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RESUMO

Siena, A. D. D. Analise da Expresséo de RNAs Longos N&o-Codificadores em
Linhagens Celulares de Melanoma em Diferentes Estagios de Progresséao
Tumoral. 2016. 111 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Evidéncias sugerem que somente cerca de 2% do genoma codifica proteinas,
mas que a maior parte dos 80% restante possui atividade transcricional. Por ndo ser
codificadora de proteinas, essa fracao do genoma foi considerada como 'DNA lixo'.
Entretanto, estudos mais recentes e andlises p6s-ENCODE vem demonstrando que
parte significativa destes RNAs nao-codificantes desempenham papéis importantes
em processos bioldgicos essenciais e também em doencas. Os RNAs longos néo
codificadores (IncRNASs) embora  tradicionalmente conhecidos pelo
imprintinggenémico, vem demonstrando diversos mecanismos de regulacdo da
expressao génica, principalmente emnivel pés transcricional. Um destes INncCRNAs
que esta envolvido principalmente com a metastase em cancer € o HOTAIR. O
melanoma tem sido utilizado como modelo de progressao do cancer por suas etapas
bem definidas e por isso ja tem apresentado alguns IncRNAs envolvidos na
melanomagenese e progressao do melanoma, tal como o HOTAIR. Assim, neste
trabalho foi analisado a expressdo de IncRNAs de amostras de melandcito e
melanoma, sendo que as amostras malignas representam as principais fases de
progresséao deste tipo de cancer. Foram analisados o0s niveis de expressao relativa.
Além disso, foi realizado a expressao diferencial dos grupos representativos do
melanoma. Foram encontrados INcCRNAs com valores de expressao e significancia
(p-ajustado <0,01 e fold change >1) que podem ser indicativos de expressao
associada a progressdo do melanoma. Os IncRNAs mais diferencialmente expressos
foram avaliados quanto a sua capacidade de interacdo proteina-RNA e literatura

cientifica disponivel e entdo foram selecionados para posteriores ensaios funcionais.

Palavras chave: RNAs longos nao codificadores, melanoma.



ABSTRACT

Siena, A. D. D. Analysis of long noncoding RNAs expression in melanoma cell
lines at different stages of tumor progression. 2016. 111 f. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

Evidence suggests that only about 2% of the genome encodes protein, but
most remaining 80% has transcriptional activity. Since they do not coding for proteins,
this fraction of the genome was considered 'junk DNA', However, recent studies and
post-ENCODE analisys has shown that significant part of these non-coding RNAs
play important roles in essential biological processes and in disease. Long non-
coding RNAs (IncRNAs) although traditionally known for genomic imprinting, has
demonstrated several mechanisms of regulation of gene expression, especially at the
post transcriptional level. One of these IncRNAs that is involved primarily with
metastasis in cancer is HOTAIR. Melanoma has been used as a model of cancer
progression by its well-defined steps, and so it has been presented some InCRNAs
involved in melanoma progression and melanomagenese, as HOTAIR was
demonstrated. In this work it was analyzed the expression of IncRNAs of melanocyte
and melanoma samples, and malignant samples represent the main stages of
progression of this type of cancer. Relative expression levels were analyzed.
Furthermore, it was performed differential expression of representative melanoma
groups. IncRNAs found with expression values and significance (p-adjusted <0.01
and fold change> 1) may be indicative of expression associated with melanoma
progression. The IncRNAs more differentially expressed were evaluated for their
ability to interact protein-RNA and available scientific literature and then were

selected for further functional assays.

Keywords: Long noncoding RNAs, melanoma.
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1. INTRODUCAO

1.1 A PELE HUMANA E OS MELANOCITOS

A pele humana adulta é composta por diversas células provenientes de
diferentes origens embrionarias (BLANPAIN; FUCHS, 2006). Durante o
desenvolvimento embrionério e brevemente apds a gastrulagédo, a epiderme surge
como uma monocamada de células progenitoras a partir de células da neuro-
ectoderme que irdo formar a epiderme estratificada, foliculos pilosos, glandulas
sebéaceas e apdcrinas (BLANPAIN; FUCHS, 2006). Os melandcitos, por sua vez,
compdem um grupo heterogéneo de células no corpo humano, que possuem em
comum o fato de serem derivados de células pluripotentes da crista neural
embrionaria (melanoblastos) e a capacidade de producao de melanina (CICHOREK
et al., 2013).

Os melanécitos podem ser encontrados no sistema tegumentar, orelha
interna, coracdo, sistema nervoso, olhos de organismos vertebrados e
possivelmente em outros locais (HEARING; LEONG, 2006; CICHOREK et al., 2013).
Melandcitos sédo responsivos a luz solar com o bronzeamento, e, em animais mais
simples, com a camulflagem, além de possuir extrema versatilidade e formar uma
rede foto-sensivel que € capaz de ler as variacdes sazonais ambientais nos ciclos
de luz, regular e ajustar o ritmo circadiano (IYENGAR, 2013). J4 a pele, em sua
totalidade, é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, com aproximadamente
20 tipos celulares diferentes (Figura 1), e possui diversas outras fun¢des, tais como:
a regulacdo da temperatura corporal e perda de agua; estocagem de gordura;
producédo de vitamina D; protecéo contra infec¢des e lesdes por raios ultra-violetas
(BRESSLER; BRESSLER, 1989; CHUONG et al., 2002; BLANPAIN; FUCHS, 2006;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).
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FIGURA 1 — Organizacgédo histolégica da pele humana. Representacdo das camadas que
formam a pele e os diferentes tipos celulares que compdem este érgdo. Figura adaptada de
American Cancer Society (2015).

1.2 CANCER E PROCESSO CARCINOGENICO

Céancer é uma denominacgdo ampla para uma série de doengas que possuem
em comum o fato de serem constituidas por um conjunto de células anormais, cuja
divisdo celular esta fora de controle e que podem se espalhar para outros tecidos.
De fato, o cancer pode ser considerado uma doenca do genoma (YATES;
CAMPBELL, 2012). O modelo classico de carcinogénese € tido como um processo
originado em uma unica célula, susceptivel a multiplas e sucessivas expansdes
clonais, sendo guiadas pelo acumulo de alteracdes genbmicas (ou “mutagdes”) e
gue sdo selecionadas preferencialmente pelo ambiente tumoral (NOWELL, 1976;
VOGELSTEIN; KINZLER, 1993; YATES; CAMPBELL, 2012). Segundo a teoria de
Alfred Knudson (1971), sdo necessarias pelo menos duas dessas mutacdes para
gue o cancer se desenvolva (KNUDSON, 1971). Um pouco mais tarde, o trabalho de
Peter Nowell (1976), expandiu a percepcdo de desenvolvimento e progressao
tumoral como consequéncia de multiplas alteracdes genéticas e epigenéticas, e que
estas sao requeridas no passo-a-passo para a expansao clonal de células tumorais
e desenvolvimento do tumor (NOWELL, 1976).
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As alteracdes genéticas, por sua vez, podem ser resultado de diferentes tipos
de fatores, que podem ser distinguidos em dois principais grupos: fatores
carcinogénicos externos, como o tabaco (HECHT, 1999), a radiacéo ultravioleta (DE
GRUIJL, 1999; NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010) alguns tipos de alimentos e
hébitos alimentares (LEE; DERAKHSHAN, 2013; BOUVARD et al.,, 2015); ou
caracteristicas biolégicas intrinsecas, como mutacdes hereditarias patogénicas
(WALSH; KING, 2007; LOEB; CATALONA, 2014), producdo de ROS - espécies
reativas de oxigénio (LIOU; STORZ, 2010; SALK; FOX; LOEB, 2010) ou desbalanco
do sistema imunolégico (FINN, 2008; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Mais
tarde, foi observado que alguns tipos de tumores podem apresentar quantidades
muito superiores de mutacdes nao-sindbnimas do que outros, tal como o melanoma
ou o cancer de pulmao, relevando-se a importancia dos mutagénicos na patogénese
destes tumores — luz ultravioleta e tabaco, respectivamente (VOGELSTEIN et al.,
2013).

Além de alteracbes moleculares em diferentes etapas do cancer, existem
também alteracbes no micro-ambiente celular que permitem que 0O processo
carcinogénico se instale e avance. No inicio do século XXI, em busca desta
compreenssdo, Hanahan & Weinberg (2000) elencaram os seis principais tipos de
alteracdes da fisiologia celular, que, coletivamente, explicariam os diversos
gendtipos do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Dez anos mais tarde, 0s
mesmos autores adicionaram quatro novas caracteristicas, baseados nos avancos
do sequenciamento de nova geracdo (NGS) que renderiam entdo um quadro
conceitual para compreenséo da biologia do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Notavelmente, essas habilidades adquiridas séo: (I) evasdo de apoptose; (II)
autossuficiencia em fatores de crescimento; (lll) insensibilidade a fatores anti-
crescimento; (IV) suporte a angiogénese; (V) potencial replicativo ilimitado; (VI)
invasao tecidual e metastase; (VII) desregulagem de metabolismo energetico; (VIII)
prevencao contra destruicdo imunoldgica; (IX) mutacdo e instabilidade genémica e
(X) inflamacgao promotora de tumor (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011).

