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RESUMO

Tese de doutorado
Programa de Pés-Graduacédo em Fisica
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DINAMICA DA TRANSICAO PRE-CANCER PARA CANCER: ESTUDO
DA EXPRESSAO DE VIAS DE MANUTENCAO DO GENOMA

Autor: Eder Maiquel Simé&o
Orientador: Prof. Dr. José Carlos Merino Mombach
Local e data da defesa: Santa Maria, 09 de Julho de 2012

A perda da estabilidade genémica associada com a deterioracdo genética é
um dos muitos aspectos importantes na evolucdo dos carcinomas. S80 0s
mecanismos de manutencdo do genoma (GMM) que garantem a integridade do DNA
e a sobrevivéncia da célula. Eles sdo compostos por vias genéticas que incluem os
pontos de controle do ciclo celular, o reparo e a recombinacdo do DNA, a morte
celular programada (apoptose) e a senescéncia. O objetivo deste trabalho é
investigar a atividade dessas vias e genes de manutencdo do genoma em doencas
relacionadas a evolucdo do cancer. Para isso foram usados dados publicos de
microarranjos obtidos do banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO).
Analisamos a expressao das proteinas e vias de manutencdo do genoma que estao
alteradas em tecidos pré-cancerosos, cancerosos e tecidos relacionados com a
instabilidade gendmica e que poderdo levar a uma progressao tumoral. Os
resultados permitiram caracterizar quantitativamente uma barreira anticancer na

evolucao tumoral proposta na literatura.

Palavras-chave: Vias de manutencdo do genoma, cancer, microarranjos.



ABSTRACT
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DYNAMICS OF PRE-CANCER TO CANCER TRANSITION: A STUDY
OF EXPRESSION PATHWAYS OF GENOME MAITENANCE
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The loss of genomic stability associated with genetic deterioration is one of the
many important aspects for the development of carcinomas. The genome
maintenance mechanisms (GMM) ensure the integrity of DNA and cell survival. They
are composed of genetic pathways that include the cell cycle checkpoints, DNA
repair and recombination, programmed cell death (apoptosis) and senescence. The
purpose of the work is to investigate the activity of these pathways in genome
maintenance in diseases related to the evolution of cancer. For this public data from
microarrays obtained from the Gene Expression Omnibus (GEO) database were
used. We analized the expression of proteins and genome maintenance pathways
that are altered in pre-cancerous and cancerous tissues related to genomic instability
and may lead to tumor progression. The results allowed a quantitative
characterization of an anti-cancer barrier in the tumor evolution proposed in the

literature.

Keywords: Pathways in genome maintenance, cancer, microarrays
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1. INTRODUCAO

A analise cientifica dos seres vivos tem sido focada em subdividir os
componentes da vida em partes menores. O método cientifico denominado
reducionismo cientifico, introduzido pelo fildsofo e matematico René Descartes
(1596-1650) foi usado por muitos anos para descrever as partes constituintes mais
simples dos fendbmenos e teorias que dao sentido a vida (AHN et al., 2006). Ao longo
dos anos as teorias introduzidas por Descartes foram expandidas por Isaac Newton
gue considerou a mecanica classica como a base para a pesquisa cientifica
(MAZZOCHI, 2008).

No inicio do século XX as pesquisas tomaram novos rumos com o0s estudos
vinculados a exploracédo especifica dos reinos atdbmicos e subatdémicos. As novas
descobertas passaram a mudar os paradigmas e uma nova analise intelectual fez
surgir novas ideias vinculadas aos estudos do universo, o que acabou refletindo na
fisica quantica (MAZZOCHI, 2008).

Alguns bidlogos moleculares da década de 1950, que migraram da fisica,
expandiram a abordagem classica para o estudo de organismos vivos. A partir dai
0s pesquisadores adotaram uma abordagem reducionista para entender os sistemas
biologicos de acordo com as propriedades quimicas e fisicas (WESTERHOFF et al.,
2004). Com a descoberta do codigo genético e da estrutura de DNA por James
Watson e Francis Crick em 1953, teve inicio uma revolucéo cientifica embasada na
descoberta de novas teorias envolvendo o genoma (KEEDWELL et al., 2005). Com
o desenvolvimento tecnolégico foram criadas ferramentas que possibilitaram a
analise de grandes quantidades de dados genéticos, que foram produzidos ao longo
do tempo.

A interpretacdo dos dados levou os pesquisadores a uma mudanca de
paradigma e a descobrir como as ciéncias da vida se relacionam. A integracdo das
informacGes induziu a execucdo dinamica de instrucdes associadas com o
desenvolvimento de organismos e suas respostas fisiologicas aos seus ambientes.
Com isso, foi necessario quantificar todos os elementos moleculares de um sistema
biolégico para avaliar suas interacdes e integrar essa informacdo a modelos que
serviram como hipéteses de previsdo para explicar as propriedades emergentes
(HOOD et al., 2004).
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A biologia sistémica faz a integragdo entre os fenbmenos e as teorias que
envolvem os sistemas biolégicos, e faz ainda, emergir as funcdes e o0s
comportamentos sistémicos que definem os organismos vivos. Ela trata a genética
como uma ciéncia relacionada a informacdo, levando em conta uma abordagem
sistémica, assim como, a codificacdo e a regulacdo da expressdo genética no
espaco e no tempo. A genbmica, a protedmica e a transcriptbmica, sdo usadas para
descrever a hierarquia das OMICAS. Através desta hierarquia pode-se verificar o
conjunto de alteracBes dos genes e expressdes protéicas ou metabdlicas em um
experimento. Dentro da biologia sistémica a gendmica descreve como 0S genes
funcionam, interagem entre si e respondem aos estimulos ambientais, através da
atividade ou expressdo do gene. A protedmica descreve a maneira como as
proteinas se transformam e interagem como resultado da atividade dos genes. A
analise do nivel de expressdo dos genes é descrita pela transcriptdmica. Essas e
outras OMICAS interagem como uma rede ou interatoma. Os interatomas s&o
formados por macromoléculas (genes ou proteinas) e as suas interacdes sao
propriedades emergentes (KEEDWELL et al., 2005).

A evolucdo da informacao tornou possivel armazenar e processar tanto 0s
interatomas quanto os transcriptomas explorados pela hierarquia OMICA. Um destes
métodos, denominado como microarranjo de DNA, € usado para analisar o0s
transcriptomas e medir os niveis de expressdo de grandes numeros de genes
transcritos simultaneamente. Devido ao grande numero de genes existem inUmeros
bancos de dados usados para armazenar os transcritos produzidos através de
microarranjos. O banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO) desenvolvido
por Ron Edgar e colaboradores em 2001, é um repositorio publico de microarranjos
(EDGAR et al.,, 2002). O primeiro microarranjo foi produzido em 1982 quando
Leonard Augenlicht e colaboradores mediram a expressdo de 378 colbnias de
bactérias (Escherichia coli). Em humanos a técnica evoluiu com a andlise de uma
colbnia de células de cancer que continha 4000 DNAs complementares
(AUGENLICHT et al., 1987). Desde entédo, a tecnologia formada por um conjunto de
todas as transcricbes de genes de uma célula, evoluiu ainda mais e muitos outros
microarranjos foram produzidos para elucidar o genoma de varios organismos. Mark
Shena, em 1995, aprimorou a técnica tornando 0s microarranjos mais compactos
(SCHENA et al., 1995).
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Cancer

Desde o primeiro estudo envolvendo microarranjos de céancer em 1987, o
aprimoramento e a busca pela cura de algumas doencgas estimularam a utilizagcéo
desta técnica. Em uma das pesquisas mais precursoras, envolvendo o estudo do
cancer com microarranjos, DeRisi e colaboradores em 1996, usaram 1161 DNAs
complementares para procurar diferengcas na expressdo génica associada a
supresséao do cancer (DERISI et al., 1996).

O céancer sempre foi um elemento relevante dentro das pesquisas
relacionadas as doencas humanas. Existem varios tipos de cancer emergentes de
varias maneiras que evoluem de acordo com os fatores ambientais e genéticos.
Cerca de 1% do genoma humano apresenta implicagdes na tumorigénese e no
desenvolvimento tumoral. A perda da estabilidade do genoma associada com a
deterioracdo genética € um dos muitos aspectos importantes dos carcinomas
(JEFFORD et al.,, 2006). A displasia é caracterizada como uma lesédo celular
reversivel e pelo crescimento anormal de células que poderdo evoluir ao cancer
passando por trés estagios pré-cancerosos, que sao definidos como: adenoma
primario, intermediario e tardio (LENHARD et al., 2001). Em células normais a
instabilidade gendémica pode levar a quebras em fitas simples do DNA (DSS) ou a
defeitos mais complexos que envolvem quebras em fitas duplas no DNA (DSB)
(GORGOULIS et al., 2005). Sdo os mecanismos de manutencdao do genoma (GMM)
gue corrigem estas quebras e garantem a integridade do DNA e a sobrevivéncia da
célula. Os GMM envolvem um conjunto de vias e proteinas que atuam na resposta
aos danos (DDR). Na presenca de qualquer alteracdo que envolva instabilidade
genbmica séo ativados os pontos de verificacdo do ciclo celular, que irdo identificar
os defeitos e ativar proteinas supressoras de tumor ligadas aos mecanismos de
resposta aos danos tais como: a morte celular programada, o reparo e a
recombinacéo do DNA em resposta aos danos (CASTRO et al., 2007; SIMAO et al.,
2010).

Pré-cancer

Os tecidos pré-cancerosos formam um tipo de neoplasia benigna que podera

evoluir para o cancer. Segundo o modelo publicado em 2008 por Halazonetis e
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colaboradores h& evidéncias de que tecidos pré-cancerosos apresentam diminuicéo
da expressao em alguns mecanismos de manutencdo do genoma relacionados ao
indice de proliferacdo celular, seguidas por um aumento da atividade das vias de
reparacdo ao dano do DNA (DDR) e morte celular programada (HALAZONETIS et
al., 2008). Com o aumento das atividades das vias de Apoptose e Reparo do DNA é
formada uma barreira contra a progressdo do cancer. Uma vez rompida a barreira,
h& o acumulo de mutacdes em células geneticamente alteradas que irdo favorecer o
desenvolvimento do cancer (LOEB, 2001). As alteracdes em tecidos pré-cancerosos
iniciam pela ativacdo de oncogenes que irdo desencadear uma proliferacdo
aberrante. Em resposta ao estresse replicativo e as DSB do DNA o tecido inicia a
resposta aos danos pela ativacdo de vias especializadas na resposta aos danos
(HALAZONETIS et al., 2008).

Objetivos

Em 2008, Halazonetis e colaboradores propuseram um modelo qualitativo que
descreve uma barreira de evolugdo tumoral, em tecidos pré-cancerosos,
responsavel pela ativacdo das vias de Apoptose e de Resposta aos danos, mas
guando rompida da origem a um tecido maligno (HALAZONETIS et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi investigar a ativacdo da barreira anticancer, em
tecidos de adenoma, usando 0s métodos gquantitativos de expressao de genes e vias
produzidos pela biologia sistémica incluindo os métodos de atividade relativa,
diversidade relativa e a mudanca de expressao (fold change) entre os genes. Para
descrever a barreira foi proposta a modelagem das vias envolvidas ha manutencéo
do genoma, e em seguida foi desenvolvido um diagrama que descreve as interacdes
entre as vias e entre 0os genes envolvidos na manutencdo do genoma pela ativacao
da barreira anticancer. O diagrama complementa os estudos qualitativos
relacionados a evolugdo tumoral através das andlises estatisticas que unem em um
unico modelo as vias, subvias e genes responsaveis por ativar um conjunto de

mecanismos que impede a evolugdo para o cancer.
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Organizacéo do trabalho

A tese esta estruturada na forma de capitulos tematicos, que inclui uma
revisdo bibliografica da fundamentacdo tedrica apresentada no capitulo 2 e o0s
resultados de dois artigos cientificos:

Capitulo 3: contém a descricdo dos resultados do artigo publicado na revista
Physica A (SIMAO et al., 2010). Neste capitulo sdo descritos os resultados
referentes a modelagem da rede de manutencdo do genoma, analise de vias em
transcriptomas de adenoma e tempo de resposta das células da préstata a baixas
doses de Cadmio.

Capitulo 4: contém a descri¢cdo dos resultados de um artigo submetido para
publicacéo (SIMAO et al., 2012). Neste capitulo h4 uma descricdo do diagrama de
proteinas que atua na barreira anticancer. Este diagrama foi desenvolvido a partir de
analises quantitativas da expressao de vias e dos genes envolvidos ha manutencéo
do genoma.

Capitulo 5: apresenta uma conclusédo geral para os artigos abordados nesta

pesquisa.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo descreve alguns dos principais topicos relacionados aos
fundamentos biologicos da area. Estdo apresentados os conceitos basicos sobre o
processo de transcricao e traducdo da informacéo genética, redes de proteinas, vias
de interacdo, mecanismos de manutencdo do genoma, bancos de dados de biologia

sistémica e uma abordagem sobre os microarranjos de DNA.

2.1 A informacédo genética

A caracteristica mais importante de uma célula viva € a sua capacidade de
transferir propriedades hereditarias de uma geracao para a outra. O dogma central é
desvendar como essa informagcdo presente no genoma é transferida as novas
geracOes de células e como elas reagem as adversidades do meio.

A maioria das células em um mesmo organisSmo possui 0 mesmo genoma,
independente do estagio de desenvolvimento e das condicbes ambientais
(KEEDWELL et al., 2005). Dependendo destes e de outros fatores funcionais como,
por exemplo, a cor dos olhos, a célula codifica diferentes partes do genoma em
proteinas. No genoma humano o numero de genes que contém informacfes de
codificacao de proteinas varia entre 25.000 a 30.000 (GOHLMANN et al., 2009).

Os genomas sao codificados em sequéncias formadas de uma série de
cadeias de acido desoxirribonucléico (DNA). Este, por sua vez, € um composto
organico que contém todas as instrucbes genéticas que coordenam o0
desenvolvimento e o funcionamento de todos 0s seres vivos. Sua estrutura quimica
é formada por dois filamentos compostos de acido fosférico e acucar (pentose) que
se entrelacam formando uma dupla hélice. Os filamentos sdo conectados através de
ligacBes de hidrogénio que ligam duas bases (WATSON et al., 2004). A informacéo
genética estd codificada em uma sequéncia especifica formada a partir de quatro
diferentes bases de nucleotideos: adenina (A) e guanina (G) (purinas), citosina (C) e
timina (T) (pirimidinas). Uma composicao diferenciada esta presente na fita simples
do mRNA, que é produzida na transcricdo quando a base da timina é transferida do

DNA para o mRNA, na forma de uracila (U).
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As informacbes contidas no genoma de uma ceélula serdo transferidas a
células filhas através da divisao celular conforme mostrado na figura 1. Os eventos
necessarios para a divisdo celular sdo chamados de ciclo celular. O ciclo celular
pode ser dividido em quatro fases: Gi, S, G, e M. Na fase G; também conhecida
como fase de crescimento, ocorre uma sintese intensa de varias moléculas
importantes para a sobrevivéncia da célula, como proteinas estruturais, enzimas e
RNA. Na fase S acontece a duplicacdo do DNA seguida pela fase G, onde acontece
a sintese de moléculas e organelas relacionadas ao processo de divisao celular. O
ciclo celular é concluido, na fase M, quando ocorre a segregacdo cromossdmica
(WATSON et al., 2004).

G

Figura 1 - Ciclo da divisdo celular: o ciclo inicia na fase G; ou Gy com a sintese de moléculas,
passa pelas fases S, onde h& duplicacdo do DNA segue pela fase G, e é concluido na fase M,
guando ocorre a segregacdo cromossémica. Imagem obtida de WIKIBOOKS, 2011.

As fases G; e G, também sédo conhecidas como fases de intervalo do ciclo
celular. Elas possuem dois propoésitos: fornecem tempo para a célula se preparar
para a proxima fase do ciclo e para verificar se a fase anterior foi completada
corretamente. Nestas duas fases ocorrem pontos de verificacdo do DNA. As células
com DNA danificados param o ciclo celular em G;, antes da sintese, ou em G, antes
da mitose (fase M), para impedir que esses eventos ocorram cOm Cromossomos
danificados. O atraso da tempo para que a leséo seja corrigida, antes que a célula
prossiga no ciclo celular.

Entre as fases G; e G, a fase de sintese ou fase S engloba o processo de
duplicacdo do DNA. O modelo estrutural do DNA proposto por Watson e Crick
explica que na duplicagdo dos genes as duas cadeias do DNA se separam e cada

uma delas orienta a fabricacdo de uma metade complementar. A duplicagédo do DNA
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€ semiconservativa, cada metade da molécula original se conserva integra em cada
uma das duas moléculas filhas (WATSON et al., 2004). Os procedimentos de
formacdo de novas réplicas do DNA iniciam com a ativacdo das enzimas
topoisomerases que sado responsaveis por desenrolar a hélice de DNA, diminuindo a
tensdo na medida em que a enzima helicase avanca para quebrar as pontes de
hidrogénio entre as bases. Uma vez separadas as duas cadeias de DNA, a enzima
DNA polimerase promove a polimerizagdo das novas fitas de DNA. A enzima
sintetiza uma nova cadeia de DNA modelada a partir das bases nitrogenadas
presentes no DNA original. A polimerizacdo ocorre em sentidos contrarios nas
cadeias separadas pela helicase. Uma de 5' para 3' (cadeia lider) e na outra cadeia
da 3' para 5' (cadeia atrasada). Na cadeia atrasada os fragmentos de Okasaki
(pequeno fragmento de DNA com um primer de RNA no terminal 5') s&o ligados pela
enzima DNA ligase que atua antes do processo de polimerizacdo da enzima DNA
polimerase. O primer de RNA € um fio curto de RNA que sera orientado da posicao
5' pela DNA ligase para se ligar a cadeia de DNA pela enzima DNA polimerase. Ao
final da replicacdo do DNA tém-se duas fitas duplicadas idénticas a original
(WATSON et al., 2004).

A transcricdo € um processo de sintese de uma molécula de mRNA a partir
da informacdo bioldgica codificada na molécula de DNA. O mRNA contém a
informacédo que determina a sequéncia de aminoacidos de uma proteina. Sendo
assim, o mRNA direciona a sintese protéica. Em um fragmento de uma molécula de
DNA, mais precisamente em um gene delimitado por uma regido promotora (local
onde se inicia a sintese, que € processada da extremidade 5' para a 3' na cadeia de
DNA). A RNA polimerase mostrada na figura 2 sintetiza o0 RNA percorrendo a cadeia
de DNA até a outra extremidade do gene onde se encontra uma regido terminal da
sintese do RNA. Os fatores de transcricdo sdo proteinas que se ligam ao DNA e
auxiliam a enzima RNA polimerase a romper as ligacdes de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas dos dois filamentos de DNA. A RNA polimerase percorre o gene
e adiciona a cadeia uma sequéncia de ribonucleotidios de acordo com o pareamento
das bases nitrogenadas presentes no DNA (KEEDWELL et al., 2005). Ao final do
processo de transcricdo, a RNA polimerase se dissocia e é sintetizada uma nova
molécula de mRNA que serd utilizada no processo de traducdo de proteinas
(GOHLMANN et al., 2009).
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Figura 2 - O RNA polimerase percorre toda a cadeia de DNA e ajuda a romper as ligacfes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas. Durante o seu movimento ela adiciona a cadeia, uma
sequéncia de ribonucleotideos de acordo com o pareamento das bases nitrogenadas presentes no
DNA. Imagem obtida de MUN, 2011.

A traducéo é o processo de sintese de proteinas a partir de um mRNA, esse
processo é dividido em trés partes: iniciacdo, prolongacao e finalizacao (figura 3). O
MRNA possui na sua extremidade 3' a cauda poli A composta por uma sequéncia de
adeninas (A), as quais servem como protecdo contra a degradacdo enzimatica do
MRNA. Logo apos a cauda poli A o mRNA é composto por uma sequéncia de bases
e ao final da sequéncia estédo trés cdédons de finalizacdo (UGA, UAA ou UAG) que
irdo delimitar o término da traducdo. Na extremidade 5' do mRNA ha uma capsula de
metionina que indica o inicio de onde a subunidade menor do ribossomo se ligara
para iniciar o processo de traducao (LODISH et al., 2003).

