidos testados.
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Figura 13. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primariasespécificas da placenta sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagédo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde nédo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilacdo), metilacio intermediaria pertubada (0.7 a
0.9e 0.3a0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Os oito genes nao apresentaram presenca de polimorfismo de metilacdo apresentando placentas em sua maioria no intervalo
de metilacdo intermediaria.
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Figura 14. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primariasespécificas da placenta sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde nédo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagéo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a
0.9e0.3a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Os genes AGBL3, BTBD19, LIN28B, ZC3HC12C e THAP3 apresentaram polimorfismo de metilagdo sendo que o gene THAP3
apresentou a maior taxa de polimorfismo dos cinco genes.
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Figura 15.Teste de polimorfismo de metilacdo em DMRs primériasespécificas da placenta sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde ndo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilacédo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilacdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a
0.9 e 0.3 2 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Os genes SCIN e AIFM2 apresentaram polimorfismo de metilagdo com o gene THSD7A apresentado amostras no ponto de
quebra entre hemi-metilagdo pertubada e polimorfismo.
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Figura 16.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primariasespécificas da placenta sabidamente imprintadas.
Teste de polimorfismo de metilagéo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagdo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilagdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde nado se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagcao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilag&o), metilagéo intermediaria pertubada (0.7 a
0.9 e 0.3a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). OS geneSRNF141 e FGF8 apresentaramevidéncia de polimorfismo de metilagdo dentro as amostras placentérias utilizadas.
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Figura 17. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primariasespécificas da placenta sabidamente imprintadas.

Teste de polimorfismo de metilacdo placentaria em trés genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta, PL27 — 57 representa um grupo de placentas onde ndo se sabe a idade exata. No eixo Y a
esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles: metilagédo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilacdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a
0.9 e 0.3 a2 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Os genes PURA e EGR4apresentaram evidéncia de polimorfismo de metilagado dentro as amostras placentérias utilizadas

enquanto o gene RHOBTB3 apresentou ausencia de evidéncia de polimorfismo.
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Figura 18. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.

No eixo X se encontram as fragdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de fragcdes alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da
formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragdo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragéo alélica Il. As amostras que apresentarem fracao alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. O gene AIM1
demonstrou evidéncia de expressao bialélica para os SNPs rs3747790 e rs1057433 em amostras de transcriptoma de placenta enquanto os SNPs restantes apresentaram

expressao condiscente como monoalélica em amostras de placenta.
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Figura 19. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.
No eixo X se encontram as fragBes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de fragGes alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da

formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragdo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragéo alélica Il. As amostras que apresentarem fracao alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. O gene
RHOBTB3 demonstrou evidéncia de expresséo bialélica para os SNPs rs34896 , RS7622 e rs12351 em amostras de transcriptoma de placenta enquanto o SNP rs2228612
presente no gene DNMT1 apresentou evidéncia de expressao monoalélicaenquanto o SNP rs34898 presente no gene RHOBTB3 apresentou evidéncia de expressdo monoalélica

sem flip para amostras placentarias.
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Figura 20. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.

No eixo X se encontram as fracdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de frag6es alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da
formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragéo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragao alélica Il. As amostras que apresentarem fragéo alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. O gene CD83
demonstrou evidéncia de expressao bialélica para os SNPs rs373465 e rs1050650 e em amostras de transcriptoma de 2 células,0 gene RGMA demonstrou evidéncia de
expressao bialélica para os SNPs rs4411467, rs3752103, rs13167 e rs227243 para amostras de transcriptoma de 2 células. O SNP rs1050650 presente no gene CD83

apresentou evidéncia de expressdo monoalélica sem flip.
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Figura 21. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.
No eixo X se encontram as fragdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de frag6es alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da

formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragéo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragao alélica Il. As amostras que apresentarem fragao alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. Em A, B, C se
encontram analises referentes a transcriptomas de 2 células, enquanto para D, E, F, G e H se encontram analises referentes a transcriptomas de 4 células. O gene AIM1
demonstrou evidéncia de expresséo bialélica para os SNPs rs3747790 e rs1057433 em amostras de transcriptoma de 2 células, o gene RHOBTB3 demonstrou evidéncia de
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expressao bialélica para os SNPs rs3734665, rs34896 para amostras de transcriptoma de 4 células, enquanto o SNP rs3734665 presente no gene CD83 houve evidéncia de
expressao bialélica para estudos de transcriptoma de 4 células.
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Figura 22. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.
No eixo X se encontram as fragdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de fragcdes alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da

formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragdo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragdo alélica Il. As amostras que apresentarem fragcdo alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressao monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. O gene RGMA
demonstrou evidéncia de expressao bialélica para os SNPs rs2272453, rs13167, rs3752103, rs4299103 para estudos de transcriptoma de 4 células.
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Figura 23. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.
No eixo X se encontram as fragBes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de fragcdes alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da

formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragdo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragéo alélica Il. As amostras que apresentarem fracao alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressao monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. Em A, B, C, D
se encontram analises referentes a transcriptomas de 4 células, enquanto para ,E, F, G e H se encontram analises referentes a transcriptomas de 8 células. O gene AIM1
demonstrou evidéncia de expressao bialélica para os SNPs rs1057433, rs3747790 em estudos de transcriptoma de 4 células, enquanto o SNP rs11538239 apresentou evidéncias
de expresséo bialélica em estudos de 4 células. O gene CD83 apresentou evidéncias de expressao bialélica nos SNPs rs3734665 e rs1050650 em estudos de transcriptoma de

8 células enquanto SNP rs34896 presente no gene RHOBTB3 apresentou evidéncia de expressado bialélica em 8 células.
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Figura 24. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.

No eixo X se encontram as fragBes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de fragcdes alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da
formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragdo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragao alélica Il. As amostras que apresentarem fracao alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressao monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisentes como bialélico. Em A, B, C, se
encontram analises referentes a transcriptomas de 8 células, enquanto para D, E, F, G e H se encontram analises referentes a transcriptomas de 16 células. O gene AIM1
demonstrou evidéncia de expressao bialélica para os SNPs rs1057433, rs3747790 em estudos de transcriptoma de 4 células, enquanto o SNP rs11538239 apresentou evidéncias
de expressao bialélica em estudos de 4 células. O gene RHOBTB3 apresentou evidéncias de expressao bialélica no SNPrs34896em estudos de transcriptoma de 16 células

enquanto SNP rs3734665 presente no gene CD83 apresentou evidéncia de expressdo monoalélica em 16 células.
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Figura 25. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.
No eixo X se encontram as fracdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de frag6es alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da

formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragéo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragao alélica Il. As amostras que apresentarem fragéo alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisente como bialélico. O gene RGMA
demonstrou evidéncia de expressdo bialélica para o SNP rs34896 em estudos de transacriptoma de 32 células, enquanto os SNPs rs13167 e rs11538239 presentes

respectivamente nos genes RGMA e ZFAT apresentaram evidéncia de expressédo bialélica em estudos de 32 células.
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Figura 26. FracOes alélicas de genes controle sabidamente imprintados.
No eixo X se encontram as fragdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de fragcdes alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da

formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragao alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragao alélica Il. As amostras que apresentarem fragédo alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisente como bialélico. O gene DNMT1
demonstrou evidéncia de expresséao bialélica para o0 SNP rs2228612 em estudos de transacriptoma de 2 células, 4 células, 8 células enquanto o SNP rs222861 presente no

gene DNMT1 demonstrou evidéncia de expressdo monoalélica em amostras de 16 células.
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iDMRs primarias candidatas
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Figura 27.Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs candidatas primarias encontradas pelo algoritmo.

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagdo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentam DMRs primarias candidatas encontradas no algoritmo proposto, apresentados em em uma escala de varia¢éo entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando
perfil hipermetilado, e 0 a cor azul representando o perfil hipometilado. A maioria das DMRs constitutivas encontradas séo de origem materna e apresentagdo metilacdo no
ovocito, ausencia de metilagdo no esperma e dominio de metilagao intermediario no blastocisto enquanto as DMRs restantes apresentam novo perfil de DMR primaria proposto
nesse estudo, sendo ele ausencia de assimetria de metilagdo gametica e metilagao intermediaria no blastocisto.
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Figura 28. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagédo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagcao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagédo), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Os genes MECOM, MIR155HG,