O processo metastatico embora altamente ineficiente (poucas de varias
células que migram do tumor primario possuem sucesso em colonizar locais
distantes), € o responsavel por cerca de 90% das mortes ocasionadas por cancer

(MEHLEN; PUISIEUX, 2006), principalmente em situagcbes em que estes sao
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resistentes a terapia convencional (FIDLER; KIM; LANGLEY, 2007). Deste modo,
com 0 aumento da expectativa de vida e envelhecimento populacional, & cada vez
mais necessario meios de se entender os mecanismos subjacentes, detectar ou
controlar o cancer em seus estagios menos agressivos, evitando-se assim um

diagndstico tardio e melhorando a sobrevivéncia dos pacientes (HIOM, 2015)

1.3 O CANCER DE PELE

O cancer de pele tem distribuicdo universal e trata-se do cancer de ocorréncia
mais frequente na populacdo brasileira (INCA, 2014). Devido a diversidade de
células presente na pele, este tipo de cancer é classificado de acordo com as células
gue dao origem a neoplasia. De modo geral, o cancer de pele pode ser dividido em
dois tipos principais: do tipo melanoma e ndo melanoma. O cancer de pele néo
melanoma (NMSK - do inglés, non melanoma skin cancer) possui origem
principalmente em células basais ou em células escamosas, sendo estes
denominados como carcinoma de células basais e carcinoma de células escamosas,
respectivamente (ALBERT; WEINSTOCK, 2003; REINHARD DUMMER, MARK R.
PITTELKOW, KEIJI IWATSUKI, ADELE GREEN, 2011). No Brasil, o NMSK
corresponde a aproximadamente 20% dos novos casos de cancer, contudo

apresenta altos indices de cura e baixa taxa de mortalidade (INCA, 2002).
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Figura 1 — Organizagéo histoldgica da pele humana.
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Representacdo das camadas que formam a pele e os diferentes tipos celulares que
compdem este 6rgdo. Figura adaptada de American Cancer Society (2015).

1.4 MELANOMA
1.4.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de pele do tipo melanoma é originario de alteracdes genéticas em
melandcitos, possui baixa frequéncia — cerca de 5% dos casos de cancer de pele —
mas apresenta uma alta letalidade, em torno de 80% (American Cancer Society,
2014; INCA, 2002; Miller e Mihm, 2006). A alta mortalidade associada ao melanoma
se deve principalmente a sua capacidade de desenvolver metastases nos linfonodos
regionais e 6rgaos longinquos, além de possuir eficiéncia terapéutica limitada (INCA,
2002; MacKie, Hauschild e Eggermont, 2009).

Nos Estados Unidos, estima-se que em 2014 serdo contabilizados
aproximadamente 76.100 novos casos de melanoma entre ambos 0S sexos, com
estimativa de aproximadamente 9.710 mortes (SIEGEL et al., 2014). J& no Brasil,
sao estimados para 0 mesmo ano cerca de 5.890 novos casos de melanoma entre
ambos os sexos (INCA, 2014), sendo que as maiores taxas estimadas em homens

e mulheres encontram-se na Regido Sul (TABELA 1).

Tabela 1 — Incidéncia do melanoma no Brasil para o ano de 2014 nas diferentes
regides do Brasil, considerando Estados e capitais.

Estimativa das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes. Tabela adaptada
de INCA, 2014.

Estimativa dos Casos Novos

Homens Mulheres
Regiao Estados Capitais Estados Capitais
Taxa Taxa Taxa Taxa
Casos Bruta Casos Bruta Casos Bruta Casos Bruta
NORTE 80 0,91 70 1,52 70 0,58 60 0,87
NORDESTE 440 1,65 150 2,54 330 1,12 120 1,47
CENTRO-
OESTE 210 2,96 40 3,06 140 1,96 40 2,64
SUDESTE 1.310 3,19 530 5,32 1.510 3,49 750 6,7
SUL 920 6,55 160 9,23 880 6,03 180 8,9

TOTAL 2.960 3,03 950 4,33 2.930 2,85 1.150 4,57
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De modo geral, nas ultimas décadas parece existir um aumento de 4-6% nha
incidéncia anual de melanoma em diversas regides do planeta, como Europa,
Oceania e América do Norte (REINHARD DUMMER, MARK R. PITTELKOW, KEIJI
IWATSUKI, ADELE GREEN, 2011). A mortalidade do melanoma também
acompanha o crescimento da incidéncia (Figura 2), sendo que as regides do corpo
mais afetadas pelo melanoma podem variar. A distribuicdo geral dos casos € mais
presente em costas e ombros masculinos e labios inferiores femininos (MAGNUS,
1981; OSTERLIND; HOU-JENSEN:; M@LLER JENSEN, 1988; MASBACK et al.,
1997; ANDERSEN; DAVIS, 2013); Contudo, em outro método possivel de analise,
cuja distribuicdo de melanoma € ajustada pela area de ocorréncia, ambos 0s sexos

apresentam maiores taxas de incidéncia na regido facial (GREEN et al., 1993).
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Figura 2 — Taxas de incidencia e mortalidade por 100,000 habitantes nos Estados
Unidos da América.

Adaptado de Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) Program and the
National Center for Health Statistics (2015).

O melanoma é a doenca com pior prognéstico dentre os tumores cutaneos e
apresenta também grande impacto econdmico (SOUZA et al., 2009). Nos Estados
Unidos, por ano sdo gastos cerca de 2.4 bilhdes de dodlares no tratamento do
melanoma (Cancer Trends Progress Report, 2010). Os gastos no Brasil envolvidos
no diagnostico e tratamento do melanoma, em seus diversos estagios, foram

avaliados somente nas ultimas décadas (NASER, 2011). O estudo de Souza et al.,
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(2009) relatou que os estagios iniciais 0, | e Il da doenca compreendem
aproximadamente 4,2% (no SUS) e 1, 3% (convénios particulares) do custo total com
a doenca, ja os estagios Ill e IV consomem 95,8% e 98,7%, respectivamente
(SOUZA et al., 2009). Deste modo, percebe-se que o diagndstico em estagios iniciais
de melanoma além de aumentar a possibilidade de tratamento e cura, poderia reduzir
consideravelmente os encargos tanto para o sistema publico de saude, como para o
sistema privado (SOUZA et al., 2009).

1.4.2 PROGRESSAO DO MELANOMA E METASTASE

O melanoma apresenta uma sequéncia de etapas bem definidas por
evidéncias clinicas e histopatoldgicas, progredindo de lesdes proliferativas benignas,
passando por melanomas primarios sem evidéncias de metastase, chegando a
lesbes invasivas primarias e, finalmente, metastase (HERLYN, 1990). De fato, as
etapas de progressao e metastase do melanoma (Figura 3) é retratada em maiores
detalhes pelo classico modelo de Clark (CLARK et al., 1984). Neste modelo, sdo
assumidos seis passos principais na tumorigénese do melanoma, sendo eles: (1)
nevo melanocitico comum; (II) nevo melanocitico com hiperplasia melanocitico
lentiginosa, ou seja, diferenciacdo aberrante; (lll) nevo melanocitico com a
diferenciacdo aberrante e atipia nuclear melanocitica, ou seja, a displasia
melanocitica; (IV) fase de crescimento radial de melanoma primario (RGP); (V) fase
de crescimento vertical de melanoma primario (VGP); e (VI) o melanoma metastético
(MM) por fim (CLARK et al., 1984; HUSSEIN, 2004).
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PROGRESSAO DO MELANOMA
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Figura 3 — Modelo de progressao do cancer de pele tipo melanoma. Adaptado de
Vultur, A. (2013).

Contudo, a metastase e os mecanismos de progressdao do melanoma séo
processos dinamicos, que ainda estédo revelando caminhos menos lineares e muito
mais complexos do que se conhecia até entdo (DAMSKY; THEODOSAKIS;
BOSENBERG, 2014). Essa perspectiva permite enxergar o modelo linear de
melanoma e sua progressdo como uma via para a malignidade, a0 mesmo tempo
em que surgem evidéncias da disseminacdo celular para longe da lesdo primaria
precocemente e ndo como exclusividade de melanoma metastatico (DAMSKY;
THEODOSAKIS; BOSENBERG, 2014).

1.4.3 MELANOMA EXTRA-CUTANEQOS

Melanomas que nado se originam na pele (extra-cutaneos/ndo cutaneos) sao
tumores raros, totalizando entre 4% a 5% de todos 0s melanomas primarios, e cujo
desenvolvimento carece de associa¢gdes com danos provocados pela exposicao ao
sol, historia familiar ou nevos (popularmente conhecido como “pintas”) precursores
(THOELKE et al., 2004; HUSSEIN, 2008). Existem ocorréncias de melanomas extra-
cutaneos em diversos locais, tais como seios nasais e paranasais, cavidade oral,
orgaos genitais femininos, trato digestivo, eséfago, meninges e nos olhos (THOELKE
et al., 2004).

Segundo Hussein (2008), os melanomas extra-cutaneos podem ser agrupados
em quatro grupos principais: (I) melanomas oculares; (II) melanomas mucosais; (ll1)

melanomas metastaticos; e (IV) melanomas de outros Orgdos, que Sao
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extremamente raros (HUSSEIN, 2008). Entre os melanomas extra-cutaneos, os mais
comuns sdo o melanoma ocular e o melanoma mucosal, sendo que o primeiro possui
maior taxa de ocorréncia (chegando a 70% dos casos), e o segundo possui maior
taxa de metastase (cerca de 95%), sendo maior até mesmo de que o proprio
melanoma cutaneo (TAS et al., 2011; KERALIYA et al., 2015).