O tRNA é uma molécula fundamental que contém um anticédon que é
complementar ao codon do mRNA o qual ira ligar-se. Os cédons sdo sequéncias de
trés nucleotideos do mRNA que na sintese de proteinas representam a codificacao
da informacdo genética para um determinado aminoacido ou para a terminacdo da
cadeia polipeptidica. O anticodon é também composto por uma sequéncia de trés
nucleotideos de acido ribonucléico transportador que se liga ao cédon de uma
molécula de MRNA (KEEDWELL et al., 2005).
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Figura 3 - Passos realizados para produzir proteinas através da traducdo. a) processo de
iniciacdo, b) processo de prolongacéo e c) terminacdo. Imagem obtida de UNM, 2002.

O processo de codificacao inicia quando a subunidade maior do ribossomo se
liga a subunidade menor para criar o sitio P e o sitio A. O primeiro tRNA ocupa o
sitio P, e € composto pela sequéncia AUG que codificara o aminoacido metionina
(Met), em seguida, o segundo tRNA entra no sitio A e € complementar ao segundo
cédon, entdo a metionina € transferida para o aminoacido do sitio A. O primeiro
tRNA é descartado deixando ligado a cadeia o aminoacido metionina. O ribossomo

move-se ao longo do mRNA e o proximo tRNA entra no sitio A para prolongar a
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cadeia de aminoacidos. Na medida em que o processo continua, a cadeia
polipeptidica & continuamente transferida para o tRNA do sitio A. Quando o cédon
de finalizagdo é encontrado no sitio A um fator de liberagdo entra no sitio e a
traducdo termina dissociando o ribossomo e dando origem a uma proteina
(PALSSON, 2006).

As proteinas comp&em cerca de 50 a 80% do peso seco da célula, sendo,
portanto, 0 composto organico mais abundante de matéria viva. Elas sdo polimeros
unidos por ligagcdes peptidicas (macromoléculas formadas pela unido de varias
moléculas menores: aminoacidos). Tem func¢des estruturais, ou seja, fornecem boa
parte da estrutura do citoesqueleto das células e fun¢bes enzimaticas, tais como a
producdo de enzimas que realizam vérias reagdes quimicas dentro das células. Sdo
responsaveis por carregar sinais de uma parte do organismo para outra, ou de uma
célula para outra. Atuam como um sistema de transporte, carregando moléculas
como o0 oxigénio na circulacdo sistémica. No sistema imunoldgico as proteinas
detectam patdégenos no organismo humano e ajudam a montar um sistema eficaz de
defesa imunologico (KEEDWELL et al., 2005).

2.2 Redes bioldgicas

As proteinas estdo organizadas em redes funcionais, responsaveis por
disseminar funcfes especificas dentro do organismo onde 0s nds que representam
as proteinas dentro de uma rede de interacbes estdo fortemente associados com
propriedades bioldgicas distintas (CARLSON et al., 2006). A descricdo completa da
funcdo de uma proteina requer o conhecimento de todas as proteinas com quem ela
interage. A partir de uma perspectiva funcional em grupo, a associacao forma uma
ligacéo fisica direta ou indireta, tal como a participacdo da proteina na mesma via
metabdlica ou processo celular (MERING et al., 2005; EISENBERG et al., 2000).

Na matematica uma rede de interacfes € chamada de grafo. A construcéo de
grafos de proteinas € definida por trés elementos principais: nés, médulos e vias
(figura 4). A primeira abordagem consiste nos nés que possuem alta conectividade e
abrangem 0s compostos e as reagdes que estdo associadas com uma determinada

proteina. A sinalizacdo de nds altamente conectados indicam ativacdo de proteinas
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que exercem func¢des importantes dentro do complexo funcional de uma célula
(PAPIN et al., 2005).

Modulos

Figura 4 - Trés caminhos englobam as redes de proteinas: n6s com alta conectividade,
modulos de sinalizacdo e vias com formacédo linear que conectam elementos de entrada e saida
(PAPIN et al., 2005).

A segunda abordagem engloba os médulos que s&o constituidos por grupos
de compostos e proteinas que funcionam juntos sob certas condicbes. Eles
representam as proteinas que desempenham funcdes relacionadas, ou seja, sao
proteinas muito conectadas que atuam em vias diferentes (PAPIN et al., 2005).

Como terceiro elemento as vias conectam as entradas de sinalizacdes as
sinalizacbes de saidas. Por exemplo: tal via pode ser a delimitacdo de todos os
passos da ligacdo de um fator de crescimento ao seu receptor até a posterior
ativacao de um fator de transcricdo que induz a expressao de genes alvos (PAPIN et
al., 2005). Em outras palavras, as vias determinam uma ligacdo funcional entre
proteinas que apresentam funcées semelhantes. Se a funcdo de uma das proteinas
€ conhecida, entdo pode-se inferir que as proteinas ligadas agem na mesma via ou
em complexos (EISENBERG et al., 2000). Dentro do contexto de vias, existem as
subvias que representam um conjunto de genes com funcdes bem especificas. Por
exemplo, pode-se definir a via de apoptose (morte celular) e uma subvia como um
caminho dentro da via de apoptose, ou seja, subvia extrinseca de apoptose.

Na teoria de grafos dirigidos, com interacdo em um Uunico sentido, um
caminho é uma cadeia de n0s conectados por arestas dirigidas, sem ramificagdes ou

ciclos. As vias nestas redes podem representar, por exemplo, um caminho de
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transformagcdo de um nutriente em um produto em uma rede metabdlica, ou seja,
dentro de um caminho de transformacgao a via relaciona-se com a interacéo entre as
proteinas necessarias para desencadear uma funcdo especifica (AITTOKALLIO et
al., 2006).

O conjunto de interagdes que ocorrem em uma via dependem de funcdes
individuais, onde, cada um dos nés ir4 segregar funcdes que irdo ativar ou inibir
produtos que atuardo em outros elementos da via, ou, em outras proteinas que irdo
desempenhar outras funcdes relacionadas. Uma alteragdo em um elemento da via
podera interromper a conexao entre genes informativos que agem antes e depois do
elemento alterado. Isso € similar a uma ruptura em uma linha telefénica entre duas
cidades. Muitas vezes é possivel que os dois grupos de proteinas isolados ainda
terdo alguns elos de comunicacéo, apesar de terem perdido a capacidade de ter
uma atividade completa na via especifica (AITTOKALLIO et al., 2006).

Considerando o grande numero de organismos e as informacgdes relevantes
associadas as vias, alguns bancos de dados visam simplificar o acesso a
informacfes e a conjuntos de genes relacionados a fungcbes especificas em um
determinado organismo. O National Cancer Institute - Pathways Interaction
Database é um banco de dados publico que armazena vias relacionadas ao
desenvolvimento do cancer. Além das vias curadas do NCI - Nature o banco de
dados apresenta vias importadas dos bancos de dados BioCarta e Reactome. As
vias relacionadas ao cancer poderdo ser encontradas em ambiente virtual’ (mais
informacdes sobre os bancos de dados de vias e de genes estdo apresentadas na
secao 2.4).

As analogias entre as vias e as redes de proteinas estdo intimamente
relacionadas quando se pretende integrar as funcdes isoladas em cada conjunto de
genes. Alguns bancos de dados visam simplificar o acesso a essas informacdes,
fornecendo um conjunto abrangente, mas com controle das interacbes entre as
proteinas (MERING et al., 2005). O banco de dados String integra varias
informacfes de associacdo entre proteinas a partir de mineracdo de bases de dados
e da literatura, além de previsbes com base em analise do contexto genémico. Na
versao 8.0, publicada em 2009, sdo encontradas mais de 2,5 milhdes de proteinas

em 630 organismos (JENSEN et al., 2009). As interacfes entre as proteinas de cada

! Disponivel em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov >
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organismo sdo associadas por seis comparagcdes gendmicas sistematicas. As
interacdes por conservacao de genes vizinhos englobam proteinas que possuem um
vinculo funcional. Muitas vezes um dos dois genes é um regulador de transcricao
visando o gene vizinho (JENSEN et al., 2009). A associacdo de genes por eventos
de fusdo explora o fato de que as familias de determinadas proteinas em uma dada
espécie consistem em dominios fundidos que normalmente correspondem ao
comprimento total de proteinas em outras espécies. Essas proteinas foram definidas
como proteinas de fusdo e suas familias como componentes de proteinas
(ENRIGHT et al.,, 1999). As interacbes de co-ocorréncia ocorrem quando ha
transferéncia de interacfes entre organismos, duas proteinas que interagem em um
organismo servirdo de evidéncia para a interagdo em outro organismo (JENSEN et
al., 2009). Coexpressdo exibe interacbes entre as proteinas que apresentam
expressdes semelhantes a partir da expresséo de um primeiro gene (JENSEN et al.,
2009). As interacdes experimentais sdo extraidas de experimentos "in vitro" onde
ocorre a ligacdo de duas proteinas. As interacdes por bancos de dados incluem
interacdes procedentes de outros bancos de dados. E, por fim, as interacdes por
mineracao de texto sdo extraidas através de interacfes de proteinas publicadas em
resumos e em outros textos cientificos (MERING et al., 2007). Toda pesquisa de
interacdes entre proteinas processadas pelo banco de dados String sdo ainda
complementadas pela analise de confianca que inclui uma normalizacdo pelo

numero de espécies abrangidas e pelos genes envolvidos (MERING et al., 2003).

2.3 Mecanismos de manutencédo do genoma na evolucao do cancer

Os tumores sao formados por células que perderam a capacidade de montar
e criar tecidos com formas e fun¢des normais. Desta forma, o cancer € visto como
uma doenca do mau funcionamento celular (WEINBERG, 2007). Através de uma
sequéncia de mutacdes aleatérias uma célula perde a capacidade de regular seu
crescimento. Com o desenvolvimento acelerado e o rompimento de barreiras que
contribuem para a evolugdo das mutacdes, as células continuam a se dividir
acumulando mais alteragdes e contornando protecdes que impedem a evolucdo de

danos (JEFFORD et al., 2006). O resultado do acamulo de muta¢gdes sera um tumor
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formado exclusivamente por uma massa de células malignas. Na medida em que se
multiplicam, as células malignas podem invadir a corrente sanguinea e entrar em
metastase espalhando-se para outros 6rgdos dando origem a um tumor mais
agressivo (WEINBERG, 2007). Com a evolucgéo das alteragbes, o cancer aumenta o
seu indice de proliferacdo seguido da perda da adeséo celular, reparacdo do DNA e
morte celular programada (CASTRO et al., 2007).

Vincent e Gatenby em 2008 descrevem trés etapas importantes na formagao
do cancer. No processo conhecido como iniciagdo, ocorre a exposicdo das células a
agentes mutagénicos, tais como, virus, agentes quimicos, irradiacdes ou por fatores
hereditarios. No passo de promocdo do desenvolvimento, o tumor pré-maligno
apresenta poucas alteracdes no tecido e pode ainda regredir a um tecido normal. Na
progressdo do tumor pode ocorrer uma transformacdo maligna, o tumor toma
caracteristicas proprias e se dissocia do tecido normal (VINCENT et al., 2008).

O pré-cancer possui potencial para causar alteragcbes em tecidos sadios.
Embora exista uma pré-disposicdo maligna, o pré-cancer podera regredir a um
tecido normal ou ter a proliferacéo tumoral estagnada. O adenoma € um tipo de pré-
cancer com origem glandular onde sdo observadas inumeras alteracoes
(WEINBERG, 2007). Vassilis Gorgoulis e colaboradores (2005) propuseram que em
adenomas ha estresse na replicacdo do DNA, o que leva as quebras em fitas duplas
no DNA (DSB) e a mutacdes no gene TP53 (Proteina 53 ou tumor protein 53, p53)
(GORGOULIS et al.,, 2005). As DSBs sdo danos agressivos que podem ser
reparados por dois diferentes tipos de mecanismos. O primeiro deles conhecido
como reparo por recombinacdo homéloga (HR) obtém informacdes de cromossomos
homélogos para reparar o DNA duplamente quebrado (ALBERTS et al., 2002). O
segundo mecanismo envolve o reparo por terminacdo ndo homaologa (NHJ), onde o
reparo é realizado pela unido aleatoria de quaisquer extremidades do DNA
(FERGUSON et al.,, 2000). Além dos reparos por terminacdo ndo homéloga e
recombinacédo, existem outros mecanismos de reparo que irdo corrigir as quebras
nas fitas simples no DNA (DSS) gerados pela exposicdo a agentes cancerigenos,
tais como a luz ultravioleta. Segundo Wood e colaboradores existem trés tipos de
reparos que requerem funcBes diferentes e irdo corrigir as alteracdes provocadas
aos nucleotideos (WOOD et al., 2001):

- Reparo por excisdo de nucleotideos (NER): este reparo inclui a distor¢cdo da

dupla hélice do DNA e a danos causados a fita simples. O NER retira 0s
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nucleotideos danificados em blocos e adiciona um novo nucleotideo que sera
alocado no ponto onde ocorreu o dano ao DNA.

- Reparo por excisdo de bases (BER): ocorre quando os agentes mutagénicos
atingem as bases nitrogenadas. O BER remove a base defeituosa por um processo
de clivagem da ligagdo base nitrogenada (desoxirribose), seguida pelo
preenchimento da base correta por acdo da DNA polimerase.

- Reparo de bases mal pareadas (MMR): este reparo é responsavel pela
correcao de erros realizados na replicacdo do DNA e na recombinacdo de genes
gue resulta em um mau pareamento dos nucleotideos.

A proteina p53, conhecido como supressor de tumor, age como um fator de
transcricdo, que se liga a enzima RNA polimerase permitindo a transcricdo do RNA.
O estresse na replicagdo do DNA provoca mutacbes do TP53 que por sua vez
apresenta abrangente importancia na prevencao de tumores. Na fase G; do ciclo
celular a proteina p53 atua como uma barreira que impede a propagacédo de danos
ao DNA. Ela sinaliza outras proteinas que ativardo a morte celular programada ou a
senescéncia, impedindo a progressédo do dano. Se as altera¢des atingirem o TP53 é
possivel que o dano seja transferido as novas células e uma sucessao de mutacoes
ocorra dando origem a um tumor maligno (WEINBERG, 2007). Para garantir a
transmissdo de alta fidelidade da informacdo genética, as células desenvolveram
mecanismos para monitorar a integridade do genoma (pontos de verificacdo) que
irdo responder ao dano no DNA, ativando vias complexas de resposta. Sao os
mecanismos de manutencdo do genoma (GMM) que garantem a integridade do
genoma e sobrevivéncia da célula. Estas vias incluem a parada do ciclo celular, a
morte celular programada, o reparo e a recombinacdo do DNA (HOEIJMAKERS et
al., 2007; CASTRO et al., 2007; SIMAO et al., 2010).

Os pontos de verificacdo do ciclo celular garantem a fidelidade da proliferacao
celular em cada fase celular. A funcdo mais importante dos pontos de verificacdo &
de avaliar os danos ao DNA e tentar corrigi-los através de sinais que inibem a
divisdo celular para que o reparo seja realizado. Caso o reparo néo seja atingido os
pontos de verificacdo poderdo ativar mecanismos de destruicdo da célula através da
morte celular programada (apoptose) (KASTAN, et al., 2004). Dependendo da fase
da divisdo celular em que ocorram as alteracdes ha ativacdo de diferentes pontos de
verificacdo: Na Fase G; do ciclo celular ocorre a decisédo de continuar a divisdo

celular ou ndo. Nesta fase a presenca de alterac6es no DNA podera levar a célula a
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uma fase de parada temporaria chamado de Gq ou interfase indefinida (quiescente).
Dependendo do tipo de dano e da célula, poderd ocorrer uma estimulagdo e o
retorno da célula ao ciclo celular, caso contrario, a célula podera atingir o estagio de
senescéncia. No final da fase G2, ocorre o segundo ponto de verificagcdo do ciclo
celular. Se a célula ultrapassar essa barreira de controle ocorrem processos
moleculares que sinalizam o inicio da mitose (WEINBERG, 2007).

A senescéncia é conhecida como um processo natural de envelhecimento
celular que envolve a deterioragcédo dos teldmeros e ativacdo de genes supressores
de tumor que impedem a transformacdo de uma célula senescente em um cancer.
(BARTKOVA et al.,, 2006). Os telomeros séo localizados nas extremidades dos
cromossomos e ficam mais curtos na medida em que os filamentos do DNA
telomérico se dividem. Algumas proteinas apresentam dificuldade em rearranjar o
DNA para que ocorra a divisdo celular, quando essas proteinas ndo conseguem
encontrar o inicio do DNA para que ocorra a copia, o teléomero diminui. Quando os
teldmeros atingem um tamanho critico podem ocorrer fusdes entre 0S cromossomos
e estes poderdo se prender uns nos outros e provocar alteracdes celulares, por esse
motivo a célula é programada para cessar as divisdbes e entrar em senescéncia
(HOLDBROOK et al., 1996).

A senescéncia pode ser desencadeada também por danos ao DNA e tem
como objetivo proteger o organismo contra o desenvolvimento do cancer. Em
tecidos epiteliais a incidéncia de cancer ocorre exponencialmente com a idade e
associado a esse processo, ha uma maior participacdo dos processos senescentes.
A partir dos 50 anos de idade, os seres humanos adotam uma capacidade
exponencial de transformar tecidos normais em cancer. Esse fator exponencial varia
de 1 para cada 2 homens e 1 para cada 3 mulheres. Dentro deste contexto estédo
associados alguns fatores que contribuem para a carcinogénese, tais como, a
ativacdo de oncogenes e a perda de genes supressores de tumor. Em alguns
estudos recentes 0s autores sugerem que as alteracdes nos estromas, que fazem
parte de um grupo de células compostas por fibroblastos, vasos sanguineos e
células inflamatdrias, crescem em conjunto com as células cancerosas e colaboram
para uma transformacédo maligna. A presenca dos fibroblastos em alguns tipos de
canceres epiteliais pode promover o crescimento do epitélio e do cancer. Além
disso, a rede inflamatodria tem sido implicada na formac&o tumoral proporcionando

novas pesquisas sobre a influéncia dos estromas epiteliais no cancer. Desta forma,
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tem-se analisado a influéncia da senescéncia na formacdo da carcinogénese
epitelial, com énfase na mobilizacdo das redes inflamatoérias presentes nos estromas
e que tem efeito sobre a formacgéao do cancer epitelial (SHAN et al., 2010).

Para criar uma barreira que impede a evolucdo do cancer, em células pré-
cancerosas, ocorre um encurtamento prematuro dos teldmeros que acionam a
senescéncia. Assim a senescéncia torna-se um mecanismo eficiente para suprimir o
desenvolvimento do cancer (COLLADO et al.,, 2007). Quando algumas proteinas
nao conseguem corrigir determinados erros em seu DNA ocorre a eliminagéo
completa da célula, chamada de apoptose ou suicidio celular programado.

Células que apresentam um DNA muito danificado eliminam a si mesmas
para nao prejudicar o DNA como um todo. A autodestruicdo celular causada pela
apoptose € um fendmeno bastante rapido que tem inicio pela retracdo da célula
causando perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas
(GRIVICICH et al., 2007). A morte celular pode ocorrer nas mais diversas situagoes,
como por exemplo, na resposta inflamatéria causada pela liberacdo do conteudo
celular ou por autofagia que ocorre em resposta a um estresse metabdlico que
resulta na degradacéo de componentes celulares (RANGANATH et al., 2003).

A ativacao da via de Apoptose evita a propagacao do fendtipo mutador e a
sua inibicdo provoca a incapacidade de responder adequadamente ao dano do DNA
0 que leva a instabilidade genética e ao aumento da taxa de desenvolvimento de
cancer (ZHIVOTOVSKY et al., 2004). O acumulo de mutacdes que ocorrem ao longo
da evolucao da doenca, elimina genes supressores de tumor e ativa outros genes de
promocao do crescimento aumentando a instabilidade gendmica (MARX, 2002).