CBR1 e STARD13apresentaram evidéncia de polimorfismo de metilacdo dentro as amostras placentarias utilizadas enquanto os genes restantes apresentaram ausencia de
evidéncia de polimorfismo.
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Figura 29. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagédo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilacao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilagdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). O gene VTRNA2-1 apresentara
evidéncia de polimorfismo de metilagcdo dentro as amostras placentarias utilizadas enquanto os genes restantes apresentaram ausencia de evidéncia de polimorfismo.
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KIF26A ARID5A EGFL8/PPT2 - EGFL8
107 10 10

Figura 30. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs primarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagdo placentaria em cinco genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Os genes estudados nao
apresentaram evidéncia de polimorfismo.
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Figura 31.Comparacado das DMRs priméarias candidatas entre amostras saudaveis e trissémicas.

No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apds o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilagdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferengas entre amostras saldaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre o0s seis genes estudados ndo houve DMRs candidatas com diferencga estatistica entre as amostras saudaveis e trissdmicas.
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Figura 32.Comparacado das DMRs primarias candidatas entre amostras saudaveis e trissémicas.

No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apds o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilagdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferencas entre amostras saudaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os seis genes estudados quatro ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as amostras saudaveis e trissomicas
enquanto a DMR presente no gene TMEM175 apresentoudecrescimo de metilagdo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 13e a DMR presente no gene

C21orf81 apresentou aumento de metilacéo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21. .
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Figura 33.Comparacado das DMRs primarias candidatas entre amostras saudaveis e trissémicas.
No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apds o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da

metilagdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferencas entre amostras saudaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os seis genes estudados cinco ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as amostras salidaveis e trissdmicas

enquanto a DMR presente no gene MSH4 apresentou decrescimo de metilagdo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 18.
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Figura 34.Comparacao das DMRs primarias candidatas entre amostras saudaveis e trissémicas.

No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apds o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilagdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primdrias candidatas. As Diferencas entre amostras saudaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os seis genes estudados cinco ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as amostras saldaveis e trissomicas
enquanto a DMR presente no gene TTYH3 apresentou aumento de metilagéo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21.
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Figura 35.Fracdes alélicas de genes candidatos ao imprinting priméario.

No eixo X se encontram as fragdes alélicas | e Il referentes ao SNP utilizado, no eixo Y a esquerda se encontra os valores de frag6es alélicas obtidos entre 0 e 1 atraves da
formula “READS ALELO I/ READS TOTAIS” para a fragéo alélica | e “READS ALELO II/READS TOTAIS” para a fragao alélica Il. As amostras que apresentarem fragéo alélica
>=0.85 ou <=0.15 foram consideradas condisentes como expressdo monoalélica, enquanto os valores restantes foram considerados condisente como bialélico. O gene EGFL8
/ PPT2 — EGFL8 demonstrou evidéncias de expressao bialélica em 16 células, 32 células e placenta (A, B, C) enquanto O gene KIF26A demonstrou evidéncia de expressao

bialélica para dois SNPs distintos (D, E) em estudos de transcriptoma de32 células.
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Tabela 1.Cross-reference de DMRs primarias candidatas ao imprinting com dados de expresséao alélica presentes no artigo
de Hamada 2016.

Cross-refence entre genes presentes em DMRs primarias candidatas ao imprinting que apresentaram valores de expresséo alélica
oriundos do artigo de Hamada 2016 (Allele-Specific Methylome and Transcriptome Analysis Reveals Widespread Imprinting in the
Human Placenta.) e interpretaces oriundas de transcriptoma selecionados (16 células, 32 células e Placenta) feitas na plataforma

SRA.

Nome do gene

Transcriptoma Hamada 2016, et al.

Estado 16 células

Estado 32 células

Estado Placenta

NR2F6

MECOM

CBR1

VAMPS

STARD13

MYO1D

SPON1

FGFR3
EGFL8 / PPT2 -
EGFLS8

BMP1

SNX29

KIF26A

TTYH3

Expresséo consistente com bialélica

1 Placenta com expressao consistente com
materna

4 Placentas consistentes com expressao
monoalélica paterna

1 Placenta consistente com expressao
monoalélica paterna

Expresséo consistente com bialélica

1 Placenta consistente com expressao
bialélica

2 Placentas consistentes com expressao
bialélica, 1 placenta consistente com
expressdo monoalélica materna

1 Placenta consistente com expressao
bialélica
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Figura 36.Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs candidatas secundarias encontradas pelo algoritmo (grupo 2).