1.4.4 FATORES DE RISCO

Em termos de fatores ambientais, a exposicéo a luz solar (predominantemente
raios UV) apresenta dados consistentes de associacdo ao melanoma (PLEASANCE
et al., 2010; BERGER et al., 2012), sendo possivel notar uma flutuacdo nessa
incidéncia de acordo com algumas caracteristicas, tais como: pessoas com pele
clara possuem em média 15% maiores chances de desenvolver melanoma
(ARMSTRONG; KRICKER, 1993); migrantes de pele clara que migram de altas para
baixas latitudes possuem taxas de melanoma maiores do que residentes nativos
(WHITEMAN; WHITEMAN; GREEN, 2001); pacientes acometidos por Xeroderma
Pigmentosum (XP) — uma doenca genética associada a incapacidade de reparo no
DNA por les6es induzidas pela luz ultra-violeta (UV) — possuem risco 1000 vezes
maior de desenvolver melanoma do que as demais pessoas (KRAEMER et al.,
1994); medidas fenotipicas de sensibilidade ao sol (pele clara, sardas ou facilidade
de se “queimar” ao sol) indicam pelo menos duas vezes mais riscos de melanoma
em todas as populacdes (BLISS et al., 1995); e além disso, existem estudos com
modelos animais que associam intimamente a radiacdo UV ao desenvolvimento do
melanoma (NOONAN et al., 2001; REINHARD DUMMER, MARK R. PITTELKOW,
KEIJI IWATSUKI, ADELE GREEN, 2011).

1.45 GENETICA DO MELANOMA

Dentre as alteracbes genéticas de alto risco para desenvolvimento de
melanoma, podemos encontrar o gene supressor tumoral CDKN2A (Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2A), que codifica dois transcritos para proteinas
supressoras tumorais via splicing alternativo - através da utilizacdo de promotores
alternativos e exons iniciais — resultando em diferentes Open Reading Frames

(ORFs) e nas proteinas sem homologia de aminoacidos p16'Nk4a e p14ARF(CHIN;
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GARRAWAY; FISHER, 2006; HODIS et al., 2012). Esse gene, cuja delecéo de seu
l6cus (9p21) esta associada ao melanoma familial (CANNON-ALBRIGHT et al.,
1992; NANCARROW et al., 1993; PETTY et al., 1993; HODIS et al., 2012) também
pode apresentar mutacfes de linhagem germinativa (HUSSUSSIAN et al., 1994;
GRUIS et al., 1995; HARLAND et al., 1997). Além disso, o gene CDK4 (Cyclin-
Dependent Kinase 4), que codifica o alvo primario da proteina p16'NK4a parece
também estar envolvido com o melanoma familial (ZUO et al., 1996). Contudo,
mutacdes na linhagem germinativa do gene CDKN2A ainda sao consideradas como
o principal evento no desenvolvimento de melanoma familial (CHIN; GARRAWAY;
FISHER, 2006; PETERS, 2008).

Existem genes que também ja foram associados com o melanoma nao
familial, tal como genes envolvidos no reparo de DNA, da familia génica XP
(REINHARD DUMMER, MARK R. PITTELKOW, KEIJI IWATSUKI, ADELE GREEN,
2011), que também estéo relacionados ao Xeroderma Pigmentosum e possuem alta
correlagcdo com desenvolvimento de melanoma (KRAEMER et al., 1994; KRAEMER,
1997). Além disso, dele¢cbes ou mutacBes no gene supressor de tumor PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog) também estéo associadas ao desenvolvimento
e progressdo de melanoma (CELEBI et al., 2000; WU; GOEL; HALUSKA, 2003;
DONG et al., 2014).

Dentre as alteracdes genéticas esporadicas, uma das principais descobertas
foi a associacdo de mutacdes no gene BRAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase) a melanomagénese — ou seja, a origem e desenvolvimento
do melanoma (VULTUR; HERLYN, 2013). O gene BRAF encontra-se no locus 7934
e codifica uma proteina quinase serina/treonina que atua na via MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases) transmitindo sinais externos para o nucleo celular, sendo
ja associado a diversos tipos de cancer (DAVIES et al., 2002; ASCIERTO et al.,
2012). No melanoma maligno, muta¢cdes neste gene estdo presentes em torno de
50% dos casos (DAVIES et al., 2002; KUMAR et al., 2003; ASCIERTO et al., 2012;
HODIS et al., 2012; JANG; ATKINS, 2013; HELIAS-RODZEWICZ et al., 2015), sendo
que a mutagdo mais frequente (cerca de 90%) encontra-se no codon 600 desta
proteina (BRAF V600E), e que afeta os dominios quinase e a conformacao ativa da
proteina (DAVIES et al., 2002; ASCIERTO et al., 2012; MCCAIN, 2013). Mutacdes
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em outros genes da familia RAF (ARAF ou CRAF) aparentam ndo estar envolvidos
no desenvolvimento do melanoma (FURUE; KADONO, 2016).

Além disso, cerca de 1/5 dos melanomas cutaneos apresentam mutacdes
dominantes no gene NRAS (neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) que
resultam em ganho de funcdo deste oncogene (LEE; CHOI; KIM, 2011; FUNCK-
BRENTANO et al.,, 2016). Mutacdes nesse gene tém sido associadas com
instabilidade cromoss6mica e cujos niveis de alelos mutantes estdo aumentados
durante a progressdo metastética do melanoma (FUNCK-BRENTANO et al., 2016).
A principal mutacdo neste gene é a substituicdo de uma leucina por uma glutamina
na posicao 61 da proteina, sendo que mutacdes em outras isoformas (HRAS ou
KRAS) séo consideradas raras em melanoma (WHITWAM et al., 2007; FURUE;
KADONO, 2016).

1.5 0 GENOMA HUMANO: COMPLEXIDADE E SEQUENCIAS GENETICAS

NAO CODIFICANTES

Desde os primeiros achados sobre a heranca e expresséo de caracteristicas
biologicas (MENDEL, 1865) até os mais recentes estudos moleculares e novas
tecnologias de sequenciamento de material genético (DERRIEN et al., 2012;
SPICUGLIA et al., 2013; GUO et al., 2015), houveram significativos avan¢cos. Em
destaque, estdo as caracteristicas e funcées de DNA, RNA e proteinas, e as relacdes
que estes possuem entre si. Uma das principais conjunturas a integrar esses
conceitos foi o0 Dogma Central da Biologia Molecular, que define o sentido do fluxo
da informacdo genética como sendo DNA > RNA > PROTEINA (CRICK, 1970).
Nesta perspectiva, podemos observar o DNA como responsavel por armazenar a
informacdo genética, a proteina como efetora das atividades celulares, e o RNA
apenas como um intermediario carregando informacdo de uma molécula a outra
(MATTICK; MAKUNIN, 2006). Existe, portanto, este viés historico em que vemos
proteinas e o DNA como principais componentes da célula e do genoma,
principalmente pela relativa facilidade em identificar e estudar genes codificantes de
proteinas e seus produtos (DERRIEN et al., 2012).

Ainda antes da elaboracdo do Dogma Central da Biologia Molecular, um

raciocinio pode ter influenciado a nossa percepcéo acerca das moléculas celulares,
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quando foi elaborada a teoria “um gene — uma enzima”, em que um trecho de DNA,
para ser considerado como gene, deveria possuir capacidade de codificar uma unica
proteina (BEADLE; TATUM, 1941). Hoje, sabemos que um gene pode dar origem a
mais de uma proteina (LANDER et al.,, 2001; HUMAN GENOME SEQUENCING
CONSORTIUMINTERNATIONAL, 2004), que uma proteina funcional pode ser
composta por polipeptidios de diferentes genes (SOWMYA; ANITA; KANGUEANE,
2011; HARDISON, 2012), e que muitos genes nao possuem como funcéo a producéo
de proteinas (CONSORTIUM, 2004; DERRIEN et al., 2012; HARROW et al., 2012).

E importante ressaltar o papel de alguns tipos de RNAs que, embora n&o
codifiquem proteinas, sdo bastante conhecidos por atuarem no processo de sintese
de proteinas, direta ou indiretamente, tais como: RNAs ribossémicos (rRNAs), que
participam da formacdo do complexo de traducdo de proteinas; RNAs
transportadores (tRNAs), que carregam aminoacidos e paream-se especificamente
por trincas no MRNA para a sintese polipeptidica; pequenos RNAs nucleares
(snRNAS), envolvidos em diversos processos e principalmente no mecanismo de
splicing de pre-mRNAs para formacdo de mRNAs maduros; e pequenos RNAs
nucleolares (snoRNAs) que atuam no processamento e modificacdo quimica de
rRNAs (HOLLEY et al., 1965; LERNER; STEITZ, 1979; MATTICK; MAKUNIN, 2006;
ALBERTS, 2015).

A complexidade do genoma humano ficou evidente quando, ha menos de
duas décadas atras, surpreendentemente foi revelado que o genoma humano possui
aproximadamente 22.000 genes codificantes de proteinas — o que representa
apenas 2% de cerca de 3 bilh6es de nucleotideos contidos no DNA (Human Genome
Sequencing Consortiuminternational, 2004; Lander et al., 2001). Quando o genoma
humano € comparado com o de outros organismos, podemos notar certa variacao
no numero de genes codificantes de proteinas: alguns eucariotos apresentaram
nameros muito proximos do genoma humano, tal como o mamifero Mus musculus
ou a Brassicaceae Arabidopsis thaliana, em que cada um possui aproximadamente
25.000 genes (BEVAN; WALSH, 2005; GUENET, 2005); outros eucariotos
apresentam numeros de genes menores, tal como o nematdodeo Caenorhabditis
elegans com cerca de 19.000 genes ou o artropode Drosophila melanogaster com
13.000 genes, respectivamente (ADAMS et al., 2000; HILLIER et al., 2005); e ainda

outros eucariotos mais simples que apresentam nimeros muito maiores de genes
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codifcantes, tal como o protozoario Paramecium tetraurelia com aproximadamente
40.000 genes ou o0 microcrustaceo Daphnia pulex com pelo menos 30.000 genes
(AURY et al., 2006; COLBOURNE et al., 2011).