Algumas causas da instabilidade genética estdo associadas com mutacfes
em vias de Reparo por excisdo de nucleotideos (NER), Reparo por excisdo de bases
(BER), Reparo de bases mal pareadas (MMR) ou por Recombinac¢édo de genes. Em
mutacbes germinativas que estdo associadas a sindromes e a hereditariedade
podem ser encontrados genes alterados relacionados aos trés sistemas de reparo
citados acima. Por exemplo: Na Polipose Adenomatosa h& genes alterados
relacionados a MMR e BER e na Xeroderma Pigmentosa as alteracdes sao
relacionadas a NER (MOMBACH et al., 2008). Desta forma, a instabilidade
genbmica torna as células pré-cancerosas suscetiveis a novas mutacdes e ao
desenvolvimento de novas aberracées (HOEIJMAKERS et al., 2001, MOMBACH et
al., 2008).
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No processo de transformacao tumoral a ativacao de algumas vias forma uma
barreira de progressdo do céancer (HALAZONETIS et al., 2008). No modelo de
Thanos Halazonetis mostrado na figura 5 ha evidéncias de que na evolucéo tumoral
em tecidos de pré-cancer exista uma barreira envolvendo a ativacdo das vias de
apoptose e DDR que resiste a transformacdo maligna, mas que € rompida mais
tarde dando origem a um tecido maligno. Segundo o modelo de Halazonetis os
oncogenes induzem um estresse na replicacdo do DNA levando a formacdo de
DSB's e consequentemente a ativacdo do gene TP53 que induz a apoptose e a
senescéncia para barrar a evolugao tumoral. A origem do estresse replicativo ocorre
provavelmente pela desregulacdo do ciclo celular através de oncogenes que
aumentam a atividade das quinases dependentes de ciclinas (cdk’s) e que atuam
nas fases G1 e S. A constante formacdo de quebras duplas do DNA associada a
instabilidade gendmica leva ao acumulo de mutacdes e a progressao ao cancer. Na
figura 5a é mostrada a barreira anticincer em tecidos pré-cancerosos, onde
percebe-se uma diminuicdo da proliferagcdo celular e aumento da morte celular
programada e da resposta ao dano do DNA (DDR) (HALAZONETIS et al., 2008). A
diminuicdo da proliferacdo em tecidos pré-cancerosos € notéria quando ha ativacao
dos pontos de verificacdo do ciclo celular, que irdo ativar mecanismos responsaveis
pela reparacdo do DNA (HALAZONETIS et al., 2008, BARTKOVA et al., 2006).

Na figura 5b é mostrado o modelo de danos ao DNA provocado por
oncogenes. O modelo pode ajudar a explicar muitas caracteristicas do cancer
através da ativacdo de oncogenes que levam os tecidos sadios a uma proliferacéo
aberrante. Com a ativacdo dos promotores tumorais ha um estresse replicativo
seguido de DSB. Segundo o modelo as principais proteinas que irdo ativar a
resposta aos danos serdo a atm e atr que irdo acionar a p53. Em pré-cancer a p53
ativa a apoptose e a senescéncia para conter os defeitos inerentes e com isso barrar
um possivel estresse na replicacdo que podera levar a célula a uma proliferacao
aberrante. Na figura 5b é possivel verificar ainda que a instabilidade gendémica é
seguida pela instabilidade cromossémica (CIN) em cancer provocando uma adicéo
de genes mutantes o que facilita o desenvolvimento do céancer e a formacédo de
metastase (HALAZONETIS et al., 2008).
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Figura 5 - (a) Barreira de evolucdo do cancer em lesdes pré-cancerosas (preCA). O indice de
proliferacdo (P.l.), o indice de resposta ao dano do DNA (DDR.l.) e o indice de apoptose e
senescéncia (A./S.l.) sdo mostrados para os tecidos normais, pré-cancer (preCA) e cancer de
pulmdo, melanoma e colorretal. (b) Modelo de danos do DNA provocado por oncogenes na
progressao e no desenvolvimento do céncer. A instabilidade gendmica € um resultado direto dos
oncogenes que sdo ativados por estresse na replicacéo ou por DSB no inicio do desenvolvimento do
cancer, a instabilidade gendmica € seguida pela instabilidade cromossémica (CIN) em céancer
provocando uma adi¢do de genes mutantes o que facilita o desenvolvimento do cancer (adaptada de
HALAZONETIS et al., 2008).
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A transformacédo do fen6tipo de uma célula normal em um fendétipo alterado é
observada em tumores que surgem de duas formas: a primeira delas é baseada no
acumulo de anomalias genéticas observadas ao longo do periodo de vida,
chamadas de mutac6es somaticas e que aparecem na maioria dos tumores sélidos,
e em segundo lugar aparecem as mutacfes germinativas que sdo passadas aos
descendentes de forma hereditaria (CASTRO et al., 2007).

A probabilidade da ocorréncia do fendtipo mutador € maior em tecidos
renovaveis, como as glandulas, pele, prostata e colorretal. A alta taxa de proliferacéo
celular destes tecidos prejudica a integridade do genoma, onde se observa uma
maior probabilidade de aquisicdo e propagacdo das mutacdes deletérias que
contribuem para o aumento de transforma¢gdes malignas ao longo do tempo de
laténcia da doencga (LOEB, 2001).

2.4 Bancos de dados em biologia sistémica

Os bancos de dados em biologia sistémica sdo essenciais para 0
armazenamento e gerenciamento da grande demanda de informagcdes. A maior
dificuldade dos cientistas é desenvolver um padrédo de armazenamento de dados, 0
gue causa hoje uma enorme dificuldade em integrar diferentes bancos e
informacdes. Essa dificuldade foi solucionada com a criacdo de alguns bancos de
dados usados para padronizar as descobertas provenientes do projeto genoma
humano (WATSON,1990). O Gene Nomenclature Committee (HUGO) € um banco
de dados de genes, utilizado para atribuir um Gnico simbolo e nome a mais de 32 mil
genes, dos quais mais de 19 mil codificam proteinas (POVEY et al., 2001). Além do
HUGO outros bancos de dados se destacam como repositérios de dados: Biocarta,
Reactome, Kegg, Gene Ontology (GO) e National Center for Biotechnology
Information (NCBI) que s&@o grandes repositorios de informacBes moleculares
provenientes de varios organismos. Uma descricdo dos seus enderecos virtuais é
apresentada na tabela 1.

Os genes encontrados no banco de dados Gene Ontology apresentam
evidéncias fisicas inferidas por curadores que extraem informacgdes relevantes que

apoiam a participacdo dos genes em determinadas funcdes. Os codigos de



33

evidéncias do GO se dividem em: experimental, analise computacional, declaragcédo
de autores e declaracdo de curadores.

Entre as evidéncias do GO cabe salientar as trés mais especificas:

- Inferida a partir de fenotipo mutador (IMP): sé@o evidéncias que implicam em
mutacdes que resultam em deficiéncia parcial ou completa que possam perturbar o
funcionamento normal de outros genes;

- Inferida a partir de Interacdo genética (IGI): apresentam evidéncias como
complementacgdo funcional ou até mesmo de genes retirados do fenotipo de uma
mutacao em um gene diferente;

- Inferida a partir da declaracdo de autores (NAR): sdo evidéncias de genes
gue foram declarados por autores em resumos, introduc¢des ou discussdes onde nao

é possivel rastrear a publicagéo original.

Tabela 1 - Lista de bancos de dados de genes e proteinas com 0s seus respectivos sitios.

Nome Sitio
http://www.biocarta.com/

Biocarta
Reactome http://www.reactome.org
Kegg http.//www.genome.jp/keqa/

http://www.geneontology.orqg/

Gene Ontology (GO)

http://www.pid.nci.nih.gov/

National Cancer Institute

National Center for Biotecnology http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/
Information (NCBI)

Existem também bancos de dados que sdo usados para armazenar uma
grande quantidade de estudos gerados a partir de microarranjos. O banco de dados
Gene Expression Omnibus (GEO) € um repositério publico funcional de dados usado
para armazenar transcriptomas (EDGAR et al.,, 2002). O banco de dados é
composto por 777.727 amostras e 9.993 plataformas divididas em mais de 29 mil
estudos (mircroarranjos) diferentes (GEO, 2012). O GEO é considerado o maior
banco de dados de microarranjos e nele estdo depositados transcriptomas
fabricados por diversas empresas em destaque a Affymetrix Gene Chip. A Affymetrix
€ uma empresa fundada em 1992 por Stephen Fodor e tem como obijetivo fabricar
microarranjos de DNA (GOHLMANN et al., 2009).


http://www.biocarta.com/
http://www.reactome.org/
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.geneontology.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.4.1 Ontologia Ontocancro 1.0 e 2.0

A falta de um vocabuléario unificado para genes, subvias e vias de
manutencdo do genoma e estabilidade genémica fez com que o grupo?
desenvolvesse a ontologia Ontocancro (LIBRELOTTO et al., 2009). A ontologia €
um modelo de dados que representa um conjunto de conceitos dentro de um
determinado dominio e os relaciona entre si. O banco de dados € baseado em uma
ontologia que busca organizar e integrar as informagdes de interatomas e
transcriptomas disponiveis a partir dos bancos de dados da tabela 1 (LIBRELOTTO
et al., 2009, SIMAO et al., 2010). A ontologia é formada por vias chamadas de vias
Ontocancro, disponiveis na versédo 1.0 da ontologia Ontocancro, e por subvias que
apresentam funcdes GMM mais especificas que as vias. As vias Ontocancro, s&o
formadas por genes citados na literatura e bases de dados com evidéncias de
envolvimento em GMM e que nao estdo incluidas na definicdo de vias especificas
em outros bancos de dados. As vias Ontocancro abrangem as seguintes vias
(LIBRELOTTO et al., 2009):

- Apoptose (APO)

- Reparo por excisdo de nucleotideos (NER);

- Reparo por excisédo de bases (BER);

- Reparo por recombinacdo homologa (HR);

- Reparo de bases mal pareadas (MMR);

- Reparo por terminacdo ndo homoéloga (NHJ)

- Ciclo celular (CC)

- Estabilidade cromossémica (CS)

As subvias disponiveis na versado 2.0 da ontologia foram extraidas do banco
de dados National Cancer Institute, Reactome e Biocarta, além de algumas outras
subvias que foram incluidas a partir da literatura. Todas as vias implementadas na
ontologia Ontocancro sdo curadas e suas informacdes mais relevantes sao extraidas
de diferentes repositorios. Entre estas informacdes buscadas nos bancos destaca-se
a descricdo do gene extraida do Banco de dados String, o simbolo aprovado pelo

HUGO e o Entrez Gene, que € um identificador numérico do gene.

? Projeto desenvolvido pelo grupo de pesquisa, referenciado por: Giovani H. Librelotto, José
C. M. Mombach, Marialva Sinigaglia, Eder M. Sim&o, Heleno B. Cabral, Mauro A. A. Castro, Karlise
Soares e Cristhian Augusto Bugs.
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A Ontocancro 2.0%, é um banco de dados em desenvolvimento que além de
integrar informagdes de vias e subvias de manutengdo do genoma envolvidas no
ciclo celular, resposta ao dano do DNA, apoptose e senescéncia integra também
estudos de microarranjos envolvidos em cancer extraidos do banco de dados Gene
Expression Omnibus (GEO). Em sua ultima atualizagdo o banco disponibiliza quatro
estudos:

1- Série GSE4183 de colorretal (colon): com 8 estudos de tecido normal, 15
estudos de processo inflamatério, 15 estudos de adenoma e 15 estudos de
carcinomas (GSE4183, 2007);

2- Série GSE10927 do cortex adrenal: com 10 estudos de tecidos normais, 22
estudos de adenomas e 33 estudos de carcinomas (GSE10927, 2009);

3- Série GSE19650 de pancreas: com 7 estudos de tecidos normais dos
dutos pancreéticos, 6 estudos de adenoma mucinoso papilar e 6 estudos de
carcinoma mucinoso papilar do pancreas (GSE19650, 2010);

4- Série GSE27155 de tiredide: com 4 estudos de tecidos normais da tiredide,
17 estudos de adenoma foliculares da tiredide e 13 estudos de carcinoma folicular
da tire6ide (GSE27155, 2011).

Os quatro estudos encontrados na Ontocancro 2.0 foram normalizados com
MAS 5.0 com chamadas de P/M/A (presente, marginal e ausente). Mais informacdes
sobre normalizacdes estdo disponiveis na secdo 2.5.1 e informacdes adicionais

sobre a ontologia Ontocancro 1.0 e 2.0 podem ser encontrados em ambiente virtual®.

2.5 Microarranjos

A expressao génica corresponde a varios eventos e inicia pela transcricdo do
gene no nucleo até a traducdo do mRNA no ribossomo. Assim a expressado génica
corresponde ao processo em que a informacao codificada por um determinado gene
€ compilada em uma molécula. Com algumas excecdes as células que constituem o
organismo humano possuem a mesma carga genética, ou seja, 0 mesmo DNA. O

gue diferencia dois grupos celulares morfologicamente distintos sdo os genes

® Disponivel em <ontocancro.inf.ufsm.br >
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expressos e 0s niveis de expressdo desses genes (WATSON et al., 2004). Para
medir os niveis de expressdo dos genes sdo usadas Varias técnicas experimentais
e, uma delas, os microarranjos se destacam na biologia sisttmica desde a sua
descoberta em 1982 (AUGENLICHT et al., 1982).

Os microarranjos sao usados para medir grandes quantidades simultaneas de
niveis de expresséo de transcritos e consistem em conjuntos ordenados de milhares
de moléculas de DNA organizadas em sondas. A Affymetrix GeneChip produz
sondas que sdo fixadas quimicamente a uma superficie solida (chip) com
aproximadamente 1,3 cm x 1,3 cm de area, composta por vidro, nylon ou chip de
silicio (figura 6). Em cada uma das sondas estédo imobilizados oligonucleotideos. Os
oligonucleotideos sédo fragmentos curtos com aproximadamente 25 bases de uma
cadeia simples de DNA ou RNA. Nos microarranjos fabricados pela Affymetrix séo
encontradas sondas que identificam a expresséo de genes e hibridiza¢des cruzadas,
(tabela 2).

G.onécrﬁp

Figura 6 - Imagem de um microarranjo da Affymetrix com 1,3 cm x 1,3 cm de superficie
(GOHLMANN et al., 2009).

Cada conjunto de aproximadamente 8 sondas impressas em um chip é
chamado de probset. O conjunto de probsets ira definir a expressdo de um
determinado gene. Em geral as probsets variam entre 20 a 55 mil dependendo do
tipo de andlise desejada (GOHLMANN et al., 2009). Para verificar o nivel de
expressdo de uma amostra celular sdo extraidas amostras do mRNA (in vivo) e
convertidas em DNA complementar (cDNA) (por transcriptase reversa) em dupla fita

para que ocorra uma amplificacdo linear da amostra. Esse processo inicial €
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importante também para garantir a estabilidade e criar um modelo de DNA que sirva
para a sintese de RNA complementar (cCRNA) biotinilado (in vitro) em fita simples. No
processo seguinte o cRNA é purificado com particulas magnéticas e quantificado
espectrofotometricamente. O cRNA purificado € fragmentado, a fim de facilitar a
hibridizacdo com os oligonucleotideos presos nas sondas do chip (BECKER et al.,
2003).

Tabela 2 - Interpretacdo das sondas em um chip Affymetrix. A primeira coluna indica a
terminagdo da sonda. A segunda coluna traz informagdes do conjunto de sondas. Na terceira coluna
sdo destacadas as dificuldades de interpretar o sinal obtido pelos conjuntos de sondas. A Ultima
coluna refere-se ao tipo de arranjo Affymetrix em que eles sdo usados (GOHLMANN et al., 2009).

Sonda Descri¢ao Questoes Affymetrix

Conjunto de sondas Unicas.
Contém sondas que medem
sequéncias especificas de uma
transcri¢dao Unica

_at HG-U133

TranscrigOes alternativas. . o
. O sinal da expressao ndo pode ser
Reconhecem transcritos

a_at . atribuido a uma transcrigdo simples, "Plus Array"
cruzados para uma determinada © s .
portanto é dificil de interpretar

familia de genes

Conjunto de sondas com

e O sinal da expressao ndo pode ser
hibridizacado cruzadas para um

_s_at . . atribuido a uma transcrigdo simples, HG-U133
determinado conjunto de C s .
a portanto é dificil de interpretar
sequéncias
Pelo menos Além da transcricdo alvo, ha
algumas sondas hibridizam hibridizac6es imprevisiveis,
x_at § e coes Imp HG-U133
- - cruzadas com sequéncias de resultando em um sinal que pode ser
outros alvos para o chip dificil de interpretar

Com a ajuda de uma solucéo de hibridizacdo e de um marcador fluorescente
(Estreptavidina Ficoeritrina) o cRNA se ligara ao microarranjo. Apos algum tempo a
solucdo excedente sera removida por um processo de lavagem que eliminara os
cRNA que ndo se hibridizaram ao microarranjo. Cada cRNA ligado a um
oligonucleotideo é excitado usando um scanner a laser e as posicdes e intensidades
das emissdes fluorescentes sdo capturadas e convertidas em dados que sao
transferidos para um sistema de arquivos (BECKER et al., 2003). Uma sintese do

processo de formacéo de imagens em microarranjos esta descrita na figura 7.
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Figura 7 - Viséo geral simplificada do protocolo Affymetrix de analise do nivel de expressao.
A partir do mRNA é gerado um cDNA usado na transcricdo in vitro, resultando em uma fita simples de
cRNA biotinilado que serd fragmentado e hibridizado com os oligonucleotideos das sondas. As
intensidades fluorescentes sdo adquiridas com um scanner a laser. Imagem adaptada de BECKER et
al., 2003.

Para cada mRNA analisado ha um conjunto de aproximadamente 8 sondas
(probset) diferentes que hibridizam os fragmentos do cRNA em diferentes posicoes
ao longo da sequéncia de mRNA. Os microarranjos produzidos pela Affymetrix
contém milhares de dezenas de conjuntos de sondas em seus chips. As sondas sao
selecionadas de tal forma que a sequéncia dos fragmentos representa uma parte de
uma sequéncia dos genes que serdo detectadas. Estas sondas sdo chamadas de
"par perfeito” (PM - Perfect Match). Uma sonda PM deveria ser Gnica para um
determinado mRNA eliminando os falsos sinais de transcricdbes que poderiam se
ligar a sondas devido a similaridade da sequéncia de bases (BECKER et al., 2003).
Os microarranjos da Affymetrix usam outro tipo de sonda chamada de "par
incompativel" (MM - Mismatch). As sondas MM também possuem 25 bases de
oligonucleotideos com a mesma sequéncia da sonda PM, mas eles contém uma

Unica base modificada na posicdo 13. Estas sondas tém a intengdo de detectar a
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quantidade de sinal inespecifico e também os fundos de escala detectados pelas
sondas PM. Nos ultimos anos tém sido demonstrado que as sondas MM ndo apenas
detectam sinais inespecificos, mas também detectam mesmas transcricbes que 0s
seus homdlogos em PM (GOHLMANN et al., 2009).

2.5.1 NormalizagGes de microarranjos

Devido as impurezas geradas durante o processo de hibridizacdo e deteccao
dos niveis de expressdo das amostras de mRNA, os dados gerados a partir do
protocolo Affymetrix devem passar por um processo de normalizacdo. Os dados
armazenados em arquivos .CEL apresentam todas as informacdes dos valores de
expressdo e localizagcdo para todas as sondas na imagem produzida pela
hibridizacdo do microarranjo (GOHLMANN et al., 2009).

Existem inUumeros métodos de normalizacdo e correcdo do ruido de fundo
para os microarranjos, porém alguns sao 0s mais importantes:

e Microarranjo suite versédo 5 (MAS 5.0 - Microarray Suite Version 5.0),

e Meédia robusta de multiplos chips (RMA - Robust Multichip Average)
(IRIZARRY et al., 2003),

e RMA para Affymetrix GeneChip (GCRMA - GeneChip Affymetrix RMA)
(GOHLMANN et al., 2009, WU et al.,2004).

e MAS 5.0 com chamadas P/M/A (Presente/Marginal/Ausente)

A aplicacdo dos métodos de normalizacdo, MAS 5.0, RMA, GCRMA e MAS
5.0 com chamadas P/M/A em arquivos no formato .CEL podem ser aplicadas pelos
pacotes de dados de normalizacéo disponiveis pela base de dados do Bioconductor.
A base de dados é o resultado de um projeto iniciado em 2001, que tem por objetivo
proporcionar 0 acesso a analises estatisticas e graficas de dados genémicos e,
ainda, facilitar a integracdo de bancos de dados na analise de dados experimentais.
Os pacotes do Bioconductor sao aplicados pela linguagem estatistica de
programacao R e apresenta 460 pacotes de dados desenvolvidos para a andlise de
microarranjos. Cada pacote é desenvolvido em estruturas de coédigos que
desempenham funcdes diferenciadas para a interface do Bioconductor. Para efetuar
os calculos de normalizagdo, MAS 5.0, RMA, GCRMA e MAS 5.0 com chamadas



40

P/M/A o software utiliza pacotes especificos que poderdo ser adquiridos em
ambiente virtual* (GENTLEMAN et al., 2004).