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagdo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentam DMRs secundarias candidatas encontradas no algoritmo proposto, apresentados em em uma escala de variagdo entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando
perfil hipermetilado, e 0 a cor azul representando o perfil hipometilado. Regides com ausencia de genes conhecidos foram apresentadas como a extenséo inicial e final da DMR
encontrada As DMRs secundarias encontradas no grupo 2 foram categorizadas como DMRs espécificas da placenta, apresentaram em sua maioria ausencia de metilagéo
gametica e metilagdo intermediaria polimoérfica na placenta.
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Figura 37.Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs candidatas secundarias encontradas pelo algoritmo (grupo 2).

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagdo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentam DMRs secundarias candidatas encontradas no algoritmo proposto, apresentados em em uma escala de variagdo entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando
perfil hipermetilado, e 0 a cor azul representando o perfil hipometilado. Regiées com ausencia de genes conhecidos foram apresentadas como a extensdo inicial e final da DMR
encontrada As DMRs secundarias encontradas no grupo 2 foram categorizadas como DMRs espécificas da placenta, apresentaram em sua maioria ausencia de metilacéo
gametica e metilagéo intermediaria polimoérfica na placenta .
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Figura 38.Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs candidatas secundarias encontradas pelo algoritmo (grupo 3).

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagdo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentam DMRs secundarias candidatas encontradas no algoritmo proposto, apresentados em em uma escala de variagdo entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando
perfil hipermetilado, e 0 a cor azul representando o perfil hipometilado. Regiées com ausencia de genes conhecidos foram apresentadas como a extensao inicial e final da DMR
encontrada. As DMRs secundarias encontradas no grupo 3 foram categorizadas como constitutivas, apresentaram ausencia de metilagdo gametica e metilagcao intermediaria
polimérfica na placenta e metilagéo intermediaria no sangue .



56

iDMRs secundarias candidatas

chr1:43472868-43473334
chr19:45737483-45738145
PSMB2 | TFAP2E
DQ582057 \ ATP6VOCP3
ccnes

JPH2

CR936796

CASKIN1

FLT4

C200rf96
chr2:420052-421142
KCNN4
chr7:408960-409634
chr16:88453550-88453969
chr14:104940229-104940466
KLF16

NEURL1B

PKD1

RIN3

TMEMS8S

EHD2

LOC105376360

SH2B2

HISTIH3E / HISTIH3F
MUC5B
chr13:20392431-20392707
GATA5

LOC105376360

NOTCH3
chr11:86142380-86142676

-

S P R Y

® ® S L & @

°°"°"'f‘°‘a@~+ F L
&

NEODO

coooo =

iDMRs secundarias candidatas

PRDM16
CCDC102A
chrd:189080849-189081247
PDCD1
CAPZB
chr6:168813678-168814042
CETN1
BCL11A
chrd:8347477-8347889
chr16:88153996-88154558
LOC100128993
PWWP2B
LINCO0454
SH2D3C
SIPA1
ZEB2
KIF7
CSNK1A1P1
PDESA
ZNF467
chr4:25500582-25508076
DCHS51
ZSCAN10
chr12:10264076-10264438
ZC3H12D
JAK3
GLI2

5 1 e N 1 a
el el ¥ .3 5
oF & #@ff&'}f T ’
L7

Figura 39.Mapa de calor das diferencas de metilagdo em DMRs candidatas secundarias encontradas pelo algoritmo (grupo 4).