A caracterizacdo do conjunto de genes humanos, em condi¢ces de saude e
doenca, embora recente na histéria da genética, sempre encontrou-se cadenciada
pela limitacdo tecnologica e métodologica. Essa limitagdo, contudo, tentou ser
superada recentemente pela utilizacdo de novas tecnologias de sequenciamento —
como o sequenciamento de nova geracao (NGS) — e andlises realizadas por novas
abordagens e ferramentas de bioinformatica (MEYERSON; GABRIEL; GETZ, 2010;
ZHANG et al.,, 2011). Com estes novos dados provenientes de tecnologias
emergentes, houveram indagac¢fes sobre o papel desempenhado pelo restante do
genoma e que foi atribuido a essas regides ndo codificantes. Estes segmentos de
DNA néo codificante, por muito tempo ficaram conhecidos como “DNA lixo”, conceito
originalmente proposto por Susumu Ohno (OHNO, 1972), e genericamente utilizado
para descrever regides que ndo estavam envolvidas na producéo de proteinas e das

quais néo se tinha conhecimento sobre suas fun¢des (GERSTEIN et al., 2007).

Neste sentido, um dos projetos de maior impacto foi o projeto ENCODE (The
ENCyclopedia Of DNA Elements), com algumas importantes constatacdes
(CONSORTIUM, 2004). Entre as principais novidades, estdo: (I) definicdo de que a
maior fracdo do genoma humano (80,4%) participa, no minimo, de um evento
relacionado a RNA e/ou cromatina; (Il) primatas possuem elementos especificos e
com evidencia de selecdo negativa, predizendo capacidade funcional; (Ill) muitas
variantes que sao nao codificantes, e estdo presentes em sequéncias gendémicas
individuais, também se encontram em regibes funcionais anotadas pelo projeto
ENCODE; (IV) e que polimorfismos de nulcleotideo Unico (SNPs) que estdo
associadas com doencas, marcadamente por estudos GWAS (Genome-wide
association study), sdo enriquecidos dentro de elementos funcionais ndo codificantes
(CONSORTIUM, 2004; BIRNEY et al., 2007; BERNSTEIN et al., 2012). Além disso,
outros estudos chegaram a resultados similares e que podem suportar os dados do
projeto ENCODE, além de sugerir que grande parte da transcricdo pervasiva
gendmica possa ter funcionalidade (BIRNEY et al., 2007; KAPRANOV et al., 2007;
BERRETTA; MORILLON, 2009; CLARK et al., 2011; DJEBALI et al., 2012).
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Além do ENCODE, outros estudos baseados na tecnologia de
sequenciamento de RNA de nova geracédo (RNA-seq) demonstraram que transcritos
de regides nao codificantes sdo majoritarios entre os RNAs (excetuando-se rRNA)
de células humanas (KAPRANOV et al., 2010; ST. LAURENT; WAHLESTEDT;
KAPRANOV, 2015). Além disso, devido as novas métodologias ja citadas, foi
possivel que novos conjuntos de dados de transcriptomas se expandissem,
principalmente de consorcios gen6micos como o Functional Annotation of
Mammalian Genome — FANTOM (FORREST et al., 2014), ou o Genotype-Tissue
Expression — GTEx (LONSDALE et al., 2013).

E cada vez maior o nimero de evidéncias sobre a funcdo que RNAs n&o
codifcantes de proteinas (hcRNAs) possuem na regulacdo da expressao génica em
diversos niveis, e seu papel fundamental nos processos celulares e desenvolvimento
do organismo, sendo portanto também conhecidos como RNAs regulatorios (EDDY,
2001; ERDMANN et al., 2001; MORRIS; MATTICK, 2014). Os ncRNAs possuem
diversas caracteristicas que os tornam moléculas regulatérias ideais, tal como
possuirem mobilidade, sintese e degradacdo rapidas, capacidade de se ligar a
proteinas estruturais ou regulatérias, bem como ao DNA e outros RNAs através da
complementaridade de bases (BERRETTA; MORILLON, 2009). Além disso, é
sugerido que a transcricdo per se tem atuacdo importante na regulacao da expressao
génica ao alterar a conformagéo da cromatina (BERRETTA; MORILLON, 2009).

Dentre os RNAs regulatérios, o grupo que mais teve destaque em eucariotos
até entao foi o de small RNAs (sRNAs), por terem evoluido como maneira de proteger
0 genoma de ameacas internas e externas, e assim suprimir materiais genéticos
indesejados (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009). Os sRNAs séo classificados em trés
tipos: small interfering RNA (siRNA), PIWI-interacting RNA (piRNA) e microRNA
(miRNA), e sao definidos de acordo com seu comprimento (de até 30 nt), sua
associagao com proteinas Argonautas (AGO) e quanto a sua funcao (ISHIZU; SIOMI;
SIOMI, 2012; HA; KIM, 2014). Os siRNAs séo derivados de dsRNA (RNA de cadeia
dupla, do inglés RNA double stranded) possuem em media 21 nucleotideos (nt) de
comprimento e atuam na supressao pos-transcricional de transcritos e transposons,
além de defesa antiviral (HA; KIM, 2014). Ja os piRNAs séo derivados de elementos
intergénicos repetitivos no genoma, conhecidos como piRNA clusters, possuem

tamanho variavel (24 — 30 nt) e sua principal funcdo € silenciar elementos
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transponiveis em linhagens germinativas (ISHIZU; SIOMI; SIOMI, 2012; HA; KIM,
2014). Os miRNAs séo gerados a partir de pequenos hairpins de RNA, possuem
cerca de 22 nt de comprimento, e sua principal atividade € regular negativamente os
niveis de mRNAs alvos (GUO et al., 2010; AMERES; ZAMORE, 2013).

Notavelmente, os miRNAs tem chamado a aten¢cdo da comunidade cientifica
mundial nas ultimas décadas por seu papel na modulacdo da expressao génica
(AMERES; ZAMORE, 2013). Para a efetiva regulacdo da expressdo génica, 0s
mMiRNAs ndo atuam isoladamente, mas participam da composi¢cdo do complexo
ribonucleoproteico RISC (do inglés - RNA-induced silencing complex). Assim, eles
atuam como ‘guias’ através principalmente do pareamento de suas bases na regiao
3'UTR do mRNA alvo, permitindo a agao de proteinas AGO e do complexo RISC na
repressao traducional, deadenilacdo e decaimento de mRNA (AMERES; ZAMORE,
2013; HA; KIM, 2014). O seu modo de agir, contudo, é dependente do tipo de
complementaridade das sequéncias do mRNA alvo e do miRNA: se o pareamento
acontecer de modo parcial podera induzir a represséo traducional ou instabilidade
do mRNA, enquanto que o pareamento completo leva o mRNA a degradacéo (HE;
HANNON, 2004). Desde sua descoberta em C. elegans, hd mais de duas décadas
(LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993) até o presente momento, sdo conhecidos 1881

mMiRNAs anotados no genoma humano (http://www.mirbase.org/, acessado em

20/03/2016), e sua caracterizagcdo em doencas, tal como doencas relacionadas ao
sistema imunolégico ou neurogenerativas, é cada vez mais detalhado (LlI;
KOWDLEY, 2012).

O papel dos miRNAs como oncogenes ou genes supressores de tumor e sua
atuacdo no desenvolvimento de tumores é bem estabelecido (ZHANG et al., 2007).
JA sdo descritos diversos tipos de mIRNAs cuja inibicdo pode estimular o
crescimento celular e inibicdo de apoptose (CHENG et al., 2005). Atualmente, a
desregulacéo da expressao de miRNAs e o0 processo tumoral sdo extremamente
correlacionados, para diversos tipos de cancer, tais como: glioblastoma
(MIZOGUCHI et al., 2013), cancer de mama (IORIO et al., 2005) e de pulméao (LIN;
YU; YANG, 2010), carcinoma de tirdide (HE et al., 2005), cancer colorretal
(SCHETTER; OKAYAMA; HARRIS, ) e de prostata (WALTER et al., 2013), entre
diversos outros (CALIN; CROCE, 2006; RUAN; FANG; OUYANG, 2009; HAYES;
PERUZZI; LAWLER, 2014; LIN; GREGORY, 2015).


http://www.mirbase.org/
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1.6 RNAs LONGOS NAO CODIFICADORES (IncRNAs)

Dentre os RNAs regulatorios, os RNAs longos nao-codificadores (em inglés,
long noncoding RNAs - IncRNAS) se mostram cada vez mais envolvidos na regulacéo
da expressdo génica, tal como o IncRNA XIST (do inglés, X inactive specific
transcript), que é um dos mais estudados, e atua em mecanismos epigeneticos da
compensacdo de dose em mamiferos (BROWN et al., 1991; PRENSNER;
CHINNAIYAN, 2011). Existem outros exemplos bem conhecidos, tal como os
IncRNAs AIR (antisense of IGF2R non-protein coding RNA), que atua regulando um
cluster de genes autossomicos do cromossomo 17 (SLEUTELS; ZWART; BARLOW,
2002), e H19 (H19, imprinted maternally expressed transcript), que atua no
crescimento celular (GABORY et al.,, 2009), sendo ambos importantes para o
imprinting gendmico (NAGANO et al., 2008; CHEN; DHUPELIA; SCHOENHERR,
2009).

De modo genérico, os IncRNAs podem ser definidos como transcritos
enddgenos que apresentam tamanho >200 nt de comprimento, e que ndo tenham
sido preditos como portadores de regido codificadora de proteinas (Derrien et al.,
2012). Em sua maior parte, os IncRNAs séo transcritos pela RNA polimerase |l
(também ocorre pela RNA polimerase lll), sofrem splicing, poliadenilacdo na regido
3’ (cauda poli-A) e recebem capeamento (cap 5’) de 7-metil-guanosina na
extremidade 5’ (NIE et al., 2012).