2.5.2 Andlises estatisticas de expressdes de vias genéticas

A analise de vias e subvias em microarranjos € alimentada por métodos que
envolvem raciocinios e suposi¢fes diferentes. Devido a grande dimensao dos dados
de microarranjos e também pela grande variabilidade na expressdo de genes
isolados, podem ser usadas metodologias de andlise de microarranjos destinadas
especificamente a estudos isolados. Desta forma, dependendo da aplicagcéo existem
aproximacoes estatisticas que variam de acordo com o tipo de microarranjos. Por
exemplo, na andlise por representacdo excedente ha uma procura por vias
enriquecidas com genes significativos. A partir de uma lista de genes é aplicado um
teste hipergeométrico que avaliard a super-expressdo do conjunto. O teste
hipergeométrico que € descrito através de uma distribuicAo de probabilidades
discreta € usado para calcular a probabilidade de conter genes diferencialmente
expressos do que seria esperado por acaso (GOHLMANN et al.,, 2009). Outro
método que se destaca € a contagem funcional de classes que € usado em
microarranjos que apresentam baixos valores p (p-value) em suas amostras. O valor
de p € a probabilidade de obter-se uma estatistica de teste no minimo tdo extrema
como o que foi realmente observado, muitas vezes o valor de p é menor que o nivel
de significancia que geralmente varia entre 0,05 e 0,1. Esse método € usado para
calcular uma pontuacdo que define as alteracdes significativas de todos os genes
incluidos na analise. Um terceiro método analisa 0os conjuntos de genes diretamente
ligados a conjuntos pré-definidos com o objetivo de identificar as mudancas de
expressao entre essas vias (GOHLMANN et al., 2009).

Castro e colaboradores (2007) introduziram outro método de analise direto de
expressdo de vias e subvias. Os célculos da atividade relativa e da diversidade
relativa sdo usados para avaliar os niveis de expressdo de conjuntos de genes e
definir os padrdes de expressao (reprogramacao) entre os genes das vias (CASTRO
et al., 2007).

* Disponivel em: <www.bioconductor.org>
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Para calcular a atividade relativa de uma dada via a com um numero de
genes M, deve-se somar a expressao dos genes em dois grupos de vias: o primeiro
grupo representa as amostras de tecidos alterados ou experimentais N5 e o segundo
grupo é composto pelas amostras de tecidos normais ou controle N!. Entdo, a

atividade relativa n, da via a sera dada por:

ng = (1)
@ ONGHNY T

O valor de n, variaentre, 0 <n, <1, se n, < 0,5 implica que N¢ < N, isto
€, a atividade da via com amostra alterada é menor que a atividade do controle,
enquanto que n, > 0,5 representa o caso inverso (CASTRO et al., 2007).

Para caracterizar de forma quantitativa a diversidade para uma via a é

utilizada a entropia de Shannon (SHANNON et al., 1951) que é descrita como:

1 a . 1
Ho = — o5 2 e pG ) Inp(i @) @

onde M, é o niumero de genes na via e p(i,a) é a frequéncia da diversidade do gene

i, dada por:

p(i,a) = S%') (3)

com s(i,a) sendo a atividade do gene (i) e N, a soma da expressao dos genes na
via (a). O termo In(My) € um fator de normalizacdo que garante 0 < H, < 1, desta
forma, pode-se comparar as vias com diferentes quantidades de genes. Tendo como
referéncia o sinal controle da amostra, pode-se definir a diversidade relativa (hg)

como.

h, = _Ha
«  HE+HY’

4)
onde H¢ e H! sdo as diversidades das amostras com alteragdo (experimento) e o
controle, respectivamente. O valor de h, variaentre 0 <h, <1, se h, <0,5 implica

que H¢ < H!, isto &, a diversidade dos valores de expressdo dos genes na via é
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menor para a amostra alterada do que para o controle, enquanto que h, > 0,5
representa o caso inverso (CASTRO et al., 2007). A figura 8 ilustra a diversidade
relativa para um conjunto de 10 genes alterados com seus respectivos genes de
controle pertencentes a uma via qualquer. Na figura 8 os genes das amostras de
controle apresentam niveis de expressao com valores mais proximos (constantes ou
sem dispersdo) do que os niveis de expressdo dos genes do experimento, iSSO
indica que HE < H! e h, <0,5. Ou seja, ha uma diminuicdo da diversidade nos
niveis de expressdo dos genes de experimento em relagcdo ao controle. Para
HE > H) tem-se o caso contrario e havera aumento da diversidade relativa h, > 0,5
do experimento versus o controle. Na reprogramacdo da expressao dos genes
poderdo ocorrer niveis de aumento ou diminuicdo da diversidade relativa entre os

genes de uma via.

Experimento (e) Controle (y)

Genes s(i.x) pli.mx) In(p(io)).p(i.x) Genes s(i.x) pli.x) In(p(i.m).p(i.o)
A 1 0.03 -0.11 A 3 0.10 -0.23
E 1 0.03 -0.11 E 3 0.10 -0.23
C 1 0.03 -0.11 C 3 0.10 -0.23
D i 0.20 -0.32 D 3 0.10 -0.23
E 1 0.03 -0.11 E 3 0.10 -0.23
F 1 0.03 -0.11 F 3 0.10 -0.23
G 1 0.03 -0.11 G 3 0.10 -0.23
H 16 0.33 -0.34 H 3 0.10 -0.23
I 1 0.03 -0.11 1 3 0.10 -0.23
] 1 0.03 -0.11 I 3 0.10 -0.23
Z 30 1.00 -1.36 E 30 1.00 -2.30

M= 10 M,= 10
Me= 30 N.= 30
H,= 0.68 H.= 1.00

20 20

16 16

12 12

B B

4 4

0 0

4 B C D E F G H | A B € D E F G H I J

Figura 8 - Exemplo mostrando os niveis de expressdo de 10 genes quaisquer, com
diminuicdo da diversidade do experimento em relagdo ao controle (HS < HY). Para este caso a
diversidade dos genes de controle € maior do que o experimento, desta forma a diversidade relativa é
menor que 0,5 deste modo h, = 0,405.

Para determinar se uma alteracdo em uma via (atividade) ou em um conjunto

de genes (diversidade) € estatisticamente significativo em um determinado estudo
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(microarranjo), aplica-se o método de bootstrap. Esse método é usado para calcular
a distribuicdo amostral de h, e n, através de uma andlise de reamostragem
aleatéria que cobre todos os genes do estudo com repeticdes que variam de 100 a
100.000 com as mesmas quantidades de genes das vias de interesse para
investigar a convergéncia do valor de p (p-value) da amostra sobre uma distribuicao
de probabilidades normal.

O nivel de significAncia em uma distribuicdo de probabilidades é comparado
com o valor de p e serve para delimitar se os resultados da atividade ou diversidade
relativa de um determinado conjunto de genes sdo ou ndo significativos a um
determinado nivel. Desta forma, se o nivel de significancia for fixado em 0,05 os
valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) apresentaram aumento ou diminui¢cao
significativa de expressao da via em relacdo ao estudo. Dependendo em qual dos
lados da distribuicdo de probabilidade unicaudal cair o valor de p esta podera ter
aumento ou diminui¢cdo de expressao.

As analises mostradas acima podem ser calculadas usando o software
ViaComplex. O software é um aplicativo usado para construir mapas funcionais de
expressdo génica e utliza a entropia de Shannon para obter um parametro
guantitativo usado para caracterizar a atividade e a diversidade relativa de vias
(CASTRO et al., 2009). O software é utilizado para calcular significancias de vias
pelo método de bootstrap e pela correcao de falsos positivos. Os falsos positivos séo
usados como método de controle estatistico quando se faz os testes de mdultiplas
hipéteses (bootstrap) para efetuar uma correcdo nas multiplas comparacdes (entre
as vias). O codigo fonte do software ViaComplex contendo todas as equacdes

apresentadas acima esta disponivel em ambiente virtual®.

2.5.3 Anédlise de genes diferencialmente expressos - fold change

7

O objetivo deste tipo de analise é identificar os genes com diferencas
extremas de expressao entre as amostras de microarranjos. Em termos estatisticos

formais, um gene é expresso diferencialmente se o seu nivel de expressdo é

alterado sistematicamente entre duas condicoes de tratamento (exemplo: amostras

® Disponivel em: <www.lief.if.ufrgs.br/pub/biosoftwares/viacomplex>
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de experimento versus controle) (McCARTHY et al., 2009). A utilizacdo destes
procedimentos de andlise diferencial garante que as conclusdes sobre os genes
identificados sejam validas para uma possivel populacdo amostral de interesse, e
nao somente para a amostra de mMRNA em questdo (HUBER et al., 2003).

Em estudos com mais de um tipo de tecido (ex: pré-cancer e tecido normal,
no GEO representado por uma série GSE) a andlise de genes diferencialmente
expressos busca identificar quais genes sao expressos de forma distinta entre os
tecidos. Existem varias abordagens estatisticas envolvendo a andlise de genes
diferencialmente expressos (HUBER et al., 2003). O fold change, mudanca de
expressdo ou numero de vezes que a expressao varia, € usada em conjuntos de
microarranjos cujo numero de amostras h é grande e as estimativas da variancia por
gene possuem muitos graus de liberdade e sdo muito estaveis. Em geral o fold
change é aplicado em conjuntos de amostras com mais de cinco repeticdes e para
conjuntos de genes muito pequenos, no caso das vias e subvias (RUIZ et al., 2004).

Considerando um conjunto de amostras H (amostras de uma série de
microarranjos, ex: Série GSE10927, 2009) de um estudo de microarranjos, com K
genes referente ao conjunto onde deseja-se calcular o fold change para trés tecidos:

normal n;, adenoma n, e cancer n;, pode-se construir uma matriz de expressao X,

sendo X O valor de expressao normalizado, para o i-simo gene no j-€simo

conjunto de tecidos (nq, n,, n3) € na h-ésima amostra:

[ Normal Adenoma Cancer ]

|x1n11 « X1y H X1n,1 - X1n,H  Xlngl x1n3H|
X(nl,n2,n3) = |x2n1 xanH x2n21 xanH x2n3 x2n3H | (5)

[xKn11 o XK H XKn,1 =+ XKn,H XKnsl xKn3HJ

onde cada linha da matriz corresponde a um gene, e cada coluna a uma amostra
dentro de um determinado tecido (nq, n,, n3).

Para calcular o fold change deve-se agrupar as amostras de um tecido

através da média aritmética:

X; = lZH X; (6)
l(nl,nz,ng) H h=1 lh
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onde H é o numero total de amostras e x;, € a expressao normalizada do gene i na

amostra h. Como exemplo tem-se o seguinte resultado:

"Normal Adenoma Cancer
X1n, X1n, X1n,
X (ng,ny,ng) =| Xon X2n, X2n, (7)
| X, XKn, Xin, |

De acordo com as abordagens feitas por Ruiz e colaboradores em 2004,
pode-se calcular o fold change para uma determinada via extraida da matriz (7)
(RUIZ et al.,2004). Desta forma o fold change de cada gene da via sera a razéo
entre os valores de expressao experimentais pelo seu controle (McCARTHY et al.,
2009):

x.
FC — i(nzn3) (8)
l
Xi(n1)

Em outras palavras o fold change serd a razdo entre a expressao de um
determinado gene de adenoma versus normal ou cancer versus normal.
Considerando uma via com M, genes de microarranjos, pode-se calcular o fold
change para cada gene da via e classificar os genes i mais alterados em conjuntos
chamados de TOP-N, onde N sera o numero de genes (arbitrario) mais alterados
gue irdo representar os genes de uma via (GOHLMANN et al., 2009). A analise do
fold change de genes mais alterados em vias ou em subvias, pode ser calculada
pela linguagem estatistica de programacao R, através dos pacotes do Bioconductor:

limma, biobase, annaffy e hguplus2.db disponiveis em ambiente virtual®.

® Disponivel em: < http://www.bioconductor.org/>



3. MODELAGEM DA REDE DE MANUTENCAO DO GENOMA
HUMANO

Neste capitulo descrevem-se os resultados de trés abordagens publicadas em
2010 por SIMAO e colaboradores (SIMAO et al., 2010):

- Rede de interacdo de proteinas envolvidas em GMM,

- Andlise das vias de manutencdo do genoma em estudos de adenoma do
colorretal,

- Resposta temporal das células da préstata a baixas doses de Cadmio.

3.1 Rede de interacéo de proteinas envolvidas em GMM

Em um trabalho desenvolvido pelo grupo de pesquisa em 2009, foi elaborado
um banco de dados para integrar informacdes relevantes de genes e vias envolvidas
nos mecanismos de manutencdo do genoma (GMM) (LIBRELOTTO, et al., 2009).
Na ontologia Ontocancro 1.0 estdo apresentados 834 genes pertencentes as vias
Ontocancro com excecao da via de Apoptose expandida.

Com isso foi construida uma rede de proteinas com informacdes relacionadas
as vias de Apoptose (APO), Reparo por excisao de nucleotideos (NER), Reparo por
excisdo de bases (BER), Reparo por recombinacdo homéloga (HR), Reparo de
bases mal pareadas (MMR), Reparo por terminacdo ndao homologa (NHJ) e Ciclo
celular (CC) além de um grupo de genes relacionados a estabilidade cromossdémica
(CS) (VOGELSTEIN et al., 2004) (ver sec¢ao 2.3). O objetivo da rede foi buscar por
interacdes fisicas entre as proteinas pertencentes as vias GMM.

Para cada uma das vias Ontocancro foi extraido o conjunto de identificadores
ENSP das proteinas. Esse identificador permitiu localizar as interacfes fisicas no
banco de dados String. Os identificadores dos 834 genes foram introduzidos no
banco de dados String que foi usado para construir a rede de proteinas com
intervalo de confianca de 0,7 e com trés tipos de interacBes: experimentos,

coexpressao e bancos de dados.
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O maior aglomerado de interagfes da rede de proteinas envolveu 564 genes
e 8240 interagdes. A figura 9 mostra todos 0s nos e as interagfes entre as proteinas

na rede.

Apoptose (APO)

Reparo por excisdo de nucleotideos (NER)
Reparo por excisao de bases (BER)
Recombinagado homéloga (HR)

Reparo de bases mal pareadas (MMR)

Reparo por terminagao nao homoéloga (NHJ)
RAD23A

Ciclo celular (CC)

Estabilidade cromossémica (CS)

Figura 9 - Grafo de interagbes fisicas entre as 564 proteinas pertencentes as Vias
Ontocancro geradas com o banco de dados String com op¢des de interagdo: experimentos, bancos
de dados e coexpressdo e com intervalo de confianga de 0,7 (SIMAO et al., 2010).

Nesta figura observa-se ainda que ha uma sobreposicao funcional de alguns
genes, que apresentam fungdes em mais de uma via, como por exemplo, o TP53
gue atua em trés vias: Apoptose, Reparo por excisdo de nucleotideos e Ciclo celular.

Também é importante salientar que a rede mostra uma clara segregacao espacial de
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nos pertencentes a trés vias: Ciclo celular (nés amarelos), Apoptose (nés vermelhos)
e Reparo do DNA (outras cores).

A direita da rede (n6s vermelho) estdo representados os 331 genes
envolvidos na via de Apoptose que estdo conectados a outros dois grandes modulos
de proteinas envolvendo as vias de Reparo (NER, BER, HR, MMR e NHJ, nés
coloridos) com 124 genes e as via de Ciclo celular (n6s amarelos) com 223 genes.
Estes trés grandes modulos irdo representar trés vias importantes para a
manutencdo do genoma, que sdo: Apoptose, Reparo e Ciclo celular. Outra
observacéo importante esta relacionada aos genes que representam a estabilidade
cromossOmica (48 nés pretos) que apresentam proteinas espalhadas por toda a
rede. A distribuicdo destes genes de estabilidade cromoss6mica ocorre devido a
funcionalidade de cada proteina, algumas proteinas além de proporcionar
estabilidade cromossdémica também exercem funcdes que irdo acionar vias de
Apoptose, Reparo e Ciclo celular (VOGELSTEIN et al., 2004).

3.2 Anédlises das vias de manutencdo do genoma em estudos de adenoma do

colorretal

Para avaliar a sensibilidade da rede de proteinas e detectar as alteracfes
funcionais dos novos genes vinculados as vias GMM armazenadas na ontologia
Ontocancro, foi selecionado um estudo de microarranjo envolvendo 32 amostras de
adenomas de colorretal e 32 amostras de colorretal normal publicados no banco de
dados Gene Expression Omnibus (GEO), com série GSE8671 (GSE8671, 2010).

As analises foram realizadas em um conjunto de adenomas que foi usado
para evidenciar a presenca das alteracfes de vias GMM e relacionar as alteracdes
dos adenomas a evolucdo do cancer. Todas as amostras foram produzidas com
plataformas GPL 570 da Affymetrix, normalizadas usando o método microarranjo
suite versao 5 (MAS 5.0) e abrangem 32 biépsias de adenomas e 32 bidpsias de
mucosa normal do colorretal (SABATES-BELLVER et al., 2007). As 32 amostras de
adenoma foram agrupadas por média aritmética (equacdes 5, 6 e 7 da sec¢do 2.5.3)
e as 32 amostras da mucosa normal sofreram o0 mesmo procedimento. As matrizes

de dados de adenoma versus mucosa normal do colorretal foram inseridos no
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software ViaComplex onde foi calculada a funcionalidade dos dados de
microarranjos sobre a rede de proteinas da figura 9’.

A figura 10 mostra o resultado da andlise funcional da rede de proteinas do
secao anterior. Nessa figura € observado um aumento de expressao do conjunto de
vias de reparo (localizada na parte inferior esquerda da figura, ou observar os nés de
reparo localizados na figura 9). Trabalhos anteriores também mostraram que as
alteracdes encontradas em vias de reparo precedem uma transformacéao maligna de

tecidos de adenoma e sugerem uma evolucado para o cancer (CASTRO et al., 2007).

1.0 + . 1.0
. 1. 0.8
0.8 |- ] 3 0.6
i |2 0.4
0I6 _ 1 _J‘ 0.2
i i 0.0
0.4 —
0.2 —
0.0 - —
| | | | 1 | |

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 10 - Projecdo da atividade génica relativa entre os microarranjos de adenoma do
colorretal sobre a rede da figura 9. O gradiente de cores é definido pela atividade relativa (nq), se nq

>0,55 o gradiente aumenta de amarelo até vermelho caracterizando aumento de expressao; se Nng
<0,45 o gradiente diminui de azul ciano até azul escuro caracterizando diminuicdo de expresséo e
quando 0,45< ny >0,55 o gradiente ¢ verde e néo caracteriza alteragéo (SIMAO et al., 2010).

Para a via de Apoptose ndo foi possivel verificar um resultado claro de
aumento ou diminuicdo de expressado da morte celular em estudos de adenoma. Em
alguns pontos isolados foi notado aumento da atividade (pontos amarelos

localizados a direita da figura 9), alguns pontos que ndo sofreram alteracdo da

" A funcionalidade dos dados de microarranjos sobre a rede de proteinas da figura 9 foi
calculada pelo software ViaComplex usando os seguintes itens: arranjos (a,b), constru¢é@o pelos nés e
interagcBes e com 50% de resolucao, contraste, suavidade e zoom (SIMAO et al., 2010).
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expressdo (em verde) e outros com diminuicdo da expressao (por exemplo: pontos
azuis na parte inferior central e na parte superior central da figura 10).