No eixo X na parte inferior se encontram os tipos de tecidos utilizados para calcular a média de metilagdo, no eixo Y a esquerda se encontram os nomes dos genes que
apresentam DMRs secundarias candidatas encontradas no algoritmo proposto, apresentados em em uma escala de variagdo entre 0 e 1 sendo 1 acor vermelha representando
perfil hipermetilado, e 0 a cor azul representando o perfil hipometilado. As DMRs secundarias encontradas no grupo 4 foram categorizadas como constitutivas entre a posigao
chrl:149671992-149673412 e chr14:104940229-104940466, apresentaram ausencia de metilacdo gametica e metilacdo intermediaria polimérfica na placenta e metilagcdo
intermediaria no sangue. As posi¢des restantes foram caracterizada como DMRs constitutivas espécificas da placenta apresentaram auséncia de metilagdo gametica e metilagédo

intermediaria polimorfica.
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Figura 40.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagdo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagcao dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilacdo), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Os genesPR53TG1/CROT,
NUDT19 e GNE estudados apresentaram evidéncia de polimorfismo enquanto os genes restantes ndo apresentaram evidéncia de polimorfismo.
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Figura 41.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagdo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilacdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). O gene GPX7 apresentou

amostras no limite entre metilagdo intermediaria alterada e polimorfismo, enquanto as amostras restantes ndo apresentaram evidéncia de polimorfismo placentario entre as
amostras estudadas.
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Figura 42.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagdo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Os genes TSPAN9,MT1E e a
posicdo chrl3:53174029-53174674 apresentaramevidéncia de polimorfismo, enquanto os genes restantes ndo apresentaram evidéncia de polimorfismo placentario entre as

amostras estudadas.
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Figura 43. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagédo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
nos genes estudados dentre as amostras utilizadas.
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Figura 44.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagédo placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagao
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
nos genes estudados dentre as amostras utilizadas.



62

chr8:144503421-144503808 TFAP2B chr15:53097562-53098476
0.8 0.8
8 £ 0.6 8 2 0.6
On (S [+ [S
2 8 0.4 Ly 2 2 04q
- -. CRRR AR 1 1 Lats -
0.2 «*’ 0.2
Jocucaepiiciiiiii Mo Jeesiiscieisnniei i
@aééz Q‘;éﬁ eééﬁ e“}}z
<& N <& <&
N % N 5
LOC100132215\ OTX1 chr12:115102688-115103982 LBX2
0.8 0.8
o o o o :
'3, 06 'S, ‘S, '3, 06
4 vicemgdh
02 02] SeetSqeene e e
0.0 : ool
dez G‘;é ﬁéé Qééz
<& <& <& <&
IN S N 5

Figura 45.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 € 0.3 a2 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
ha evidéncia de polimorfismo na regido chr8:144503421-144503808 enquanto ndo ha evidéncia de polimorfismo para genes restantes.
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Figura 46.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagcdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
hé& evidéncia de polimorfismo para o gene ADORA2B enquanto ndo ha evidéncia de polimorfismo para genes restantes.
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Figura 47.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagdo), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre os genes estudados
nao ha evidéncia de polirmofismo de metilagdo placentario entre as amostras utilizadas.
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Figura 48.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagcdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
hé& evidéncia de polimorfismo para o gene GPR135 enquanto ndo ha evidéncia de polimorfismo para genes restantes.
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Figura 49.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagcdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
hé& evidéncia de polimorfismo para a regido chr3:9642388-9642695 enquanto ndo ha evidéncia de polimorfismo para genes restantes.
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Figura 50.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagcdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
h& evidéncia de polimorfismo para a regiao chr8:54569668-54570010enquanto nédo ha evidéncia de polimorfismo para genes restantes.
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Figura 51.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagcdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
ndo héa evidéncia de polimorfismo dentre as amostras utilizadas
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Figura 52.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagédo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagcdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 € 0.3 a2 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
h& evidéncia de polimorfismo para o gene OBSL1 enquanto para 0s genes restastes ndo ha evidéncia de polimorfismo dentre as amostras utilizadas
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Figura 53. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundérias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada grafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilacdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 € 0.3 a2 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
hé& evidéncia de polimorfismo para o gene SERP2 enquanto para os genes restastes ndo ha evidéncia de polimorfismo dentre as amostras utilizadas
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Figura 54.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagcao), metilagcdo intermediaria pertubada (0.7 a 0.9 e 0.3 a 0.1) e polimorfismo (0.1 a 0 e 0.9 a 1). Dentre as regides estudados
hé& evidéncia de polimorfismo para a regido chr2:170624685-170625480 enquanto para 0s genes restastes ndo ha evidéncia de polimorfismo dentre as amostras utilizadas
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Figura 55.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilag&o dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao héa evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.
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Figura 56.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:
metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.
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Figura 57.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.
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Figura 58. Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundérias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.