Na era pés-ENCODE, para melhor entendimento sobre a biogénese e funcéo
dos IncRNAs foram realizados estudos de caracterizacdo dos aspectos biologicos e
gendmicos por meio de comparagcdo com genes codificantes de proteinas
(MERCER; MATTICK, 2013; MUDGE; FRANKISH; HARROW, 2013; ULITSKY;
BARTEL, 2013). Deste modo, foram elencadas as principais semelhancas entre
estes tipos de transcritos, tais como: vias de sintese, perfis de modificacdo de
histona, splicing, influéncia de pressdo seletiva (principalmente em regides
promotoras) e comprimentos de exons/introns; além do mais, as diferencas mais
marcantes presentes em IncCRNAs, como: predominancia no nucleo e cromatina,
padrdo de expressdo em menor quantidade e mais especifica nos tecidos
(GUTTMAN et al., 2009; CABILI et al., 2011; DERRIEN et al., 2012).
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A classificagdo de IncRNAs, particularmente, carece de classificacado
conceitual ndo ambigua, levando a desafios de anotagéo e interpretacdo dos dados
obtidos do transcriptoma (ST. LAURENT; WAHLESTEDT; KAPRANOV, 2015).
Embora sejam relativamente recentes os estudos realizados com IncRNAs, até o
presente momento sdo anotados 15941 genes de IncRNAs humanos, que podem
ser encontrados e analisados no banco de dados publicos GENCODE - versao 24,
(http://www.gencodegenes.org/stats/archive.html#a24, acessado em 14/11/2015).

Deste total, somente cerca de 180 IncRNAs (~1%) foram anotados funcionalmente

(http://Incrnadb.org/, acessado em 25/03/2016). Estes nimeros reforgcam os desafios

que existem na andlise destes INCRNAs, quando comparados com 0s transcritos
codificantes de proteinas (AMARAL et al., 2011; MUDGE; FRANKISH; HARROW,
2013; CHU; SPITALE; CHANG, 2015; QUEK et al., 2015). Os 5 principais tipos de
IncRNAs encontrados nas amostras deste trabalho, e sua possivel representacdo

gendmica encontra-se abaixo (Figura 4).

v
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5-UTR 3-UTR
Gene A GeneB Gene C
1: lincRNA

2: senso intronico
3: sobrepostoa 3’
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5: senso sobreposto

Figura 4 — Representacdo da transcricao dos IncRNAs encontrados neste trabalho.
As caixas brancas largas simbolizam os genes (Exons) e as caixas mais finas
representam os introns. As setas indicam origem e sentido da transcri¢ao.

Embora muitos INcRNAs tenham sido identificados, é dificil afirmar que tenham
sido completamente anotados para todos os organismos, bastando observar a
crescente anotacao destes conforme 0s anos

(http://www.gencodegenes.org/stats/archive, acessado em 14/11/2015). Os
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IncRNAs ja foram identificados em diversos organismos com relativa abundancia,
desde eucariotos invertebrados como C. elegans (NAM; BARTEL, 2012) e levedura
(YAMASHITA; SHICHINO; YAMAMOTO, 2016), bem como em organismos
vertebrados como Danio rerio (PAULI et al., 2012), Gallus gallus (LI et al., 2012), e
em camundongo (GUTTMAN et al., 2009). Estes estudos com modelos animais,
além de se tratarem de uma viabilidade para avaliacdo de mecanismos moleculares
in vivo, sdo Uteis para estudos sobre doencas e papel evolutivo dos INCRNAs
(PONTING; OLIVER; REIK, 2009; CHODROFF et al., 2010; KARRETH et al., 2011;
PAULI et al., 2012). Neste sentido, os INcCRNAs podem constituir uma caracteristica
ancestral do sistema regulatério dos metazoarios que evoluiram antes mesmo da

divergéncia entre os clados de poriferos e eumetazoarios (GAITI et al., 2015)

Com isso, embora teoricamente recentes, 0os INCRNAs se revelaram como uma
fundamental parte da informacéo gendmica dos organismos (MORRIS; MATTICK,
2014), e que ja demonstraram papéis fundamentais em muitos processos bioldgicos.
Entre os principais mecanismos de atuacdo estdo: interacdo com outros fatores e
formacéao dos complexos de modificacdo de cromatina (KHALIL et al., 2009; TSAI et
al., 2010; GUTTMAN et al., 2011); competicdo endégena com mRNA por sitios alvo
de reconhecimento e ligacdo de miRNA (CESANA et al., 2011; KARRETH et al.,
2011; SALMENA et al., 2011; SUMAZIN et al., 2011; TAY et al., 2011); auxilio no
recrutamento de RNA para vias de degradacdo (GONG; MAQUAT, 2011); e atuagéo
como isca para fatores de transcricdo ou de splicing (KINO et al., 2010; TRIPATHI et
al., 2010).

Deste modo, por meio de ampla expresséo e versatilidade, os IncRNAs podem
ser considerados reguladores chaves da expressédo génica, bem como exercem
importante influencia no desenvolvimento do cancer (NIE et al., 2012). A atuacao dos
IncRNAs na biogénese do cancer como responsavel pela funcdo oncogénica ou de
supressor tumoral j4 foi relatada diversas vezes (HUARTE; RINN, 2010;
PRENSNER; CHINNAIYAN, 2011). Dentre os IncRNAs ja relatados como
oncogénicos, pode ser destacado o IncRNA MALAT1 (metastasis associated lung
adenocarcinoma transcript 1), que possui ~ 8,5 kb e desempenha papel fundamental
na proliferacdo celular, migragdo e invasdo (JI et al., 2003). Este InCRNA esta
superexpresso nos tumores de pulmao, prostata, figado colon e mama (JI et al.,
2003; LUO et al., 2006; LIN et al., 2007; GUFFANTI et al., 2009; SCHMIDT et al.,
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2011; NIE et al., 2012). Além disso, outros como o IncRNA PRNCR1 (prostate cancer
non-coding RNA1) ou o PCGEM1 (PCGEM1, prostate-specific transcript), estao
altamente expressos em amostras de cancer de préstata (SRIKANTAN et al., 2000;
CHUNG et al., 2011).

J& para os transcritos supressores tumorais, um dos INcCRNAs mais estudados
€ o MEG3 (maternally expressed 3), que é um regulador positivo da proteina P53
(tumor protein p53), e cuja expressao esta inativada em tumores de glandula
pituitaria (CHUNHAROJRITH et al., 2015), meningioma (ZHANG et al., 2010) e
carcinoma de tireéide (WANG et al., 2015). Além disto, existem outros INCRNAs
relacionados a proteina P53, como lincRNA-p21, que apresenta aumento de sua
expressdo ao ser induzido por P53 responsiva a danos no DNA (HUARTE et al.,
2010; HALL et al., 2015). Outro IncRNA associado a danos no DNA é o PANDA (P21
associated ncRNA DNA damage activated), que néo pode ser ativado na auséncia
de P53, pois esta se liga diretamente ao locus do gene CDKNZ1A (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A), promovendo a parada do ciclo celular e regulando o controle do
crescimento celular (WANG; CHANG, 2011). Existem muitos IncRNAs relacionados
a carcinogénese e, como observado até 0 momento, 0s mecanismos de acdo sdo
diversos. Caracterizar os dominios de interagdo de IncRNAs, bem como
compreender 0os mecanismos destes na tumorigénese, metastase e progressao do

cancer sédo desafios que requerem maiores investigagdes (NIE et al., 2012).

Portanto, embora o0 genoma dos mamiferos seja transcrito de modo pervasivo e a
funcionalidade para os IncRNAs ainda seja controversa, existem IncCRNAs bem
estudados que permitem inferir importantes funcbes e processos mecanisticos
destas moléculas (KUNG; COLOGNORI; LEE, 2013). Além disso, mesmo que a
maior parte dos INCRNAs seja transcrita, existem poucos destes com funcdes ou
caracteristicas descritas (KUNG; COLOGNORI; LEE, 2013). Assim, existe muito a
se conhecer ainda sobre este tipo de transcrito e ainda had muito para ser
compreendido sobre a complexa biologia dos INCRNAs(GLOSS; DINGER, 2015).
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1.7 RNAs LONGOS NAO CODIFICADORES NA HOMEOSTASE DA PELE E
A INDUQAO DO MELANOMA
Recentemente, o numero de estudos voltados para identificacdo e
caracterizacdo de IncRNAs no cancer de pele, revelaram importantes atuacdes
destas moléculas no desenvolvimento deste tipo de céncer. Segundo Hombach
&Kretz (2013), podemos dividir IncRNAs entre aqueles envolvidos com a
manutencao da homeostase da pele e aqueles que regulam a transicéo para estados
enfermos (HOMBACH; KRETZ, 2013).

Na manutencdo da homeostase, o INcCRNA ANCR (anti-differentiation ncRNA)
apresenta papel regulatério na repressdo do programa de diferenciacao epidermal,
mantendo um estado indiferenciado na camada basal da epiderme (KRETZ et al.,
2012). A propdsito, ja foi demonstrado que o bloqueio da expressdo de ANCR
enddgeno resulta na diferenciacdo de osteoblastos, enquanto sua superexpressao
inibe esta diferenciagdo (ZHU; XU, 2013). Além disto, o IncRNA TINCR (terminal
differentiation-induced ncRNA) também ja foi apresentado como controlador da
diferenciacéo epidermal por mecanismos poOs-transcricionais, atraveés da interacao
com mRNAs de genes importantes, determinantes em doencas cutaneas (KRETZ et
al., 2013).