Em uma segunda andlise, os microarranjos dos 32 pacientes do colorretal
foram usados para comparar 0s niveis de expressao entre as cinco vias de reparo
da ontologia Ontocancro 1.0 (localizadas na rede de proteinas da figura 9) entre
cinco vias de reparacdo do DNA, publicadas por Castro em 2007 (CASTRO et al.,
2007; KRISTOFF, 2011):

e Reparo por excisédo de nucleotideos (NER),

e Reparo por excisao de bases (BER),

e Reparo de bases mal pareadas (MMR),

e Recombinacédo (REC - fusdo das vias de Reparo por recombinagao
homéloga e Reparo por terminacdo ndo homologa) (SIMAO et al., 2010). A fuséo
destas vias foi necessaria, uma vez que, elas apresentam poucos genes que
poderiam prejudicar a analise comparativa entre as vias de reparo da Ontocancro
versus as vias de reparo utilizadas por Castro (CASTRO et al., 2007).

O objetivo do teste foi verificar a sensibilidade das novas vias de reparo
publicadas por Librelotto e colocaboradores (2009) na ontologia Ontocancro 1.0 e
comparar os resultados encontrados com o0s resultados da atividade relativa e
estatistica significativa das vias de reparo publicadas anteriormente por Castro e
colaboradores em 2007.

As 32 amostras de biopsias de adenoma foram agrupadas por meédia
aritmética (equacdes 5, 6 e 7 da secdo 2.5.3) e as 32 amostras de tecido controle
(normais) sofreram o mesmo processo. As amostras de adenoma e controle foram
inseridas juntamente com as vias de reparo na base de célculo da andlise estatistica
do software ViaComplex (CASTRO et al., 2009). O software foi usado para medir a
atividade relativa e o nivel de significancia das vias de reparo com bootstrap de
10.000 passos aleatérios e falso positivo de 5% (ver capitulo 2.5.2).

Os resultados apresentados na tabela 3 mostram as alteracfes encontradas
para as vias de reparo da ontologia Ontocancro 1.0 versus as vias de reparo
publicadas por Castro em 2007. Na segunda coluna estdo representados o0s
nameros de genes em cada via. As listas de genes estdo disponiveis na ontologia

Ontocancro 1.0 e no arquivo suplementar publicado por Castro e colaboradores,
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disponivel em ambiente virtual®. Na terceira coluna esta mostrada a atividade relativa
seguida da estatistica significativa que descreve o0s niveis mais significativos de
expressado das vias em relacdo ao microarranjo. Para as vias de reparo Ontocancro,
observa-se que as vias apresentam maiores valores de atividade relativa quando
comparadas as vias de reparo utilizadas por Castro (CASTRO et al., 2007). Além
disso, é observado que os niveis de significancia estatistica estdo aumentados para
as vias Ontocancro.

O calculo da atividade relativa também foi realizado isoladamente para cada
uma das 32 amostras de adenoma versus cada uma das 32 amostras da mucosa
normal. Em 78% dos pacientes foi detectada alteraco nas vias Ontocancro (SIMAO
et al., 2010).

Tabela 3 - Comparacéo da sensibilidade para as alteracdes entre as vias Ontocancro e as
vias de reparo publicadas por castro e colaboradores em 2007. A avaliagdo da atividade relativa (na),
foi calculada para as amostras do colorretal adenoma versus normal para as 5 vias (SIMAO et al,
2010).

Genes Atividade Relativa (ng) Estatistica Significativa

Vias Ontocancro
(LIBRELOTTO et al., 2009)

NER 51 0,596 SIM
BER 44 0,600 SIM
MMR 28 0,620 SIM
REC 46 0,593 SIM
Vias Padréao
(CASTRO et al., 2007) )
NER 28 0,585 NAO
BER 17 0,600 NAO
MMR 26 0,605 NAO
REC 25 0,579 NAO

Com os resultados apresentados nesta secao, as informacdes da ontologia
Ontocancro 1.0 quando aplicadas a microarranjos de adenoma do colorretal e
mucosa normal, podem ajudar a expandir as investigacdes na progressao do cancer.
Isso é possivel devido a implementacdo de novos genes associados a vias de
manutencdo do genoma ligadas especificamente a reparacdo do DNA. Um resultado
oposto foi observado para os resultados da rede funcional, mais precisamente para
a via de Apoptose. Como a via de Apoptose apresenta um nimero elevado de genes
gue representam diferentes funcBes, ndo é possivel verificar uma estatistica

significativa. Os resultados da expressdao das vias de morte celular sugeriram o

® Disponivel em: < http://nar.oxfordjournals.org/content/35/6/1859/suppl/DC1 >
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desenvolvimento de uma nova analise envolvendo especificamente subvias de

apoptose.

3.3 Resposta temporal das vias GMM em células da prostata expostas ao
Cadmio

Nesta aplicacdo foram analisados os dados de um estudo onde foram
investigadas as alteracfes no crescimento de célula epiteliais normais de linhagens
da préstata apds a exposicdo a baixas doses de Cadmio (Cd). O objetivo foi de
investigar o efeito do Cadmio sobre as vias GMM, que é considerado como uma
substancia carcinogénica.

As amostras utilizadas neste trabalho estdo publicadas no banco de dados
GEO, com série GSE9951, foram produzidas com a plataforma GPL 570 da
Affymetrix Human Genome U133 Plus e normalizadas usando a média robusta de
multiplos chips (RMA) (GSE9951, 2010).

Foram analisadas 19 amostras, cada condicdo experimental com duas
réplicas bioldgicas, exceto para a amostra do Cadmio da quarta hora que tinha
apenas uma amostra. As amostras foram coletadas com condi¢cdes experimentais de
zero hora (no ato de aplicacdo do Cadmio), 4 horas ap0s a aplicacdo, 8 horas, 16
horas e 32 horas ap0s a aplicacdo do Cadmio. Cada réplica com aplicacéao
experimental do Cadmio foi agrupada por média aritmética (equacdes 5, 6 e 7 da
secdo 2.5.3) e combinada com as réplicas de tecido normal em cada condicao
experimental. A combinacdo das réplicas experimentais do Cadmio foram
submetidas ao célculo da atividade relativa e estatistica significativa sobre 8 vias
Ontocancro: APO, NER, BER, MMR, HR, NHJ, CS e CC (exceto para a via apoptose
expandida). Para realizar esta andlise foi utilizado o software ViaComplex, com
bootstrap de 10.000 passos aleatérios e 5% de falsos positivos (SIMAO, et al.,
2010). A figura 11 mostra a atividade relativa das vias Ontocancro em funcéo do
tempo de exposicdo ao Cadmio. Na figura € verificada uma diminuicdo significativa
("#") transitoria de todas as vias Ontocancro apdés a exposicdo ao Cadmio (O
simbolo "#" representa a diminuicdo significativa no instante de tempo). Este

resultado mostra claramente uma diminuicdo da atividade das vias envolvidas na
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manutencdo do genoma, como maior destaque para as vias de reparo (SIMAO et al.,
2010).

Na
= APO
0,500 - = NER
\ == BER
MMR
# # i
# — HR
0’495 - /
‘——\/ﬂx NHJ
# — S
# cC
0,490 -
#
0,485 T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo (Horas)

Figura 11- Sequéncia de tempo de alteracBes de todas as vias em 0, 4, 8, 16 e 32 horas
apos a exposicédo de 2,5 uM de Cadmio. O "#" representa a diminuicdo significativa no instante de
tempo, APO - Apoptose, NER - Reparo por excisdo de nucleotideos, BER - Reparo por excisdo de
bases, MMR - Reparo de bases mal pareadas, HR - Recombinacdo homodloga, NHJ - Reparo por
terminac&o ndo homologa, CS - Estabilidade cromossémica e CC - Ciclo celular (SIMAO et al., 2010).

Sendo assim é mostrada a sensibilidade das vias Ontocancro na presenca do
Cadmio durante as 32 horas. Os resultados apontam a diminuicdo da atividade das
vias de manutencdo do genoma sobre a exposicdo da prostata ao Cadmio. Além
disso, é mostrada a sensibilidade das vias Ontocancro na presenca do Cadmio e
ap6s as 16 horas elas comecam a retornar ao seu estado normal devido a

eliminacdo do Cadmio pelo tecido da prostata.



4. BARREIRA ANTICANCER NA EVOLUCAO DE TUMORES

Algumas neoplasias malignas ligadas a lesGes pré-cancerosas podem evoluir
para o cancer. Um exemplo desta progressdo tumoral ocorre em tecidos de
adenomas que evoluem para carcinomas em tecidos do colorretal, conforme descrito
na secéo 2.3. No modelo publicado em 2008, Halazonetis e colaboradores propdem
gue em tecidos pré-cancerosos exista uma barreira envolvendo a ativacao das vias
de Apoptose e DDR que resiste a transformacdo maligna, mas que é rompida mais
tarde dando origem a um tecido maligno. Segundo o modelo de Halazonetis os
oncogenes induzem um stress na replicacdo do DNA levando a formacdo de DSB's
e consequentemente a ativacdo da proteina p53 que induz a apoptose e a
senescéncia para barrar a evolugcado tumoral. A origem do stress replicativo se da
provavelmente pela desregulacdo do ciclo celular através de oncogenes que
aumentam a atividade das quinases dependentes de ciclinas (cdk’s) que atuam na
fase G1 e S. A constante formacdo de quebras duplas associada a instabilidade
gendmica leva ao acumulo de mutacdes e a progressado ao cancer (HALAZONETIS
et al., 2008).

O objetivo foi investigar quantitativamente o0s principais mecanismos
envolvidos na ativacdo da barreira anticancer que impede a progressao tumoral em
tecidos de adenoma do colorretal (colon), glandula adrenal, pancreas e tiredide.
Para isso foi construido um diagrama baseado em alteracdes em subvias envolvidas
em GMM, especificamente ligado as vias de Resposta aos danos (DDR), Apoptose e
Ciclo celular. Para complementar a analise de subvias foi calculado o fold change
das subvias com alteracdo e de outras subvias que ndo apresentaram alteracdo em
alguns tecidos. As alteracbes em subvias foram estabelecidas pela analise
estatistica do software ViaComplex e as alteracbes em genes pela andlise do fold
change dos pacotes do Bioconductor (descricdo completa dos métodos estéo

disponiveis na secao 2.5).
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4.1 Descrigao das vias e subvias

Conforme descrito no sec¢ao 2.3, no contexto de vias, existem as subvias que
representam um conjunto de genes com funcdes bem especificas dentro de uma
determinada via. Por exemplo, pode-se definir a via de Apoptose (morte celular) e
uma subvia como um caminho dentro da via de apoptose, ou seja, subvia extrinseca
de apoptose.

Para desenvolver o modelo de barreira anticancer, foram selecionadas
subvias com trés funcbes de manutencdo do genoma envolvidas em vias de
Resposta ao dano (DDR), Apoptose e Ciclo celular.

Sendo assim, foram selecionadas subvias com func¢des especificas em cada
uma das trés funcgdes citadas acima e extraidos dos bancos de dados:

- National Cancer Institute (NCI) - Nature - Interaction Pathway Database®,

- Reactome®?,

- BioCarta™,

- Ontocancro 1.0"2,

Outras trés subvias utilizadas: Senescéncia replicativa, Ativacdo do NFKB e
subvia RB/E2F foram extraidas de publicacdes recentes (SABATEL et al., 2011;
CALZONE et al., 2008). A subvia de senescéncia replicativa foi desenvolvida com
base em um conjunto de evidéncias de genes envolvidos no encurtamento dos
teldbmeros que participam do processo natural de envelhecimento celular (mais
detalhes dos genes pertencentes a esta subvia podem ser encontrados na ontologia
Ontocancro 2.0)

As subvias de Ativacdo do NFKB e RB/E2F foram extraidas dos trabalhos
desenvolvidos por Sabatel e colaboradores (2011) e Calzone e colaboradores
(2008). Na tabela 4 estao listados os trés conjuntos de vias com funcdes bioldgicas
relevantes para o desenvolvimento do cancer: DDR, Apoptose e Ciclo celular, e suas
respectivas subvias com funcdes especificas incluindo o nimero de genes presentes
e 0s seus bancos de dados de origem. Todas as informac¢des adicionais sobre estas

subvias podem ser obtidas na ontologia Ontocancro 2.0%.

° Disponivel em: < http://pid.nci.nih.gov/>

1% pisponivel em: <http://www.reactome.org>

! Disponivel em: <http://www.biocarta.com//>

!2 Disponivel em: <http://ontocancro.inf.ufsm.br/>
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Tabela 4 - Vias DDR, Apoptose e Ciclo celular, e subvias GMM usadas na andlise de
expresséo de tecidos de adenoma e carcinoma com seus nimeros de genes e suas fontes de dados.

Vias de Resposta ao Dano (DDR)

NUMERO DE

SUBVIAS GENES BANCOS DE DADOS
Reparo por excis@o de bases 44 Ontocancro
Via da anemia de Fanconi 24 Reactome
Recombinag¢do homéloga 34 Ontocancro
Reparo de bases mal pareadas 28 Ontocancro
Reparo por exciséo de nucleotideos 51 Ontocancro
Reparo por terminacdo nédo homologa 14 Ontocancro
Reparo das quebras em fitas duplas no DNA 22 Reactome

Vias de Apoptose /Senescéncia Replicativa

NUMERO DE
SUBVIAS GENES BANCOS DE DADOS
Sinalizagdo TNFR1 13 BioCarta
Sinalizagdo TNFR2 10 BioCarta
Sinalizac&do do receptor TNF 40 NCI-Nature
Receptor de sinalizagdo de morte 13 Reactome
Sinalizagdo da apoptose em DDR 12 BioCarta
Inducéo da apoptose pelas receptores de morte
DR3/4/5 20 BioCarta
Apoptose - Homo sapiens 83 Kegg
Cascata de caspases em apoptose 52 Ontocancro
Regulacéo da apoptose 60 Reactome
Fase de execugé&o da apoptose 51 Reactome
Via extrinseca de apoptose 13 Reactome
Granzima A mediador de apoptose 13 BioCarta
Senescéncia Replicativa 56 Ontocancro
Ativacdo do NFKB 20 (SABATEI et al., 2011)
Vias de Ciclo Celular
NUMERO DE
SUBVIAS GENES BANCOS DE DADOS
Ciclo celular: pontos de controle G1/S 21 BioCarta
Fase S 112 Reactome
Ciclinas e regulacéo do ciclo celular 15 BioCarta
Pontos de controle G1/S do dano ao DNA 60 Reactome
Postos de controle G2/M 43 Reactome
Fase mitética G2-G2/M 86 Reactome
Fase mitética M-M/G1 178 Reactome
Pontos de controle do fuso mitético 19 Reactome
RB/E2F 78 (CALZONE et al., 2008)
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4.2 Dados de microarranjos

Para verificar a expressdo das subvias e dos genes envolvidos na
manuten¢ao do genoma foram escolhidas amostras de microarranjos que continham
tecidos normais, adenomas e cancer e que apresentam plataformas GPL 570
(tecidos do colorretal, adrenal e pancreas) e GPL 96 (tecidos da tireéide) da
Affymetrix Human Genome U133 Plus. Foram analisadas as seguintes séries do
banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO):

1- Série GSE4183 de colorretal (colon): com 8 estudos de tecido normal, 15
estudos de processo inflamatério, 15 estudos de adenoma e 15 estudos de
carcinomas (GSE4183, 2007);

2- Série GSE10927 do cortex adrenal: com 10 estudos de tecidos normais, 22
estudos de adenomas e 33 estudos de carcinomas (GSE10927, 2009);

3- Série GSE19650 de pancreas: com 7 estudos de tecidos normais dos
dutos pancreéticos, 6 estudos de adenoma mucinoso papilar e 6 estudos de
carcinoma mucinoso papilar do pancreas (GSE19650, 2010);

4- Série GSE27155 de tiredide: com 4 estudos de tecidos normais da tiredide,
17 estudos de adenoma foliculares da tiredide e 13 estudos de carcinoma folicular
da tiredide. Para a andlise deste estudo nédo foram usadas as amostras das papilas
da tiredide por ndo apresentarem amostras de adenoma (GSE27155, 2011).

Todas as amostras foram normalizadas usando: microarranjo suite versao 5
(MAS 5.0 - Microarray Suite Version 5.0), média robusta de mdultiplos chips (RMA -
Robust Multichip Average) (IRIZARRY et al., 2003) e RMA para Affymetrix GeneChip
(GCRMA - GeneChip Affymetrix RMA) (GOHLMANN et al., 2009, WU et al.,2004).
As trés normalizacbes foram comparadas e de acordo com o0s resultados
apresentados no Anexo 1 deste trabalho foi usada Média robusta de maultiplos chips
(RMA - Robust Multichip Average) devido a homogeneidade na distribuicdo de
expressdo que essa normalizacdo apresentou. Todos 0s microarranjos estudados
também poderdo ser consultados no banco de dados Ontocancro 2.0 (Ver secao
2.4.1).
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4.3 Ferramentas de pesquisa usadas para construir o modelo de barreira

anticancer

Para construir o diagrama baseado no modelo quantitativo de expresséo de
subvias e genes de manutencdo do genoma foram usados dois métodos de analise
gue estao descritos nas fundamentac¢des deste trabalho:

1- Analise significativa da atividade relativa e diversidade relativa de cada
uma das subvias envolvidas nas funcdes (vias) de DDR, Apoptose e Ciclo celular
(secdo 2.5.2). Para determinar se uma alteragdo em uma subvia possui estatistica
significativa, com aumento (vermelho) ou diminuicdo (azul) foi utlizada uma
reamostragem aleatoria (bootstrap) com 10.000 repeticdes envolvendo todos os
genes da série estudada. O nivel de confianca utilizado na identificacdo de
alteracoes foi de 5%. Para fazer esta analise de alterac6es da atividade relativa e
diversidade relativa das subvias foi utilizado o software ViaComplex.

2- Para as alteracdes observadas na figura 12 foram localizados os genes
com maior fold change, entre as amostras dos tecidos experimentais (adenoma ou
cancer) versus o controle (normal). Além das alteracdes também foram localizados
os TOP-5 genes mais alterados para as doencas que ndo mostram alteracdo na
figura 12 (Sobre todas as subvias na: via DDR de adenoma adrenal, na via DDR de
cancer adrenal e tiredide, na via de Apoptose de cancer do pancreas e na via de
Ciclo celular para o adenoma do pancreas). A mudanca de expressdo entre 0s
tecidos foi calculada pelos pacotes estatisticos do Bioconductor na interface de
linguagem de programacdo R. Em cada uma das subvias buscou-se os TOP-5
genes mais alterados e procurou-se pelo consenso destes genes entre pelo menos

duas doencas (ver secao 2.5.3).

4.3.1 Alterac6es em subvias de manutencdao do Genoma

A figura 12 descreve as trés vias com funcdes especificas: DDR, Apoptose e
Ciclo celular e suas respectivas subvias com as alteragcdes aumentadas (vermelho) e

diminuidas (azul), para a atividade relativa e diversidade relativa. Na andlise global
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da figura 12 observa-se que as vias DDR e Apoptose estdo mais expressas nos
adenomas do que em canceres, enquanto que O OpOSto parece ocorrer com as
subvias de Ciclo celular. Em uma analise mais detalhada observam-se alteracdes da
atividade relativa e diversidade relativa das sete subvias de resposta aos danos do
DNA (DDR) que estédo envolvidas em reparo das quebras em fitas duplas do DNA
(DSB) e quebras em fitas simples do DNA (DSS). Nas subvias de DSS foram
encontras 4 alteracdes: Reparo por excisao de bases (BER), Reparo de bases mal
pareadas (MMR) e Reparo de por excisdo de nucleotideos (NER), todas as
alteragbes ocorreram em tecidos de adenoma e nenhuma alteragdo em cancer. Nas
subvias que envolvem a reparacdo das DSB foram encontras alteracdes nas
subvias: Anemia de Fanconi, Recombinacdo Homéloga, Reparo por recombinacdo
nao homologa e em Reparo das quebras em fitas duplas do DNA foram verificadas 2
alteracoes em adenoma e 1 alteracdo em cancer. Comparando os resultados para
os dois conjuntos de subvias (DSS e DSB) em adenoma e cancer, pode-se concluir
gue ha uma evolucdo nas alteracbes de adenoma em relagédo ao cancer. Observa-
se que em adenoma ha presenca de DSS que podem ser observadas pelas
alteracdes encontras nas subvias BER, NER e MMR e que diminuem em amostras
de cancer devido a presenca de alteracdes mais complexas como o caso das DSB.
Em pré-cancer a presenca das DSB ja foi identificada por Halazonetis e
colaboradores (2008), e as alteracdes encontradas nas subvias envolvidas em DSB
indicam alteracbes em pelo menos trés dos adenomas estudados, exceto para
adenoma adrenal. O estresse causado por este tipo de anomalia podera elevar as
células a um aumento da morte celular, em adenomas, ocasionado por defeitos
inerentes ao DNA (GORGOULIS et al., 2005). Observa-se também que nao foram
encontradas alteracdes para os adenomas adrenais e a maior parte das alteracdes

ocorreu em adenomas colorretais.
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Figura 12 - Perfil de significancia das vias de Resposta ao dano no DNA (DDR), Apoptose e
Ciclo celular para os estudos de colorretal, glandula adrenal, pancreas e tiredide. O aumento
significativo € identificado nos quadros vermelhos, a diminuicdo significativa nos quadros azuis e os
guadros verdes indicam que ndo ha alteracdo. n, € a atividade relativa e h, é a diversidade relativa.