76

CCDC102A PDCD1
o o o
® g % 0.6-
= = = .
= = 204 e
0.24
ool
3 e ) @ e 2 < @
A& K& 4\(‘ .\{‘ <& K& A& «i‘
< 3 N 3 N 3 N 3
chr4:8347477-8347889 chr16:88153996-88154558 LOC100128993 PWWP2B

Metilag:
Metilagao
Metilagdo

Figura 59.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.
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Figura 60.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.
Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilagéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilacdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagédo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacao intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 € 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.
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Figura 61.Teste de polimorfismo de metilagdo em DMRs secundarias candidatas.

Teste de polimorfismo de metilagao placentaria em oito genes distintos, no eixo X de cada gréafico se encontra a idade da placenta utilizanda para calcular a média de metilacéo
sendo que cada ponto representa o nivel de metilagdo de uma placenta distinta. No eixo Y a esquerda o nivel de metilagdo dividido em trés intervalos distintos sendo eles:

metilacdo intermediaria (entre 0.3 e 0.7 de metilagéo), metilagcao intermediaria pertubada (0.7 2a0.9 e 0.3 a0.1) e polimorfismo (0.1 a0 e 0.9 a 1). Nao ha evidéncia de polimorfismo
de metilacdo placentaria nas regides estudadas.
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Figura 62.Comparacao das DMRs secundarias candidatas entre amostras saldaveis e trissémicas.

No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apds o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilagdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferengas entre amostras saddaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os oito candidatos estudados trés ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as amostras saldaveis e
trissdbmicas enquanto a DMR presente no gene JAK3 apresentou aumento de metilagéo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21 e 13, o gene GNE demonstrou
aumento de metilacao estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21, a DMR presente no chr1:8013994-8014651 e nos gene DENND2D e TSPY26P apresentaram
aumento de metilacdo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 13. Alem disso a DMR presente no gene TSPY26P apresentou aumento de metilagdo

estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21.
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Figura 63.Comparacdo das DMRs secundérias candidatas entre amostras saldaveis e trissdmicas.

No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apés o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilacdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferencas entre amostras saudaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os oito candidatos estudados cinco ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as amostras saudaveis e
trissdmicas enquanto a DMR presente na posi¢do chr17:33700990- 33701657 apresentou aumento de metilagcdo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21, o
gene STX16 / STX16-NPEPL1demonstrou aumento de metilagdo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 21, a DMR presente no chr5:42951077-42952410
demonstrou aumento de metilacé@o estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 13.
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Figura 64.Comparacdo das DMRs secundérias candidatas entre amostras saldaveis e trissdmicas.

No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apés o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilacdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferencas entre amostras saudaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os oito candidatos estudados sete ndo apresentaram diferenga estatistica significativa entre as amostras saudaveis e
trissdmicas enquanto a DMR presente no gene TACC2 demonstrou aumento de metilagdo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 13.
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Figura 65.Comparacdo das DMRs secundérias candidatas entre amostras saudaveis e trissémicas.
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No eixo X se encontram os tipos de amostras utilizadas apés o corte de qualidade de amostras com sondas com valor de p>0.01 enquanto no eixo Y se encontra o valor da
metilacdo obtido atraves da media dos pontos presentes nas DMRs primarias candidatas. As Diferengcas entre amostras saudaveis e trissdmicas com valor de p<0.05 foram
consideras estatisticamente significativas. Dentre os oito candidatos estudados quatro ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as amostras saldaveis e
trissdmicas enquanto a DMR presente no gene LINC01140 demonstrou aumento de metilagéo estatisticamente significativo nas amostras de trissomia 13, a DMR presente no
gene RNF207 e a posicao fisica chr13:29105412-29105676 demonstrou aumento de metilagéo estatisticamente significativo para amostras de trissomia 13 enquanto a DMR
presente no gene ISL2 demonstrou aumento de metilagéo estatisticamente significativo para amostras de trissomia 21.
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Figura 66.Comparacdo das DMRs secundérias candidatas entre amostras saudaveis e trissémicas.
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