Ja no caso de IncRNAs envolvidos em doencas, um dos primeiros identificado
em melanoma € o IncRNA BANCR (BRAF-activated non-coding RNA), que esta
altamente expresso em melanomas malignos (LI et al., 2014). Este IncRNA possui
693 pb, esta localizado no cromossomo 9 e sua repressao através de siRNA reduz
a migracao de células de melanoma (FLOCKHART et al., 2012; Ll et al., 2014). Além
disso, 0 IncRNA intrébnico SPRY4-IT1 é derivado do gene SPRY4 (sprouty RTK
signaling antagonist 4) e foi encontrado em baixa expressdo em melandcitos
humanos normais, mas se apresenta enriquecido em células tumorais de melanoma,
sendo relacionado a invasao, proliferacdo e apoptose destas células (KHAITAN et
al., 2011; MAZAR et al., 2014).

Como descrito anteriormente, 0s recentes avangos tecnolégicos culminaram na
descoberta de novos INCRNAs envolvidos em processos biolégicos, bem como em
diversos tipos de cancer. Com este crescente cenario, os INcRNAs envolvidos no
surgimento e progressao de diversos tipos de cancer, e mais recentemente, no

melanoma, comecaram a ser revelados. Portanto, a analise de IncRNAs no
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transcriptoma de modelos de progressdo tumoral de melanoma passa a ser uma
maneira eficiente de identificacdo de IncRNAs envolvidos no processo tumorigénico

e metastatico.

Levando em consideracéo a existéncia de IncRNAs envolvidos na regulagéo da
expressdo génica em situacBes de saude e de cancer, hipotetizamos que devem
existir de novos INcCRNAs que possam estar associados ao surgimento e progressao

do melanoma.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar a expressdo de IncRNAs que possam estar
associados aos mecanismos de desenvolvimento do cancer, em linhagens celulares
de melanoma humano em diferentes estagios de um modelo in vitro de progressao

do cancer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar quantitativamente a expressao de IncRNAs em linhagens celulares de

melandcitos, melanoma priméario e melanoma metastético;

e Identificar os niveis de expressdo do IncRNA HOTAIR e verificar se este
IncRNA esta correlacionado com a progressao deste modelo de melanoma

para estagios mais avancados;

e Avaliar e selecionar INncRNAs que estejam diferencialmente expressos em
linhagens celulares de melandcito e melanoma e com potencial envolvimento
em processos bioldgicos relacionados ao cancer para realizacdo de estudos

funcionais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DECLARACAO DE ETICA

Este trabalho foi aprovado em comité de ética especifico do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP - HCFMRP/USP sob
o numero CAAE 42991615.8.0000.5440 e dispensa de termo de consentimento livre

e esclarecido por trabalhar com linhagens celulares ja estabelecidas (Apéndice I).

3.2 CULTIVO DE LINHAGENS CELULARES

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas linhagens celulares que
representam as principais fases do modelo de progressdo do melanoma. Estas
linhagens celulares sdo provenientes do instituto Wistar (The Wistar Institute,
Philadelphia) e foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico
do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Cancer (FMRP-USP). As etapas
da progressao do melanoma e as respectivas linhagens celulares que representam
0 modelo sdo: melandcito (MELC) composto pela linhagem primaria FM308, extraida
de prepucio de neonato sem displasia; melanoma primario (PRIM), em que constam
as linhagens celulares WM35, WM1552 e WM902; e melanoma metastatico (MET),

representado pela linhagem WM9.

As linhagens celulares de melanoma foram cultivadas em meio composto TU
(80% de meio de cultura MCDB-153, 20% de meio de cultura Leibovitz’'s L-15,
5pg/mL de Insulina e 1.6mM de CacClz) suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e mantidas em atmosfera imida contendo 5% de CO: e temperatura de 37°C.
A linhagem de melandcito foi cultivada em meio para cultivo de melanécitos MEDIUM
254 CF (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA), e mantida sob as mesmas

condi¢cBes de umidade e temperatura.
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3.3 RNA-SEQ
3.3.1 EXTRACAO DE RNA

A extragdo do RNA foi realizada utilizando-se o kit de extracdo AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit (QIAGEN, Venlo, Holanda), seguindo as orientacdes
do fabricante. A quantificagdo inicial das amostras de RNA bruto foi realizada
utilizando 2uL de RNA bruto para analise de densidade Optica, e sua pureza foi
atestada pela razdo 260/280nm, sendo estas medidas realizadas no
espectofotometro NanoDrop (Thermo Fischer Sientific, Waltham, MA, USA). O RNA
bruto foi ainda submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% para verificar
possivel degradacao, atestada pela visualizacdo de bandas especificas (RNA 18S e
28S).

3.3.2 ANALISE DE INTEGRIDADE DO RNA, CONSTRUC}AO DA
BIBLIOTECA E SEQUENCIAMENTO

Para analise da integridade do RNA, foi realizada a quantificacédo através do
Sistema RNA QuantiFluor (Promega Corporation), em que corantes fluorescentes se
ligam ao RNA e permitem a quantificacdo de pequenas fracdes de RNA em solucéo,
sendo utilizado principalmente por se tratar de método extremamente sensivel para
aplicagdes da biologia molecular. Foi utilizado 300ng de RNA para avaliagédo de sua
integridade através do equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Este equipamento atribui as amostras um valor de integridade do
RNA — RNA Integrity Number (RIN) — baseado nos valores obtidos por eletroforese
realizada em chip, e cujo software analisa fluorescéncia versus tamanho/migracéo,
resultando em um eletroferograma para cada amostra. Somente amostras com RIN
27 foram utilizadas para a preparacao da biblioteca, que foi construida utilizando o
kit de preparo de amostra TruSeq Stranded Total RNA LT Sample Prep Kit (lllumina

Inc.).

Esta plataforma e subsequente protocolo sdo amplamente utilizados para esta
finalidade e apresentam bons resultados quando comparados a outros (LEVIN et al.,
2010). A partir do RNA total extraido das linhagens foi realizado a fragmentacéo e
deplecdo do rRNA utilizando-se selecdo RiboZero (lllumina Inc.,San Diego, CA,

USA). Em seguida foi sintetizado o DNA complementar (cDNA), utilizando
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hexameros randémicos e a enzima Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA). O cDNA
foi purificado utilizando-se esferas paramagnéticas (AMPure XP beads, Beckman
Coulter). Foram ligados adaptadores e realizada uma PCR para enriquecer

seletivamente os fragmentos de cDNA na biblioteca.

A clusterizacdo foi realizada utilizando o equipamento com sistema
automatizado cBot. A clusterizacdo pelo cBot amplifica isotermicamente fragmentos
de cDNA que foram capturados por oligonucleotideos adaptadores complementares
gue estejam covalentemente ligados a superficie da flowcell. As bibliotecas diluidas
e clusterizadas foram sequenciadas com o TruSeq SBS kit v5, single-read de 72
ciclos em equipamento Genome Analyzer lix. Todos 0s equipamentos e reagentes
utilizados para o RNA-seq foram obtidos de lllumina Inc.,San Diego, CA, USA, e
foram utilizados de acordo com seus protocolos de utilizagdo (lllumina Inc.,San
Diego, CA, USA).

3.4 ANALISE BIOINFORMATICA

3.4.1 CHAMADA DE BASES, MAPEAMENTO DAS SEQUENCIAS E
ANOTACAO DE GENES E TRANSCRITOS
As imagens obtidas pelo sequenciador foram tratadas e convertidas para
arquivos com sequéncias de nucleotideos e informacdes de qualidade das bases
nitrogenadas (arquivos do formato “.bcl”’). Através do software CASAVA v.1.8
(llumina) os arquivos “.bcl” foram convertidos para arquivos “FASTQ” que séao
compativeis com os algoritmos de mapeamento. Em seguida, foi utilizada a
ferramenta “FASTQC” para controle e verificagdo da qualidade dos dados de

sequéncias.

Desta forma os dados brutos foram devidamente processados e alinhados
com o genoma de referéncia hgl9 (UCSC) utilizando o algoritmo “Tophat” v.2.0.3
(Trapnell, Pachter and Salzberg, 2009). O TopHat alinha as reads de RNA-Seq com
o0 genoma de referéncia utilizando o alinhador de reads curtas Bowtie2 (Langmead
and Salzberg, 2012) e analisa os resultados de mapeamento para identificar jungdes
de splicing entre os éxons. O arquivo de saida sera no formato “.BAM” (SAM tools;

Li et al., 2009), e este contera toda a informacao do alinhamento realizado.
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A anotacdo dos transcritos, isto é, associacdo de sequéncias genéticas
(dados brutos das amostras) as IDs de genes e transcritos de bancos de dados, foi
baseada nos dados publicos do projeto GENCODE Release 19 (GRCh37). O
consorcio GENCODE para anotacéo definitiva de elementos funcionais ho genoma
humano é considerado um dos principais projetos de anota¢do do genoma humano
(HARROW et al., 2006). Através do download de arquivos “.gtf” que possuem dados
de localizacdo genbmica para cada transcrito ou gene, foi possivel identificar em
cada amostra os transcritos ja conhecidos. O GENCODE possui em seu completo
banco de dados um conjunto de genes anotados (ANEXO |) automaticamente e/ou
manualmente pelos grupos ENSEMBL e HAVANA/VEGA, respectivamente
(HUBBARD, 2002; WILMING et al., 2008; HARROW et al., 2012).