Um padrdo similar é observado na via de apoptose, predominando subvias
aumentadas em adenomas em relacdo ao cancer. Particularmente foram
encontradas alteracbdes para inflamacdo apenas na via de Apoptose e uma

peculiaridade é a alteracdo da subvia de Senescéncia replicativa em quase todas as
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amostras e inclusive em inflamacao. Das alteragbes encontradas na via de Apoptose
podem ser destacados os aumentos das subvias de Sinalizacdo dos fatores de
necrose tumoral (TNF), que englobam as subvias de Sinalizacdo do TNFR1 e
Sinalizacdo do TNFR2 que estdo associados com a subvia de Sinalizagdo dos
receptores TNF. Estas subvias tém papel importante na ativagcdo da morte celular e
as alteracbes encontradas para os adenomas mostram que durante a evolucao
tumoral h& ativacé@o de citosinas envolvidas em processos inflamatorios causando a
morte celular programada das células em resposta ao estresse causado pelos danos
ao DNA (LONCKSLEY et al., 2001).

A sinalizacdo da morte celular pode ser identificada pela ativacdo das
seguintes subvias em adenoma: Receptor de sinalizacdo de morte, Sinalizacdo da
apoptose em DDR e Inducdo da apoptose pelos receptores de morte DR3, DR4 e
DR5. Estas trés subvias sdo sensoras de danos e sinalizam a apoptose em resposta
aos danos no DNA. A sinalizacdo é induzida pelos genes FAS, TNFR, DR3, DR4 e
DR5 que recrutam outras proteinas especializadas em ativar a cascata de eventos
apoptoticos através da ativacdo de proteinas efetoras. Na figura 12 observa-se que
h&a ativacdo de algumas subvias efetoras em adenoma: Apoptose - Homo sapiens,
Cascata de caspases em apoptose e Via extrinseca de apoptose. As alteracdes
nestas subvias indicam que ha ativacdo efetiva da apoptose em adenomas e em
cancer é evidente a falta de ativacdo destas subvias. As subvias de Regulacédo da
apoptose e Granzima A mediador de apoptose sdo formadas por conjuntos de genes
responsaveis por regular a ativacdo da apoptose. A subvia Granzima possui
mecanismos usados por células T citotoxicas que ajudam a matar as células
defeituosas através da liberacdo de um conjunto de proteinas granzimas. A
presenca destas proteinas ja foi encontra em alguns tipos de adenomas do colorretal
(BOTS et al., 2006, GOPING et al., 2003). A subvia de Senescéncia replicativa
engloba o conjunto de genes que atua no processo de parada permanente da
proliferacdo celular. Esse processo esta envolvido no envelhecimento celular e
também possui implicacdo no encurtamento prematuro dos telémeros provocado por
alteracdes no DNA. Na progressao tumoral a senescéncia € induzida por estimulos
de oncogenes e a sua resposta depende da ativacdo de duas proteinas essenciais
regidas pelo TP53 e reguladas pelo PRB e P16. A senescéncia ocorre em resposta
ao estresse intracelular e contribui para a parada do ciclo celular, que impede a

propagacdo de danos para a segunda geracdo de células evitando uma transicédo
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maligna. Em trabalhos recentes foram identificadas células senescentes em tecidos
renovaveis e em tecidos que enfrentam uma prolongada inflamacéo (COPPE et al.,
2010).

Na analise das subvias alteradas para a inflamacdo do colorretal foram
observadas trés subvias alteradas: Apoptose - Homo sapiens, Granzima A mediador
de apoptose e em Senescéncia replicativa (ver figura 12). As alteracdes nestas
subvias de apoptose ocorrem pela dindmica de renovacao das células do colorretal
gue estdo envolvidas em doencas inflamatérias do intestino considerando a
apoptose como uma das caracteristicas encontradas em colite (condicdo
inflamatéria do intestino) (CHEN et al., 2010) que esta envolvida na regulacao e
ativacdo dos processos inflamatérios caracteristicos de Colite Ulcerosa (UC) e na
Doenca de Crohn (DC) (CHEN et al., 2010; DANESE et al., 2011; KRAUS et al.,
2009). Enquanto as duas primeiras subvias analisadas estao diretamente envolvidas
com apoptose, a subvia de Senescéncia replicativa permite a parada permanente do
ciclo celular para evitar a progressédo de danos no DNA em células com inflamacao
do colorretal. A importancia do estado senescente na inflamacdo do colorretal
aumenta visto que o encurtamento dos teldmeros € um dos fatores que contribui
para a progressao de UC para o carcinoma do colorretal (AUBERT et al., 2008).
Mais detalhes sobre as alteracdes da apoptose na inflamacao do colorretal estdo
apresentadas na secao 4.3.2 e nas discussfes estendidas apresentadas no Anexo
2.

A subvia de Ativacdo do NFKB também esta alterada tanto em adenoma
guanto em cancer. Ela tem funcdo de controlar a apoptose e a senescéncia e esta
associada com resposta ao dano além de coordenar a parada do ciclo celular pela
ativacao de alguns fatores tais como TP53 e NFKB (SABATEL et al., 2011).

Na via de Ciclo celular ndo foi observado um padrdo claro e esse padrao
parece depender de cada tipo especifico de tecido. Em uma abordagem mais geral
da via percebe-se que a maioria das alteragcdes ocorreu em cancer, enguanto
nenhuma alteracdo é observada nos adenomas do pancreas. Conforme descrito na
secdo 2.3, devido ao aumento de mutacbes, em cancer, ha um aumento de
proliferacdo seguido da perda da adesao celular, reparacdo do DNA e morte celular
programada (CASTRO et al., 2007). Esse aumento do indice de proliferacdo ocorre
em diferentes fases conforme mostrado na figura 12. Nas subvias: Ciclo celular:

pontos de controle G1/S e Pontos de controle G2/M as alteracbes sao observadas
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em canceres adrenais e pancreas e nas subvias da Fase S observa-se uma
diminuicdo da diversidade em cancer da tiredide, sugerindo que neste tecido alguns
genes possuem expressao muito elevadas assim como as alteragbes encontradas
em cancer da tiredide para a subvia de Pontos de controle G1/S de danos do DNA.
As alteracbes em adenoma ocorrem devido a presenca do estresse replicativo
causado por quebras em fitas simples e por quebras em fitas duplas, que por sua
vez, ativam mecanismos de resposta ao dano do DNA. Desta forma, hd uma
diminuicdo do ciclo celular e um aumento dos mecanismos de resposta ao dano e
apoptose que formam uma barreira que impede a evolugéao tumoral (HALAZONETIS
et al., 2008). Devido a complexidade dos defeitos em cancer percebe-se que ha
muitas altera¢Bes na via de Ciclo celular. Através da alteracdo de algumas subvias
(ex. Pontos de controle do fuso mitético) € possivel afirmar que existem defeitos
estruturais na formagéo do fuso mitdtico em cancer. Aléem desta alteracdo pode ser
verificado também que had uma desregulacdo da subvia RB/E2F em cancer. Na
figura 12 verifica-se que esta subvia esta com a atividade e diversidade relativa
alterada em cancer adrenal e pancreas e com a atividade relativa alterada em
cancer de colorretal e tiredide, enquanto que em adenoma a subvia tem duas
alteracdes, uma em colorretal e outra em tiredide. A subvia RB/E2F esta envolvida
na regulacéo da transicdo da fase G1 para S, sendo assim, a subvia esta envolvida
na regulacao do ciclo celular, replicacdo do DNA e em outras funcdes ligadas a
ativacdo das vias de Apoptose. De acordo com Calzone e colaboradores (2008)
muitas alteracGes nesta subvia foram verificadas em retinoblastoma (tumor maligno
da retina) (CALZONE et al., 2008).

N&o foram detectadas alteracfes em algumas vias como € o caso da via DDR
de adenoma adrenal, na via DDR de cancer adrenal e tiredide, na via de Apoptose
de cancer do pancreas e na via de Ciclo celular para o adenoma do pancreas. Estas
doencas sem alteracdo sugerem uma analise detalhada do fold change para todas

as subvias (mais detalhes sobre essa analise estdo disponiveis na proxima sec¢ao).
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4.3.2 Consenso dos genes diferencialmente expressos

Nesta secdo sdo apresentados os resultados do consenso da analise dos
genes diferencialmente expressos. O diagrama de Venn da figura 13 descreve o
consenso de genes com fold change mais alterado entre pelo menos dois tipos de
adenomas ou canceres (colorretal (célon), glandula adrenal, pancreas e tiredide)
para cada via: DDR, Apoptose ou Ciclo celular. O fold change foi calculado sobre os
genes das subvias com aumento (vermelho) ou diminuigdo (azul) e sobre algumas
doencas que ndo apresentaram nenhuma alteracdo: via DDR de adenoma adrenal,
na via DDR de cancer adrenal e tiredide, na via de Apoptose de cancer do pancreas
e na via de Ciclo celular para o adenoma do péncreas, conforme mostrado na figura
12.

No Anexo 3 encontram-se trés tabelas que mostram os TOP-5 genes do
consenso com fold change mais elevados entre os adenomas e canceres do
colorretal, adrenal, pancreas e tiredide. Ainda na figura 13 foram marcados em
vermelhos todos 0s genes relevantes para a ativacao da barreira anticancer e que
perderam sua adesao junto aos mecanismos de manutencdo do genoma em cancer.

Na figura 13a estdo apresentados o0s genes alterados na via DDR.
Visivelmente, muitos dos genes do consenso (MRE11A, TP53BP1, BRCA2, LIG4,
ATM e XRCC4) pertencem as subvias de Reparo das quebras em fitas duplas do
DNA e Reparo por combinacdo ndo homologa (NHEJ). Outros genes do consenso
(MSH2, MSH3 e MSH6) pertencem a subvia Reparo por excisdo de bases (BER).
Na via DDR em cancer (figura 13b) o consenso também mostra alguns genes
ligados a subvia de Reparo de quebras em fitas duplas do DNA: H2AFX, XRCC4,
XRCC5 e RAD52.
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Figura 13 - Diagramas de Venn usados para avaliar o consenso entre os genes alterados em
adenomas e canceres do colorretal, glandula adrenal, pancreas e tireéide entre o consenso dos 5
genes com fold change mais alterados em cada subvia. Em vermelho estdo os genes com evidéncias
e ligados a barreira anticancer. A razéo de alteracé@o entre o experimento (adenoma e cancer) versus
o controle (tecido normal) foi calculado pela analise de expressdo diferencial e os resultados sédo
mostrados nos diagramas de Venn para: (a) e (b) o consenso para os genes da via DDR em
adenoma e céancer, respectivamente. (c) e (d) o consenso para 0s genes da via de Apoptose em
adenoma e céancer, respectivamente. (e) e (f) o consenso para 0s genes da via de Ciclo celular em

adenoma e cancer, respectivamente.
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No consenso da figura 13c para a via de Apoptose foram encontrados varios
genes que estdo associados com a regulacdo e ativagdo da apoptose através dos
fatores de necrose tumoral (TNF) e que estdo presentes na subvia de Senescéncia
replicativa. Associado com as subvias TNF foram encontrados os seguintes genes:
Na subvia Sinalizagdo da TNFR1 os genes CASP8, CASP2 e RIPK1, na subvia
Sinalizacdo da TNFR2 os genes TANK, RIPK1 e TNFRSF1B. Na subvia de
Regulacdo da apoptose os genes PAK2 e DAPK2. Trés genes do consenso
pertencem a subvia de Senescéncia replicativa: CDK6, CDKN1A e MDM2. Outra
subvia bastante alterada em adenoma € a de Ativacdo do NFKB, estd subvia
apresenta dois genes importantes: NEMO e CHUK. O consenso da figura 13c
mostra dois genes: 0 FAS alterado nas subvias Receptor de sinalizacdo de morte,
Apoptose - Homo sapiens e Via extrinseca de apoptose e o CFLAR alterado no
consenso entre os quatro adenomas.

Em cancer (figura 13d) ha auséncia de ativacdo de algumas subvias de
apoptose (HALAZONETIS et al., 2008), com iSsoO 0 consenso entre 0s genes €
menor e alguns genes tém evidéncias na regulacdo e na Subvia de Senescéncia
replicativa, como os genes DAPK1 e PAK2 envolvidos na Regulacdo da apoptose,
CDK®6, TP53, ATR e H2AFX envolvidos na Senescéncia Replicativa e o NEMO
envolvido na subvia de Ativacdo do NFKB.

Na figura 13e 0 consenso para os genes envolvidos na via de Ciclo Celular
em adenoma mostra a subvia Fase mitética M-M/G1 como a mais alterada, com trés
genes: SMC3, CDC7 e WEEL. Outra proteina que merece destaque neste consenso
€ a p53 que esta alterada nas subvias: Ciclo celular: pontos de controle G1/S e
Pontos de controle G1/S de danos ao DNA. Como a caracteristica mais comum em
cancer é a proliferacdo aberrante (CASTRO et al., 2007), percebe-se a ativacdo de
algumas proteinas importantes para a manutencéo do ciclo celular em cancer, em
particular percebe-se a ativacdo da subvia RB/E2F com os genes: EP300, CREBBP,
APC e TP53. Uma discussao estendida da funcdo dos genes do consenso podera

ser verificada no Anexo 4 deste documento.
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4.3.3 Genes alterados em tecidos do colorretal inflamados

Na analise das subvias alteradas na inflamacdo do colorretal, foram
observadas alteracdes em trés subvias de apoptose: Senescéncia replicativa,
Apoptose - Homo sapiens e para a subvia Granzima A mediador de apoptose (ver
figura 12). Considerando que a apoptose e a proliferacdo celular podem ser
encontradas em colites (CHEN et al., 2010) e envolvidas na regulacdo e ativacao
dos processos inflamatérios caracteristicos de Colite Ulcerosa (UC) e Doenca de
Crohn (DC) (CHEN et al. 2010, DANESE et al. 2011, DI SABATINO et al. 2011,
KRAUS et al. 2009), estas alteracdbes podem ser explicadas como uma
consequéncia da dinamica de remocdo das células do colorretal envolvidas em
doencas inflamatdrias do intestino.

Pela analise do fold change das subvias alteradas em apoptose foram
localizados os TOP-5 genes mais alterados. Na subvia de Senescéncia replicativa
0s genes mais relevantes sdo: CDK6, CDC25A e CDKN1A gque indicam a regulacéo
do estado senescente no tecido do colorretal inflamado por CDKN1A. Na subvia de
Apoptose - Homo sapiens os genes TNFRSF10D/B, BIRC3, NTRK1 e BAX estéao
diferencialmente expressos. Os genes TNFRSF10D/B que codificam os receptores
TRAILR2 e TRAILR4 possuem uma interacdo capaz de inibir a apoptose do ligante
TRAIL que regula a inibicho da apoptose através da Ativacdo do NFKB
(FALSCHELEHNER et al., 2007). O gene BIRC3 codifica o CIPA2 e é também
responsavel pela inibicdo da apoptose através da Ativacdo do NFKB e contribui para
prevenir a ativacdo do gene CASP8 através do RIPK1 (GYRD-HANSEN et al.,
2010). A andlise do fold change da subvia Granzima A mediador de apoptose
localizou os seguintes genes: SET, HMGB2, APEX1 e ANP32A indicando que a
inflamacéo do colorretal ativa a apoptose e também é coordenada pelas células T.
(ELMORE, 2007; BOTS et al., 2006). Mais detalhes e uma discussao estendida das
funcdes biolégicas dos genes envolvidos em processos inflamatérios podem ser

obtidos no Anexo 2.



68

4.4 Diagrama da barreira anticancer

Com os resultados apresentados nos itens anteriores (4.3.1 e 4.3.2), foi
construido um diagrama que representa o processo evolutivo de ativacdo das
subvias e genes envolvidos na manutencdo do genoma através do reparo, ciclo
celular, apoptose e senescéncia replicativa. O estudo da barreira anticancer esta
resumido no diagrama de alteragcbes em adenomas e para 0 cancer incluindo
algumas subvias alteradas e genes (em vermelho) que pertencem ao consenso de
genes com maior fold change. Nas préximas sec¢fes serdo ilustradas as cadeias de
mecanismos ligados a deteccao e ativacédo de resposta aos danos do DNA, pontos
de verificagdo do ciclo celular, subvias relacionadas a apoptose, senescéncia
replicativa e reparo das DSB que utiliza as subvias de Recombinacdo homologa
(HR) e Reparo por terminacdo nao-homoéloga (NHEJ). A seguir sera descrito o
cenario para o cancer, incluindo os genes e subvias que possuem expressao

diminuida.

4.4.1 Ativacédo da barreira em tecidos de adenoma

Na figura 14a observa-se que as quebras em fitas duplas do DNA (DSB)
desencadeiam uma cascata de eventos responsaveis pela parada do ciclo celular e
pela ativacdo da DDR, apoptose e senescéncia. A ativacdo da subvia de Reparo das
guebras em fitas duplas em DDR (figura 12) e o gene do consenso MRE11A
pertencente ao complexo MRN e sensor de DSB desencadeiam a ativacdo dos
genes ATM e ATR e de seus substratos CHEK1 e CHEK2 para coordenar uma
resposta aos danos do DNA (BOHGAKI et al., 2010; LEE et al. 2010). ATM e ATR
sdo sensores de danos e ativam a sinalizacdo para os pontos de verificagdo em
resposta ao estresse replicativo (HALAZONETIS et al., 2008).
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Figura 14 - O diagrama ilustra os mecanismos envolvidos na barreira contra o
desenvolvimento tumoral com base nos resultados das figuras 12 e 13. Em vermelho estdo os genes
analisados no consenso. (a) Adenoma: A barreira é ativada em resposta aos danos do DNA, pelo
gene MRE11A que atua sobre as quinases ATM e ATR que regulam as multiplas cascatas de
sinalizacdo em resposta aos danos. Elas sdo reguladas pelo TP53BP1 e ativam os pontos de
verificacdo, DDR e apoptose pela subvia de Ativacdo do NFKB. As quinases ativam o CHEK2 e
CHEK1 que estéo envolvidas na sinalizagdo dos pontos de verificacdo. Estas proteinas regulam em
conjunto as proteinas p53 e cdk6 para promover os pontos de verificagdo nas fases G1/S e G2/S. O
p53 promove a parada do ciclo celular, reparo do DNA, ativacdo da senescéncia replicativa e
apoptose. O reparo € ativado por duas subvias (NHEJ e HR) e pelos genes alterados BRCA2,
XRCC4 e LIG4. A apoptose é sinalizada pelo NFKB que ativa as subvias de sinalizacdo TNFF1/2 e
gue ativam o gene CASP8. A apoptose é também regulada pela subvia de Regulacdo da Apoptose e
pelo gene alterado CFLAR. (b) Cancer: A figura mostra em cinza claro varios genes envolvidos no
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diagrama em adenoma que estdo inibidos em cancer incapazes de ativar a barreira anticancer.
Muitos genes participam da subvia RB/E2F que regula o ciclo celular na transicdo da fase G1 para S.
Um dos genes responsaveis pela regulacao é o TP53.

O ATM atua como transdutor de sinal, controla os genes CHEK2 e TP53 e
ativa a via de Apoptose através dos genes alterados do consenso NEMO e CHUK
pertencentes a subvia de Ativacdo do NFKB enquanto ATR regula o gene CHEK1
(BOXUS et al.,, 2012; STUDZINSKI, et al.,, 2010; SALMINEN et al., 2011). No
diagrama a proteina 53bpl ou proteina de ligacdo p53 regula as proteinas atm e atr
e desempenha papel na regulagdo da subvia de Reparo por terminacdo né&o
homdéloga, além de sinalizar os pontos de verificacdo do ciclo celular através da
regulacdo dos substratos CHEK1 e CHEK2 (LEE et al., 2010; SCHULTZ et al.,
2000). No caminho de ativacédo dos genes ATM e ATR, o gene TP53 é ativado pelos
genes CHEK1 e CHEK2 forcando a parada do ciclo celular pela regulacdo do
MDM2. Em tecidos normais o TP53 é mantida em niveis basais de expresséo,
devido a sua interacdo com o MDM2, no entanto na presenca de estresse replicativo
o MDM2 é inibida e p53 € ativada por CHEK1 e CHEK2 em resposta aos danos
(DEY et al., 2008; DONHOWER, 2009).

CHEK2 e CHEK1 induzem a parada do ciclo celular para permitir o reparo de
danos no DNA, bem como a sua participacdo na regulacdo de apoptose ou
senescéncia, no caso de danos irreparaveis. A parada do ciclo celular é
consequéncia da inibicdo do CDC25A e na ativacéo da p53 resultando na regulacéo
e na inibicdo das ciclinas quinases dependentes: cdk6é e cdknla que atuam
diretamente na proliferacdo celular (STUDZINSKI et al., 2010). As paradas do ciclo
celular em G1/S e G2/M seréo controladas por p53 que ativa o gene CDKN1A para
prevenir a progressao do ciclo celular. O CDK6 é inibido por CDKN1A para induzir a
parada nos pontos de verificacdo da fase G1/S (STUDZINSKI et al., 2010). A
inibicdo do ciclo celular na fase G2/M é regulada pela interacdo entre o CDKN1A e a
guinase weel responsavel por controlar a transicdo nos pontos de controle da fase
G2/M. WEEL1 inibe a ativacdo das cdk's responsaveis pela parada do ciclo celular e
ativa a subvia de Senescéncia replicativa (SORENSEN et al., 2012).

Através de um caminho independente do gene TP53 pode ser ativado 0s
mecanismos de reparo das DSB, reconhecidos no modelo pela ativacdo de 3
subvias de reparo: Reparo das quebras em fitas duplas do DNA (Reparo das DSB),

Reparo por terminagédo ndo homoéloga (NHEJ) e Reparo por recombinacdo homologa
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(HR) e pelos genes alterados no consenso: BRCA2, LIG4 e XRCC4. Na subvia HR o
gene BRCA2 atua como um supressor de tumor que estd envolvido no reparo de
danos do DNA e tem um papel importante no reparo de erros causados pelas DSB
(DUNCAN et al., 1998). Os genes XRCC4 e LIG4 formam um complexo responsavel
pelas etapas de ligacdo da subvia NHEJ, onde o XRCC4 aumenta a atividade de
adeséo do LIG4 (SENGULTA et al., 2005).

A ativacdo da apoptose ocorre por dois caminhos diferentes: pela subvia de
Ativacdo do NFKB e pela ativacdo do TP53. Pela Ativacdo do NFKB, os genes
NEMO e CHUK interagem com o RIPK1 e com as subvias de Sinalizagdo TNFR1 e
Sinalizacdo TNFR2 que ativam o gene CASP8 e a apoptose (BITON et al., 2011). O
gene CASP8 (regulado pelo FAS) participa do complexo de morte celular induzido
(DISC) que ativa uma cascata de caspases responsavel por desencadear a
apoptose (FALSCHLEHMER et al., 2007).

O gene CFLAR que aparece no consenso entre todos os adenomas é uma
proteina que pode facilitar a apoptose formando um heterodimero com o gene
CASP8 que ajuda na clivagem de proteinas pré-apoptoticas (BITON et al., 2011;
JING et al., 2012). A regulacdo da apoptose ocorre pelos genes alterados do
consenso em adenomas: PAK2 e DAPK2 presentes na subvia de Regulacdo da
apoptose. Estes genes sdo ativados por estimulos extracelulares gerados pelos
danos ao DNA que ativam o programa de morte celular em adenomas (LI, et al.,
2011).

4.4.2 Perda de subvias e genes em tecidos cancerosos

O diagrama da figura 14b é baseado no consenso entre pelo menos 2
doencas com os TOP-5 genes menos ativos entre o fold change das amostras de
cancer (colorretal, adrenal, pancreas e tireéide) sobre cada uma das alteracdes de
atividade relativa e diversidade relativa (aumento ou diminuicdo) das subvias de
adenoma da figura 12. O objetivo desta analise foi de avaliar a integridade das
subvias e dos genes do diagrama da figura 14a em cancer (figura 14b). O resultado

completo dos genes menos ativos em cancer é descrita no Anexo 5.
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A figura 14b mostra em cinza claro todos os genes que perderam sua
atividade na andlise do fold change e outros genes que permaneceram expressos no
consenso da figura 12 e na figura 13 em cancer. Sendo assim, pela analise do fold
change (consenso da figura 13f) foi possivel identificar sete genes do consenso
alterados e que pertencem a subvia RB/E2F responsavel por regular o ciclo celular
na transicao da fase G1 para S. Um destes genes responsaveis pela regulacéo é o
TP53 que aparece alterado em canceres do colorretal, glandula adrenal e tiredide
(SENGUPTA et al., 2005). O consenso também mostra o gene H2AFX alterado na
via de Apoptose, ele € um sensor de DSB e um marcador de cancer (KIM et al.,
2010). O H2AFX é regulado pela proteina atr, e é responsavel por identificar as DSB
gue danificam as células e podem levar o tecido ao cancer. Observando o modelo
da figura 14b o H2AFX aparece imediatamente alterado apds a barreira, em cancer,
e 0 seu objetivo € ativar a subvia NHEJ, monitorar e detectar as DSB durante o
processo carcinogénico (BONNER et al., 2008).

Com a analise dos genes com fold change diminuidos em cancer foi possivel
identificar alguns genes que perderam sua capacidade de reparo na via DDR: LIG4,
MRE11A e TP53BP1. Como ja foi mencionado anteriormente, os genes XRCC4 e
LIG4 participam da subvia de Reparo das quebras em fitas duplas do DNA, Reparo
por terminacdo ndo homologa e Reparo por recombinacdo homoéloga. O MRE11A é
um sensor de DSB e TP53BP1 atua como regulador do complexo MRN e sobre os
genes ATM e ATR. Como estes genes apresentam inibicdo em cancer é observado
gue ha uma diminuicdo da DDR que facilita a proliferacdo aberrante de células
cancerosas. Na via de Apoptose também foram encontrados genes com fold change
diminuido e que nado estdo apresentados no modelo da figura 14: FAS, CFLAR,
RIPK1, TANK, CASP8 e os genes da subvia de Regulacdo da Apoptose, PAK2 e
DAPK2. Por outro lado verificou-se que os genes envolvidos na via de ciclo celular

se mantiveram ativos e os resultados ndo mostraram nenhum sinal de inibicao.
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4.5 Conclusodes

Os estudos identificaram duas caracteristicas importantes da transformacao
gue complementam o modelo proposto por Halazonetis e colaboradores (2008): (1)
A ativacdo da subvia de apoptose, NFKB (independente da p53) que esta
principalmente relacionada com o elevado nivel de DSB e (2) a alteracdo da subvia
de Senescéncia replicativa em quase todas as amostras e inclusive relacionada com
a inflamacdo do colorretal. No primeiro caso observa-se que em adenomas a
apoptose é ativada independentemente do gene TP53, através das subvias de
Ativagcdo do NFKB que permanece ativa mesmo em cancer. A atividade do gene
NFKB pode ter efeitos benéficos ou prejudiciais em relacdo a homeostase do tecido.
Na supresséo do tumor esta subvia pode regular a parada do ciclo celular, o estado
senescente e a sinalizacdo do sistema imune para remover as células danificadas. O
segundo caso sugere o0 envolvimento da erosdo dos teléomeros em adenomas e na
progressédo para o cancer. Particularmente, a inflamacdo e adenoma do colorretal
tém comportamentos diferentes na ativacdo da barreira anticancer, enquanto na
inflamacéo ha ativacdo da apoptose e senescéncia o ciclo celular ndo se altera, em
adenomas existe a ativacao de subvias responsaveis por diferentes tipos de reparo
do DNA e um equilibrio entre o ciclo celular e a apoptose caracteristica do colorretal
para garantir a integridade dos tecidos e a supresséo tumoral.

O modelo mostra ainda o gene CFLAR alterado em todos os adenomas e em
outros dois estudos que ndo estdo descritos neste trabalho: adenoma pituitario
(GSE4488, 2006) e em adenoma do colorretal (GSE8671, 2007)*. Todas as
alteracdes encontradas para o CFLAR sugerem esse gene como um marcador de

adenomas.

'3 Estas séries ndo foram inclusas & tese por que no conjunto de amostras ndo continham
amostras de cancer.



5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram abordados métodos de andlise estatistica da expressao
de genes e vias envolvidas nos mecanismos de manutengdo do genoma para
identificar as alteracbes em tecidos de adenoma que atuam como uma barreira
anticancer. Baseado no modelo qualitativo apresentado por Halazonetis e
colaboradores em 2008, descreveu-se um diagrama quantitativo que define as
alteracdes em vias e genes presentes na barreira que impede a evolugao tumoral.

Para desenvolver o diagrama, os genes envolvidos na manutencdo do
genoma foram caracterizados pela modelagem da rede de manutencédo do genoma.
Modelagem que foi usada para descrever a expressao dos genes e das vias que
atuam como mecanismos de manutencdo do genoma em tecidos de adenoma. Para
isso, foram utilizadas analises de atividade relativa, diversidade relativa e analise do
fold change usadas para identificar as alteracbes dos GMM em amostras de tecidos
relacionadas a evolugdo tumoral, tais como: inflamacdo, adenoma e cancer do
colorretal, amostras de tecidos da prostata, adenomas e céanceres adrenais,
pancreas e tireoide.

Em uma primeira abordagem, uma rede de interacao de proteinas envolvidas
em GMM foi modelada e foram analisados dados de expressao de genes envolvidos
na evolucdo tumoral através de métodos estatisticos de atividade relativa e
diversidade relativa. Na modelagem da rede de manutencdo do genoma, foram
encontrados dois resultados importantes: (1) As vias GMM apresentaram-se
agrupadas em trés conjuntos com funcdes bem especificas de reparo, apoptose e
ciclo celular. (2) Alguns genes participam de mais de uma via, como € o0 caso da
proteina p53 que forma uma ligacdo importante entre as vias de ciclo celular,
apoptose e reparo. O desenvolvimento da rede de interagdo surgiu como precursor
para a analise funcional da rede através de microarranjos de adenomas do
colorretal. Os resultados destas analises descreveram o comportamento das vias de
Ciclo celular e vias de Reparo em tecidos pré-cancerosos. No entanto, nao foi
possivel explicar o funcionamento da via de Apoptose devido ao grande namero de
proteinas que estdo espalhadas por um grande complexo funcional envolvido na
morte celular programada. Em uma segunda proposta verificou-se o comportamento
das vias GMM em amostras de tecidos da prostata. Os resultados apontam a

diminuicdo da atividade das vias de manutencdo do genoma sobre a exposicdo da
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prostata ao Cadmio. Sendo assim, € mostrada a sensibilidade das vias Ontocancro
na presenca do Cadmio e apds as 16 horas elas comecam a retornar ao seu estado
normal devido a eliminagdo do Cadmio pelo tecido da proéstata.

Uma vez modelados os mecanismos envolvidos na manutencdo do genoma,
foi proposto o desenvolvimento do modelo quantitativo que descreve uma barreira
anticancer na evolugcdo de tumores. Nesta fase da pesquisa foram avaliadas as
alteracdes em subvias de manutencdo do genoma em diferentes histologias,
sugerindo apoio ao modelo qualitativo que descreve a barreira anticancer
(HALAZONETIS et al., 2008). De acordo com os resultados apresentados na andlise
funcional da rede de proteinas verificou-se que a aplicacdo da metodologia
guantitativa tem maior eficiéncia em vias de manutencao do genoma que contenham
genes com funcionalidades especificas. Ou seja, as vias de Apoptose, Resposta ao
dano do DNA (DDR) ou Ciclo celular serdo melhor analisadas em
desmembramentos de vias em subvias com fungdes mais especificas. Para
complementar a analise estatistica aplicada as subvias foram calculados os valores
de fold change e escolhidos os TOP-5 genes mais alterados em cada subvia.

O modelo proposto apresenta resultados que descrevem a barreira anticancer
presente em tecidos de adenoma do colorretal, adrenal, pancreas e tiredide e
descreve também como as subvias de manutencdo do genoma séo perdidas apos a
ativacdo da barreira em tumores malignos. Portanto, os resultados apresentados
proporcionaram a construcdo de um modelo que complementa os estudos
gualitativos relacionados a evolucdo tumoral através das analises estatisticas que
uniram em um unico modelo as vias, subvias e genes responsaveis por ativar um
conjunto de mecanismos que impede a evolucdo para o cancer. O modelo mostra
ainda o gene CFLAR alterado em todos os adenomas e sua alteracao sugere esse
gene como um marcador de adenomas.

Sendo assim, o modelo baseado na ativacdo de uma barreira anticancer
podera contribuir para a terapia do cancer e ajudar no combate de neoplasias que
afetam os tecidos glandulares através do desenvolvimento de drogas que permitem
a ativacao da barreira em cancer.

Como perspectiva futura é sugerido introduzir amostras de expressao obtidas
por RNASeq para determinar os niveis de expressao génica em vias e genes
envolvidos na manutencdo do genoma e ainda verificar oS mecanismos que estao

envolvidos na destruicdo da barreira anticancer.
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ANEXO 1 - Resultados das comparacdes entre as
normalizagcdes: MAS 5.0, GCRMA e RMA.

Neste Anexo, estdo apresentados atravées dos gréficos de caixas o0s
resultados das trés normalizacbes (MAS 5.0, GCRMA e RMA) utilizadas nas
amostras de colorretal, adrenal, pancreas e tiredide do capitulo 4. Para definir a
melhor normalizacdo os graficos de caixas que representam a expressao de cada
amostra do tecido do colorretal indicam diferentes distribuicbes de normalizacao
para cada um dos trés casos. Enquanto as figuras A e B que representam as
normalizacbes MAS 5.0 e GCRMA mostram uma maior dispersdao em relacdo a
média, a figura C que representa a normalizagdo RMA indica uma normalizagéo
mais homogénea. O que é caracteristica importante na analise de vias e subvias. As
analises de normalizacdo também foi aplicada aos tecidos adrenais, pancreas e
tiredide e os resultados seguiram 0 mesmo padrao da normalizacdo RMA aplicada

ao colorretal.
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Figura A - Gréfico de caixas aplicado sobre as amostras do tecido do colorretal normalizadas
com MAS 5.0 onde cada coluna representa uma das 53 amostra.
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Figura C - Gréfico de caixas aplicado sobre as amostras do tecido do colorretal normalizadas

com RMA onde cada coluna representa uma das 53 amostra.
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ANEXO 2 - Tabelas do consenso entre os 5 genes com
fold change mais alterados entre adenoma versus normal e
cancer versus normal.

Neste anexo estdo apresentados todos 0s genes pertencentes ao consenso
da figura 13. Para cada uma das subvias o R indica a posi¢cao do gene (TOP-5) na
subvia. Os genes foram selecionados a partir de pelo menos duas evidéncias de
alteracdo em duas doencas distintas. Como exemplo tem-se o gene MSH6 que esta
alterado em adenoma do colorretal, adrenal e tireéide. O fold change foi calculado
para todas as subvias alteradas e inclusive para algumas subvias que nao
apresentaram alteracdo (ver alteragbes na figura 12) como o caso: via DDR de
adenoma adrenal, na via DDR de cancer adrenal e tiredide, na via de Apoptose de

cancer do pancreas e na via de Ciclo celular para o adenoma do péancreas.

CONSENSO DOS GENES DA VIA DDR

COLON ADENOMA CANCER
SUBVIA R | INFLAM. | COLON  ADRENAL PANCREAS TIREOIDE | COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1 MSH2 MSH6
2 MSH6 MSH3
Reparo por 3 MSH6 MSH3

excisdo de bases
4 MSH3
5 MSH2
1 BRCA2 ATM
2 FANCD2 ATR

Viada anemia de 3 FANCD2

Fanconi
4 ATR ATR
5 ATM ATM
1 RAD50 RAD52 RPA4
Recoml])inagéo 2 MRE11A RAD52
homdéloga

3 BRCA2 RPA4
4
5 RAD52
1 MSH6 MSH2
2 RFC3 RPA4

Reparo de bases 3 RFC3 MSHE RFC4

mal pareadas

4 MSH3 MSH3 RFC4
5
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COLON ADENOMA CANCER
SUBVIA R | INFLAM. COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1
Reparo por
excisédo de 2 RFC4
nucleotideos
3 RFC3 RPA4
4 LIG4
5 BRCA2 RFC4
1 XRCC4 XRCC4 MRE11A
Reparo por
terminacdo nédo | 2 RAD50 LIG4 XRCC4
homologa
3 DCLRE1C DCLREIC RAD50
4 DCLRE1C PRKDC XRCC5 XRCC4
5 PRKDC DCLREIC XRCC4
1 BRCA2 XRCC4 XRCC4 RAD52
Reparo das 2 TP53BP1 ATM BRCA2 H2AFX H2AFX
quebrasem | 5 LIG4 RADS50 TP53BP1 XRCC5
fitas duplas no
DNA 4 MRE11A RAD52 BRCA2 XRCC5 RAD52 H2AFX
5 RAD52 PRKDC PRKDC RAD52 XRCC4
CONSENSO DOS GENES DA VIA DE APOPTOSE
COLON ADENOMA CANCER
SUBVIA R | INFLAM. COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE | COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1 CASP8 BIRC3 CASP2
2 MAP2K4
Sinalizagéo
TNER1 3 CASP2
4 MAP2K4
5 RIPK1
1 TANK TNFRSF1B
2 RIPK1 TNFRSF1B TANK
Sinalizagéo
TNFR2 3 TNFRSF1B RIPK1
4 TANK MAP3K1
5 MAP3K1
1 CASP8
Sinalizag&o do 2
receptor TNF
3
4
5
1 CFLAR FAS
2 TNFRSF1B TNFSF10
Receptor de
sinalizacao de 3 CFLAR
morte
4
5 CASP8
1
Sinalizagéo da
apoptose em 2 BCL2
DDR
BAX
4 BCL2L1
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COLON ADENOMA CANCER
SUBVIA R INFLAM. COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1
2 TNFSF10
Indugéo da
apoptose
pelas 3 TNFRSF10B
receptores
de morte
DR3/4/5
4
5
1 BIRC3 FAS CFLAR
2 NTRK1 CFLAR
Apoﬁgse' 3 | TNFRSF10D
4 | TNFRSF10B
5 BAX CFLAR
1
Cascata de
caspases 2
em
apoptose
3 BIRC3
4
5 BAX
1 PAK2 DAPK2 UNC5A
2 PSMC2 PSMC2 PAK2 DAPK1 DAPK1
Regulagédo
3
da apoptose
4 PAK2 UNC5A DAPK1
5 DAPK2 PAK2 PAK2 PAK2
1
2
Fase de
execucdo da | 3
apoptose
pop 4
5
1 FAS
Via
extrinseca | 2 TNFSF10
de apoptose
3 CFLAR
4
5
1 SET
2 HMGB2
Granzima A
mediador de | 3 APEX1
apoptose
4| ANP32A
5 HMGB2
1 CDK6 CDK6 TP53 H2AFX
2 CDC25A CDKN1A CDK6 RPA4
Senescéncia
Replicativa 3 CDK6 CDK6 BCL2 MDM2 RPA4 ATR ATR
4 CCNE2 CDK6 H2AFX CDK6 TP53
5 CDKN1A CDKN1A MDM2 CCND1 CCND1
1 XIAP NEMO NRN NBN
2 ERC1 XIAP NEMO XIAP
Ativacdo da
NEKB 3 NEMO ERC1 PIAS4 PIAS4
4 CHUK CHUK XIAP NEMO
5 PIAS4 PIAS4 XIAP NBN NEMO
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COLON ADENOMA CANCER
SUBVIA R | INFLAM. COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE COLON ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
cDe2 TP53
Ciclo celular:
pontos de 2 TP53
controle G1/S
3 TP53
4
5
1 PSMC2 RFC4 RFC4
2
Fase S 3
4 CCNE2
5 WEE1
1 cDC2
2
Ciclinas e
regulagdodo | 3
ciclo celular
4
5
1 TP53
2 CCNE2
Pontos de
controle G1/S
3
do dano ao
DNA
4
5 TP53
1 WEE1 RFC4
2
Postos de
controle G2/M 3 cbe7 WEEL
4
5 cbe2
1 cDC2
2
Fase mitotica 3
G2-G2/M
4 WEE1 CLASP1
5 PAFAH1B1
1 cDC7 MAD2L1 cDC7 CLASP1 RPA4 RPA4
2
Fase mitética
M-M/G1 3 SMC3 PAFAH1B1
4 PAFAH1B1 MAD2L1
5 PSMc2 SMC3 MAD2L1
1 MAD2L1
2
Pontos de
controle do 3
fuso mitético
4
5
1 cbe2 WEE1 EP300 APC EP300 CREBBP
2 CREBBP TP53 EED
RB/E2F 3 WEE1 EED EED APC
4 EP300
5 EED EP300
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ANEXO 3 - Discussao estendida da funcao dos genes
alterados no consenso da figura 13.