3.4.2 QUANTIFICACAO DE TRANSCRITOS E ANALISE DA EXPRESSAO
DIFERENCIAL

Apos mapeamento das reads, foi utilizada a ferramenta HTSeq count
(ANDERS; PYL; HUBER, 2014), que processa dados de RNA-seq através da
contagem de reads que ndo sobrepdem os genes, para estimar as abundancias dos
transcritos. Foi utilizada a ferramenta SAMtools (LI et al., 2009)para conversdo dos
arquivos no formato “BAM” para “SAM” — formato input padrdo para o HTSeq count.
Esta abordagem pode fazer com que os valores possam ser menores do que aqueles
relatados por outros instrumentos. De fato, esta caracteristica € importante, pois esta
ferramenta é primariamente indicada para utilizacdo em expressao diferencial de
genes. Deste modo, torna-se necessario o descarte de reads ambiguas para evitar
que o sinal diferencial em um gene apareca em outro gene que se sobrepde
(http://www-huber.embl.de/HT Seq/doc/count.html).

Para este estudo, a analise da expressédo diferencial e processamento dos
dados foram realizados utilizando pacotes disponiveis na linguagem de programacao
estatistica R versdo 3.2.2 (R Core Team, 2015). O pacote utilizado para manipulagéo
e obtencéo desses dados foi 0 DESeq2, que encontra-se disponivel na plataforma
Bioconductor (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Este pacote permite testar a
expressao diferencial pelo uso de modelos generalizados de distribuicdo binomial
negativa e estimar a disperséo e fold change logaritmico (LOVE; HUBER; ANDERS,
2014).
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3.4.3 UTILIZACAO DE DADOS PUBLICOS E TRATAMENTO DE
ARQUIVOS

Para viabilizar a significancia estatistica de determinadas analises, foi
realizado o download de dados publicos do repositériopublico internacional Gene
Expression Omnibus(GEO). Esta plataforma arquiva e distribui livremente dados
demicroarranjo, sequenciamento de Ultima geracdo e outros tipos de dados
gendmicos funcionais de alto rendimento submetidos pela comunidade cientifica
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/, acessado em 22/10/2015). Foram baixados dados
de sequénciasnucleotidicas de linhagens celulares de melandcito (n=1), melanoma
primario (N=1) e melanoma metastatico (N=6). Essas linhagens celulares de
melanoma sdo bem estabelecidas, sendo representante do melanoma primario a
linhagem celular A375 e do melanoma metastatico A2058, c32, MalMe3M,
SKMEL28, SKMEL5 e WM2664. Todos estes dados sédo provenientes do trabalho
de Pawlikowskiet al. (2013), e estdo disponiveis on-line.

Os dados provenientes do repositério foram transferidos para nosso servidor
central no formato “.sra “. Para possibilitar a utilizagao destes dados com as amostras
deste trabalho foi necessario realizar a conversdo dos arquivos para o formato
“fastq”, sendo entdo compatives com os passos seguintes a serem realizados
posteriormente. Esta conversao foi realizada utilizando-se a ferramenta SRA Toolkit
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?cmd=show&f=software&m=softwar
e&s=software, acessado em 03/10/2015). E valido lembrar que a escolha destes
dados levou em consideracéo a compatibilidade de plataformas utilizadas em ambos
os trabalhos, bem como a escolha da metologia de sequenciamento.

3.5 SINTESE DE cDNA E PCR EM TEMPO REAL- QUANTITATIVA (qRT-

PCR).

Para quantificacdo dos valores relativos de abundancia do IncRNA HOTAIR
foi utilizado RNA total (de acordo com a concentracdo de cada amostra) para
transcricao reversa e producdo de volume final de 25ul de cDNA em concentracao
de 500 ng/ul, através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems). Assim, foi preparado o cDNA para realizagédo de qRT-PCR realizada
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em equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham). Foram utilizadas sondas provenientes da Life Technologies (Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA) para o Hotair. As amostras e o controle
endogeno foram realizadas em duplicatas. O controle enddgeno utilizado foi
HPRT1(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1). O seguinte ciclo foi utilizado:
95°C (10 minutos), seguidos de 40 ciclos de 95°C (15 segundos) e 60°C (1 minuto).

3.6 DESENHO E PADRONIZACAO DE PRIMERS
Foi selecionado um mRNA e dois IncRNAs encontrados nas amostras
(incluindo um diferencialmente expressso) para validacdo da expressao nas
amostras de melanoma. Os primers para estes IncCRNAs foram desenhados
utilizando a ferramenta Primer3 (KORESSAAR; REMM, 2007; UNTERGASSER et
al., 2012) e testados quanto a capacidade de especificidade e pareamento com a

ferramenta computacional In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr).

Estes padrfes utilizados permitem otimizar o design de primers para os alvos

(APENDICE B e C). As sequéncias dos primers est&o apresentadas na tabela 2.

Tabela 2— Sequéncias dos primers utilizados na PCR semi quantitativa.

NOME DO GENE ID DO GENE ID DO TRANSCRITO SEQUENCIA
SSU72 (codificante) ENSG00000160075 ENST00000291386 F: 5'-gactcacgtgaagcttccag-3'
R: 5'-acaggtatgtcgggaagtgc-3'
SSuU72

(intron_retained) ENSG00000160075 ENST00000378726 F: 5'-aggggagaggtctgggtaga-3'

R: 5'-acaggtatgtcgggaagtgc-3'

AC017074 (lincRNA) ENSG00000227359 ENSTO00000424612 F: 5'-agagtcccaccttcaaagca-3'
R: 5'-acttgaactgggaggcagag-3'
TUBB (controle) ENSG00000196230 ENST00000327892 F: 5'-tcaacactttcttcagtgaaacg-3'

R: 5'-agtgccagtgcgaacttcatc -3'



https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
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3.7 PCR SEMIQUANTITATIVA (PCR-SQ)

Foi utilizada a técnica da PCR-SQ para verificar a expressdo parcial dos
transcritos selecionados e validacdo dos achados. Foi realizada a diluicdo seriada
de cDNA das amostras WM35 e WM1552 em agua esteril e estas foram submetidas
a eletroforese em gel de agarase (1,5%). Embora esta técnica ndo permita uma
quantificacdo absoluta (tal como uma gqPCR), é possivel estimar a amplificacdo das
moléculas em cada amostra, pois o produto de PCR final é relativo a fase
exponencial (em que o numero de coépias € funcdo da quantidade inicial de
moléculas). Foram realizadas diluicbes seriadas, iniciando com a diluicdo de 20 uL
de cDNA em 20 uL de H20 estéril, homogeneizando, retirando 20 uL e repetindo o
procedimento até obter as diluicbes para 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128. Ap0Os

a ultima diluicdo o volume final excedente foi descartado.

A PCR foi realizada utilizando-se 12,5 pL do mix JumpStart REDTaq
ReadyMix PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich Company), 1,5 uL de primer forward,
1,5 uL de primer reverse, e 7,5 pL de H20. O seguinte ciclo foi utilizado para a
realizacdo da PCR: 95°C (10 minutos), seguidos de 40 ciclos de 94°C (5 minutos),
94°C (1 minuto), temperatura de annealing (1 minuto), 72°C (1 minuto) e 72°C (5

minutos).
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4 RESULTADOS

4.1 TRANSCRIPTOMA DE LINHAGENS CELULARES DE MELANOCITO E
MELANOMA

4.2 ANALISE DE DADOS - BIOINFORMATICA
4.2.1 ANALISE QUANTITATIVA DO TRANSCRIPTOMA E DA
QUALIDADE DO SEQUENCIAMENTO
A acuracia da chamada de bases foi avaliada pela escala de qualidade Phred,
e, entdo, as reads foram mapeadas com o genoma referéncia, obtendo-se média de

mapeamento de 93,1% do total de reads obtidas (Tabela 3).

Tabela 3 — Reads obtidas e reads mapeadas ao genoma referencia, por amostra.

Reads FM308 WMS35 WM1552 WM902 WM9

Input 56615826 55502396 58453123 77051232 130360832
Mapped 53208928 52863166 55531941 73128789 112623682

Total 94.0% 95.2% 95.0% 94.9% 86.4%

A partir das reads mapeadas, primeiramente foi realizado a quantificacdo dos
transcritos. Para facilitar a andlise e compreenséo dos dados, foram feitas triagens
através de filtros personalizados e agrupamentos dos transcritos semelhantes. Deste

modo, inicialmente houve separacédo dos RNAs codificantes dos transcritos ncRNAs.

Na analise do transcriptoma, foi encontrado um maior nimero de mRNAs em
relacdo aos NcRNAs, sendo totalizado um valor absoluto 329873 e 172215
transcritos, respectivamente (Figura 5). Na fracdo dos RNAs nao codificadores de
proteinas, os INcCRNAs estdo majoritarios em abundancia quando comparados com
os demais ncRNAs, chegando a somar 95% dos transcritos dessa fragéo (Figura 5).
No gréafico de pizza da esquerda ha a comparacao dos RNAs codificantes (em preto)

versus NcRNAs (em cinza). No gréfico de pizza da direita podemos ver a identificacao
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da fracao respectiva de cada tipo de ncRNA encontrado nas amostras, com destaque

para o valor mais abundante de IncRNAs.

Para a analise mais bem detalhada da composicdo do transcriptoma né&o
codificante das linhagens celulares, os transcritos foram separados entre INCRNAs e
“smalls ncRNAs - sRNAs”. O grupo de sRNAs é composto por: pequenos RNAs
nucleares (snRNAs); pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs); microRNAs
(miRNAS); RNAs ribossomicos (rRNAs) e RNAs miscelania (miscRNA). Todos esses
smalls ncRNAs foram avaliados em conjunto com demais transcritos de menor
importancia para este trabalho como pseudo_RNAs, IG_RNAs e TR_RNAs (Figura
5). Nesta avaliacdo, houve prevaléncia da expressao de pseudo_RNAs (em média
88,2%), seguido pela expressdo de miscRNAs (em média 5,6%) e com os demais
transcritos em relativas baixas abundancias (Figura 6 e Tabela 4). Entre os IncCRNAs,
podemos observar a prevaléncia do tipo retained_intron nas linhagens celulares
sendo seguido em abundancia pelo transcrito do tipo antisense e liIncRNA. Os

demais tipos de RNAs foram encontrados em abundancias relativamente menores.