A discusséo que segue mostra as funcdes de alguns genes relevantes para a
ativacao da barreira anticancer em tecidos de adenoma.

De acordo com o trabalho de Halazonetis e colaboradores (2008), os autores
sugerem que 0s oncogenes induzem um estresse replicativo no DNA que leva a
formacéo de DSB e consequentemente ativa o gene TP53 que induz a ativacéo das
vias de Apoptose e Senescéncia. Observando 0 consenso verificou-se a existéncia
de genes alterados responsaveis por identificar e reparar DSB em tecidos de
adenoma. Na figura 13a sdo mostrados os genes alterados no consenso para a via
DDR. Muitos dos genes do consenso (MRE11A, TP53BP1, BRCA2, LIG4, ATM e
XRCC4) pertencem a subvias de Reparo das quebras em fitas duplas e os genes
XRCC4, LIG4 e MRE11A também participam da subvia de Reparo por terminacao
nao homologa. Destes 6 genes que estao envolvidos em DSB, o MRE11A, TP53BP1
e ATM séo proteinas sensoras das alteracdes em fitas duplas e os outros trés genes
tém papel como efetores do reparo das DSB realizado pelas subvias de
Recombinacdo homologa e Reparo por terminacdo ndo homologa (STRACKER et
al.,, 2011; DUNCAN et al., 1998). Outro gene que merece atencdo € o ATR que
aparece ativo na subvia Anemia de Fanconi e atua como sensor de danos do DNA e
ajuda na ativacdo dos pontos de verificagdo do DNA (STRACKER et al., 2011).
Outros genes do consenso (MSH2, MSH3 e MSH6) pertencem a subvia de Reparo
por excisdo de bases, ou seja, estdo envolvidos no reparo das quebras em fitas
simples do DNA (DSS). O gene MSH6 que esta alterado na subvia Reparo por
excisao (BER) e em Reparo das bases mal pareadas (MMR), o gene MSH3 que esta
alterado na subvia Reparo por excisdo de bases (BER) e o0 MSH2 desempenham
papeis importantes na recombinacdo dos pares de bases trocados e séao
fundamentas para a manutencdo do genoma (FISHEL et al., 1997).

No consenso da via DDR em céancer (figura 13b) ndo foram identificados
genes envolvidos em DSS e 4 genes encontrados estdo ligados as subvias de DSB:
H2AFX, XRCC4, XRCC5 e RAD52. Os genes XRCC4 e XRCC5 estao envolvidos no
Reparo por terminacdes ndo homélogas e sédo ativadas quando ha reparo das DSB.

O XRCC4 se liga ao LIG4 formando um complexo que é responsavel por ativar as
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etapas de ligacao que envolve o reparo pela subvia NHEJ (SENGULTA et al., 2005).
A histona H2AFX é um sensor de danos e surge muito expressa em cancer. Ele é
ativo imediatamente apds a barreira e monitora e ajuda na delecdo das DSB
(BONNER et al., 2008).

Modelos anteriores descrevem a ativacdo da apoptose e da senescéncia
como uma barreira que impede o desenvolvimento do cancer em tecidos pré-
cancerosos. No consenso da figura 13c para a via de apoptose é mostrado que 0s
genes da analise estdo associados a regulacdo e ativacdo da apoptose através de
algumas subvias envolvendo os fatores de necrose tumoral (TNF) e pela subvia de
Senescéncia replicativa. Associado as subvias TNF foram localizados alterados os
seguintes genes: Na subvia de Sinalizacdo TNFR1 os genes, CASP8, CASP2 e
RIPK1, na subvia de Sinalizagdo TNFR2 os genes TANK, RIPK1 e TNFRSF1B. A
ativacdo da subvia de Sinalizagdo TNFR1 é mediada pelo gene do consenso RIPK1
(BITON et al., 2011) e atua como reguladora da cascata de caspases pela ativacao
do gene CASP8 que aparece alterada nos adenomas do colorretal e da glandula
adrenal, enquanto que em adenomas do pancreas e tiredide a ativacao da cascata
de caspases parece ser ativada a partir do gene CASP2 (BEST, 2008). No processo
de ativacdo da apoptose o gene MAP2K4 sinaliza a fragmentacdo do DNA e o gene
TANK € um receptor da proteina tnfr2 que é induzida pelo RIPK1 que controla a
ativacdo do gene MAP3K1 (KAYE, 1996). O gene TNFRSF1B atua na subvia de
Sinalizagcdo TNFR2 e utiliza o TANK como supressor apoptotico de BIRC3 que
participa das subvias da Caspase cascade em apoptose e da subvia de Sinalizacédo
TNFR1. O FAS pertence a familia Fator de Necrose Tumoral, ela faz parte do
complexo de sinalizacdo de morte induzida (DISC) que ativa o gene CASP8 para
mediar a apoptose (MICHEAU et al., 2002). Dois genes do consenso pertencem a
subvia de Regulacéo da apoptose: DAPK2 e PAK2. O DAPK2 esta associada com a
morte celular pela quinase 2 e atua como reguladora positiva da apoptose que
atuando em conjunto com o PAK2 na regulacdo dos eventos apoptoticos (KAWAI et
al., 1998]. Na subvia de Senescéncia replicativa foram encontrados trés genes do
consenso: CDK6, CDKN1A e MDM2. CDK6 e CDKN1A sao ciclinas quinases que
atuam com a p53 na parada do ciclo celular em resposta ao dano do DNA
(REINHARDT et al., 2012) e o gene MDM2 tém funcao de inibir a p53 em tecidos
normais (DEY et al., 2008). Ainda na figura 13c os genes NEMO e CHUK pertencem

a subvia de Ativagcdo do NFKB que aparece muito alterada em tecidos de adenoma
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e em cancer como ja foi mencionado na secdo anterior. Os genes alterados no
consenso tém funcéo de regulacao e influenciam na ativagédo da subvia Ativacédo do
NFKB, seja através da liberacdo de neurotransmissores pelo gene ERC1, pela
modulacdo do NFKB que é dada pelo gene NEMO ou pela regulacdo de outras vias
celulares, como o caso da via p53 que ocorre pela ativacado do PIAS4 (SABATEL et
al., 2011). O consenso mostra o gene CFLAR alterado entre todos os adenomas.
Este gene atua na subvia Extrinseca de apoptose como regulador do gene CASP8
gue € responsavel por ativar a morte induzida pelo TNFRSF1A (YEH et al., 2000;
KAWAMURA et al., 2007). Algumas evidéncias sugerem que o CFLAR pode facilitar
a apoptose formando um heterodimero com o CASP8, que ajuda na clivagem de
pré-caspases 8 (JING et al., 2012).

Seguindo pela analogia de alteracbes da subvia Ativacdo do NFKB foram
encontrados trés genes (NBN, PIAS4 e NEMO) desta subvia alterados em cancer,
conforme mostra a figura 13d. Entre estes trés genes destaca-se o NBN que
participa do complexo MRN e tem um papel na resposta aos danos do DNA e na
manutencdo da integridade cromossémica (JI-HOON et al.,, 2010). Além destes
genes foram encontrados os genes H2AFX, PAK2 e CDK6 também alteracbes em
cancer. Na figura 13d os genes do consenso PAK2 e CDK6 estdo envolvidos na
subvia de Regulacdo da Apoptose e o gene H2AFX que participa das subvias de
Senescéncia replicativa e Ativacdo do NFKB € um sensor de quebras em fitas
duplas do DNA (KIM et al., 2010). Em cancer o NEMO controla os mecanismos de
resposta a altos niveis de danos do DNA e é ativado pelo H2AFX e pelo ATM
(BITON et al., 2011).

Na figura 13e estdo apresentados os resultados do consenso dos genes na
via de ciclo celular em adenoma. Neste diagrama a subvia mais alterada entre os
adenomas € a Fase mitética M-M/G1 com trés genes alterados: SMC3, CDC7 e
WEE1. O gene SMC3 esta envolvido ha manutencédo estrutural dos cromossomos e
na montagem dos poélos do fuso durante a mitose (STRUNNIKOV et al., 1999). O
CDCY7 ou ciclo de divisdo celular, homologo 7 estd mutuamente alterado nas subvias
da Fase mitdtica M-M/G1 e nos Postos de controle G2/M. CDC7 é uma quinase que
ativa proteinas envolvidas no ciclo celular, em tumores essa proteina provoca a
morte celular por apoptose independente do TP53 (LABIB, 2010) e estudos recentes
mostram que o WEEL1 inibe as ciclinas quinases na fase G2 (SORENSEN et al.,
2012).
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Como a caracteristica mais comum do cancer € a proliferacdo aberrante
(CASTRO et al., 2007), observa-se a ativacdo de algumas proteinas importantes
para a manutencédo do ciclo celular em cancer, em particular percebe-se a ativagéo
da subvia RB/E2F que regula o ciclo celular na transicdo de G1 para S cuja
desregulacéo ja foi observada em diversos tipos de cancer (CALZONE et al., 2008).
Nesta subvia foram encontrados 4 genes alterados em consenso: EP300, CREBBP,
APC e TP53. O gene EP300 e CREBBP formam parte de um caminho de ligacéo
cruzada (cross talk) formando um ponto critico de ligacdo entre o NFKB e 0 gene
TP53. Estudos mostram que o cross talk entre os genes sugerem ativacao do TP53
e inibicdo do NFKB oferecendo grande potencial para evitar a carcinogenese (DEY
et al., 2008). Observando ainda o diagrama da figura 13f foram identificados mais
dois genes alterados na subvia RB/E2F: EED e APC. O EED codifica proteinas
multiméricas que estédo envolvidas no estado de regulacéo de outros genes e o APC
tem funcdo regulatoria e também & um supressor de tumor. Mutagbes do APC sao
conhecidas em casos de adenocarcinoma do colorretal (CALZONE et al., 2008). Os
genes RPA4 e RFC4 aparecem expressos nas subvias Fase mitética M-M/G1 e na
Fase S respectivamente e tem funcédo na regulacéo da replicacdo (FANNING et al.,
20086).
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ANEXO 4 - Discusséao estendida da funcéo dos TOP-5
genes alterados nos tecidos de inflamacéo do colorretal.

Neste Anexo, estdo apresentadas as discussdes bioldgicas dos genes
analisados pela mudanca de expressao (fold change) nas subvias: Senescéncia
Replicativa, Apoptose - Homo sapiens e Granzima A mediador de apoptose.

Na analise do fold change da subvia de Senescéncia replicativa, os genes
CDK6, CDC25A e CDKNI1A, indicam a regulacdo do estado senescente em
inflamacéo do colorretal a partir de CDKN1A. Na subvia Apoptose - Homo sapiens
0os genes TNFRSF10D/B codificam os receptores TRAILR2 e TRAILR4 cuja
interacdo entre eles € capaz de inibir a apoptose a partir do ligante TRAIL, além de
regular a inibicdo da apoptose através da subvia de Ativacdo do NFKB
(FALSCHELEHNER et al., 2007). O BIRC3 codifica o gene CIPA2 e também é
responsavel pela inibicAo da apoptose através da ativacdo do NFKB, além de
contribuir para prevenir a ativacdo do CASP8 através do RIPK1 (GYRD-HANSEN et
al., 2010). Enquanto estes 3 genes atuam na inibicdo da apoptose, a proteina pro-
apoptética bax € mantida inativa por proteinas da familia Bcl2. Contudo esta
repressado diminui a partir da ativacdo o BH3 (LINDSAY et al., 2011). Como esta
sendo previsto nessa abordagem ha ativacao da apoptose em tecidos inflamados do
colorretal, com isso ocorre ativacdo de alguns genes como o TRAILR2 e BAX que
indicam a regulacdo da morte celular programada através da via Intrinseca de
apoptose. O gene NTRK1 foi inicialmente relacionado com carcinomas de colorretal,
ele € um oncogene que atua como receptor para a proteina envolvida no fator de
crescimento de neurdnios (NGF), cuja expressao esta envolvida na regulacdo do
crescimento, diferenciacdo e apoptose de neurbnios nos sistema nervoso central e
periférico (ALBERTI et al., 2003). A expressao génica do NGF e NTRK1 aparecem
aumentadas em pacientes sofrendo UC e DC e com intestinos inflamados, o que
sugere a ativacdo da subvia de Apoptose - Homo sapiens contendo estes
elementos. Células imunes presentes na parede intestinal, expressam altos niveis
de NGF e NTRK1, induzindo a ativacdo de fibras nervosas sensoriais, que por sua
vez atuam na manutencdo da integridade da mucosa intestinal (DI MOLA et al.,
2000, QIAO et al., 2010). Enquanto que a atividade da subvia Apoptose - Homo

sapiens indica a ativagdo das subvias Extrinseca e Intrinseca de apoptose a partir
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da expressdo de TNFRSF10D/B e BAX respectivamente, uma terceira subvia
indicada pela atividade da subvia Granzima A mediador de apoptose envolve a
ativacao de células T citotoxicas. A principal funcédo destas células €é regular o inicio
da apoptose em células-alvo através da exposicdo destas células a proteinas
toxicas, incluindo perforina, cuja principal funcdo é formar poros na membrana
plasmatica com o objetivo de auxiliar as granzimas liberadas pelas células T a entrar
no citoplasma das células marcadas para remocédo por apoptose de células tumorais
(ELMORE, 2007; FAN et al., 2005).

Os linfécitos T expressam de forma abundante as granzimas A e B que
coordenam a apoptose por duas vias distintas, enquanto a atividade apoptética da
granzima A independe da ativacdo das caspases, a via envolvendo a granzima B
envolve a mitocondria e uma rapida ativacéo das caspases (BOTS et al., 2006). A
granzima A regula a morte celular programada através da fragmentacdo do DNA, de
modo que a regulacdo deste processo envolve um complexo liberado pelo reticulo
endoplasmatico formado pelas proteinas Set, Apel, pp32, Hmg2, Nm23-hl e Trex1,
cuja clivagem dos genes HMG2, APEL e SET pela granzima A, libera a
fragmentacdo do DNA por Nm23-hl e TREX1 (ELMORE, 2007; BOTS et al., 2006).
Na pesquisa pelos genes com fold change mais alterados foram localizados 4 genes
na subvia Granzima mediadora de apoptose: SET, HMGB2, APEX1 e ANP32A,
indicando que na inflamac&o do colorretal ocorre também a ativacdo da apoptose
coordenada pelas células T a partir da ativagcdo da subvia contendo granzima A, o

gue reforca a atividade apoptotica de células presentes em inflamacéo do colorretal.
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ANEXO 5 - Tabelas do consenso entre 0s genes com
fold Change menos alterados entre cancer versus normal

nas subvias alteradas apenas em adenoma.

Neste anexo estdo apresentados todos 0s genes que perderam sua posicao

no ranking e estdo pouco ativos em céancer. No Anexo, o R' indicar4 a posi¢do

inversa do gene sendo a posicdo 1 0 gene menos ativo e A € a auséncia do gene

entre os TOP-5 genes menos ativos, indica que o gene esta presente e nao perdeu

suas caracteristicas em cancer.

CONSENSO DOS GENES DA VIA DDR

ADENOMA
SUBVIA R' COLORRETAL ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1 MSH6
2
Reparo por excisédo de bases 3
4 MSH3 MSH3
5 MSH6
1
2
Via da anemia de Fanconi 3
4 BRCA2
5
1
Recombinagdo homoéloga 2
3
4 MRE11A
5 BRCA2
1 MSH6
2
Reparo de bases mal pareadas 3
4
5
1
Reparo por excisdo de nucleotideos 2
3
4 LIG4
5 BRCA2
1 XRCC4
Reparo por terminacdo ndo homologa 2
3
4 LIG4 MRE11A
5 XRCC4
1 BRCA2
2 LIG4
Reparo das quebras em fitas duplas no DNA | 3 MRE11A XRCC4
4 TP53BP1
5 TP53BP1 BRCA2




CONSENSO DOS GENES DA VIA DE APOPTOSE
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ADENOMA
SUBVIA R' COLORRETAL ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1
2 CASP2
Sinalizagdo TNFR1 3 CASP8 MAP2K4
4 BIRC3
5 MAP2K4 RIPK1 CASP2
1 TNFRSF10B TNFRSF10B TNFRSF10B
2 TANK
Sinalizagdo TNFR2 3 RIPK1 TANK
4 TANK RIPK1
5 MAP3K1 MAP3K1
1
2
Sinalizag&o do receptor TNF 3
4 CASP8
5
1 CFLAR
2
3 CFLAR
Receptor de sinalizagcéo de morte
4 TNFSF10
5 CASP8 FAZ
A TNFRSF10B
1
Sinalizagcdo da apoptose em DDR 2
3 BCL2
4
5 BAX
1
2
Inducéo da apoptose pelas receptores de 3 TNFSF10
morte DR3/4/5 4
5
A TNFRSF10B
1
2
3
Apoptose - HS
4
5 FAZ CFLAR
A CFLAR
1 BAX
2
Cascata de caspases em apoptose 3
4
5 BIRC3
1
2 PSMC2
Regulacéo da apoptose 3
4 PAK2 PSMC2 PAK2
5 DAPK2 PAK2 DAPK2
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ADENOMA
SUBVIA R' COLORRETAL ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1
2
Fase de execugdo da apoptose 3
4
5
1
2
Via extrinseca de apoptose 3
4 CFLAR
5 FAZ
A TNFSF10
1
2
Granzima A mediador de apoptose 3
4
5
1
2
Senescéncia Replicativa ’ MPM2
4 BCL2
5 MDM2
A CDK6, CDKN1A CDK6 CDKN1A
1
2 ERC1
3
Ativacdo da NFKB 4
5 CHUK
A PIAS4, NEMO, PIAS4, NEMO,
CHUK WIAP




CONSENSO DOS GENES DA VIA DE CICLO CELULAR
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ADENOMA
SUBVIA R' COLORRETAL ADRENAL PANCREAS TIREOIDE
1
2
Ciclo celular: pontos de controle G1/S 3
4
5
1
2
3
Fase S
4
5
A WEE1
1
2
Ciclinas e regulagédo do ciclo celular 3
4
5
1
2
Pontos de controle G1/S do dano ao DNA 3
4
5
1
2
Postos de controle G2/M 3
4
5 CDC7
1
2
3
Fase mitética G2-G2/M 4
5
A WEE1
1
2
3
Fase mitética M-M/G1 4
5
A SMC3, CDC7 SMC3
1
2
Pontos de controle do fuso mitético 3
4
5
1
2
3
RB/E2F
4
5
A WEE1 WEE1