—_—

IncRNAs (95%)
pseudo_RNAs (4%)
small ncRNAs (~19%)
IG_RNAs (<1%)

I TR_RNAs (<1%)

Il mRNAs
Il ncRNAs

Figura 5 — Perfil do transcriptoma das 4 linhagens celulares de melanoma e uma
linhagem de melandcito.
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 miRNA:1%
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RNA - [T IG_RNA
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Figura 6 - Propordo de ncRNAs encontrados nas linhagens celulares, por amostra.
A fracdo mais abundante é de miRNAs, possuindo valores acima de 75% em todas

as amostras.
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Tabela 4 — Quantidade de RNAs diferentes encontrados, por amostra.

Valores representam namero de IDs Unicos para cada tipo de RNA encontrado.
snRNA snoRNA rRNA miscRNA miRNA IG_RNA pseudo_RNA TR_RNA

FM308 34 27 23 55 10 8 1088 2
WM35 33 21 20 51 13 20 1160 7
WM902 91 56 28 128 39 42 1420 11
WM1552 38 26 23 81 15 36 1326 19
WM9 117 69 35 164 48 58 1613 19

4.2.2 ANALISE QUANTITATIVA DE LNCRNAS

A analise da fracdo de ncRNAs permitiu identificar a presenca majoritaria de
IncRNAs (Figura 5). As diferentes classes de IncRNAs foram identificadas de acordo
com a anotacao para tipos de transcritos utilizada pelo GENCODE/ENSEMBL/VEGA

e entdo analisadas entre as amostras.

Dentro da classe IncRNAs, foi observado a prevaléncia em numero de
transcritos do tipo retained_intron, com um total de 109815 transcritos. O segundo
mais abundante tipo de transcrito encontrado foi do tipo antisense, com 28562
transcritos, seguido pelos demais tipos de transcritos e suas respectivas
quantificagdes: lINCRNA (23152), sense_intronic (1675), sense_overlapping (871) e
3prime_overlapping_ncrna (65) (Figura 7).

Tabela 5 — Tipos de IncRNAs* encontrados nas amostras.

3prime_overlapping  antisense IlincRNA  Retained_ sense_ sense_
_ncrna intron intronic overlapping
FM308 12 4882 3472 21165 292 140
WM35 13 5063 3576 21527 248 151
WM902 13 6176 5147 22119 387 185
WM1552 12 5750 4778 22368 338 186
WM9 15 6691 6179 22636 410 209

*Classificacdo baseada ho GENCODE
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FM308 WM35
sense_overlapping: 0% - 3prime_overlapping _ncma : 0 % sense_overlapping : 0 % 3prime_overlapping _ncra : 0 %
sense_intronic : 1 % antisense : 16 % sense_intronic : 1% ( / antisense : 17 %
_—— [lincRNA :12 %
— lincRNA : 12 %
retained_intron : 71 % retained_intron : 70 %
WM1552 Wwa02
sense_overlapping : 1 % 3prime_overlapping _ncrma : 0 % sense_overlapping : 1% [ 3prime_overlapping _ncrna : 0 %
sense_intronic : 1 % antisense : 17 % sense_intronic : 1 % / antisense : 18 %
lincRNA : 14 %
lincRNA : 15 %
retained_intron : 67 % retained_intron : 65 %

WM9

sense_overlapping : 1% ( 3prime_overlapping _ncrma : 0 %

sense_intronic: 1% antisense : 18 %

Watsense W retaned_intron
sense_intonic [ sense_overlapping
B e I 3prime_overtapping ncma

lincRNA : 17 %

<

Figura 7—Proporcao e tipos diferentes de IncRNAs encontrados nas amostras de
melanoma e melandcito.

retained_intron : 63 %

4.2.3 IncRNAs exclusivos e compartilhados entre as amostras

Para identificar IncRNAs exclusivos e compartilhados entre as amostras foram
analisados todos os transcritos expressos e produzido o diagrama de Venn. O
resultado encontrado foi de que todas as amostras apresentaram expressao de

transcritos exclusivos (Figura 8). As linhagens celulares e suas respectivas
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quantificacdes de IncRNAs exclusivos foram: FM308 (362), WM9 (1032), WM35
(349), WM902 (65) e WM1552 (1550). Um total de 25448 IncRNAs foram
compartilhados entre todas as amostras de melanoma e melandcito. As linhagens
celulares de melanoma (excetuando-se o melandcito) apresentaram 1698 INCRNAs
compartilhados. O maior numero de IncRNAs compartilhados entre duas amostras é
o das linhagens mais avancadas de melanoma (WM9 e WM902), com um total de
1769 IncRNAs compartilhados.

Figura 8 — IncRNAs exclusivos e compartilhados entre as amostras.

4.2.4 ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DO LNCRNA HOTAIR

O IncRNA HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) vem sendo amplamente
estudado e aparece em altos niveis de expressado em diversos tipos de cancer, sendo
envolvido com o processo de invasao e progressao tumoral, metastase e prognostico
ruim tanto in vitro, quantoin vivo (WU et al., 2014). O gene HOTAIR esté localizado
no cluster do gene homeobox C (HOXC) no cromossomo 12, sendo co-expresso com
os genes HOXC. O IncRNA HOTAIR é repressor do gene homeobox D (HOXD) e
notavelemente promotor de metastase em cancer de mama devido a sua interagédo

com o Complexo Repressivo Polycomb 2 (PRC2) atraves de metilagdo (H3K27me3)
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de histonas (RINN et al., 2007; GUPTA et al., 2010; ZHANG et al., 2014). Nosso
grupo demonstrou recentemente o papel do HOTAIR em linhagens celulares
tumorais e sua capacidade de desencadear a transicao epitelio-mesenquimal (EMT),
provendo insightssobre os mecanismos de acdo deste INcRNA (PADUA ALVES et
al., 2013). Em reviséo a literatura, foi encontrado em trabalhos anteriores que o
HOTAIR também possui associa¢do ao melanoma (TANG et al., 2013).

A analise comparativa da expressdo do HOTAIR no RNA-seq e sua
abundancia foi estimada por duas ferramentas bioinforméticas diferentes: HTSeq,
gue retornou baixos valores de count reads para as amostras (Tabela 6); e Cufflinks,
que apresentou valores de abundancia relativa (Fragments Per Kilobase of exon per
Million fragments mapped — FPKM) também em niveis relativamente baixos para as
isoformas de HOTAIR (Tabela 7).

Segundo o banco de dados do Ensembl, o gene HOTAIR apresenta 5
isoformas. Destas, apenas uma apresentou expressao relativamente alta: trata-se
do transcrito ENST00000424518.1, que possui 2421 pb e 7 exons, sendo
considerado a maior isoforma do gene HOTAIR. Se analisarmos a expresséo desta
isoforma (mais relevante devido a sua abundancia) nas amostras por HTSeq, e
arbitrariamente atribuirmos um limiar de expresséao relativa acima de 25 count reads,
sera possivel observar todas as amostras de melanoma estdo acima deste valor e 0

melandcito permance com valor muito baixo (Tabela 6).

Tabela 6 — Numero de count reads das diferentes isoformas do HOTAIR nas
amostras do estudo.

Linhagens celulares
ENSEMBL ID FM308 WM35 WM1552 WM902 WM9
ENST00000424518.1 2 36 28 69 76
ENST00000425595.1
ENST00000439545.1
ENST00000453875.1
ENST00000455246.1

o O O O
o O O O
o O o1 N
o O o1 N

o O o -
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Tabela 7 — Abundéancia relativa normalizada (FPKM) das diferentes isoformas do
HOTAIR nas amostras de melandcito e melanoma.

Linhagens celulares

ENSEMBL ID FM308 WM35 WM1552 WM902 WM9
ENST00000424518.1 0.0120703 0.414033 0.231938 0.327005  0.24327
ENST00000425595.1 - 0.176054 0.127027 0.228906  0.13606
ENST00000439545.1 - 0.082129 - 4,77E-15 1,15E-18
ENST00000453875.1 - 8,03E-03 1,00E-13 7,56E-04 4,59E-04
ENST00000455246.1 - 3,22E+00 6,99E-02 2,70E-01 2,72E-01

Deste modo, para confirmar a baixa expressao relativa de HOTAIR, foi
realizada uma PCR real time (RT- gPCR) nas linhagens celulares utilizadas neste
estudo e adicionalmente foram utilizadas outras 5 linhagens de melanoma que
seguem 0 mesmo modelo de progressao tumoral, para efeitos comparativos
somente nesta andlise (Figura 9). Os valores de fold change (fold change=2%2) do
HOTAIR obtidos pela RT-gPCR demonstraram estar de acordo com os dados de

baixa expressao relativa obtidos pelo RNA-seq (Tabela 6 e Tabela 7).
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Figura 9 — Niveis de expressdo do IncRNA HOTAIR em diferentes linhagens de
melandcito e melanoma obtido por RT-gPCR (fold change=2-AAct). Os asteriscos
em vermelho correspondem as linhagens celulares utilizadas no RNA-seq neste
estudo e as demais sdo apenas para efeito comparativo.
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4.2.5 UTILIZACAO DE DADOS PUBLICOS E REAGRUPAMENTO DE
AMOSTRAS

Para andlises estatisticas significativas dos dados obtidos pelo RNA-seq,
foram utilizados dados publicos adicionais de 8 linhagens celulares (1 melandcito, 1
melanoma primario e 6 melanomas metastaticos). Para esta escolha, foi observada
a equidade de plataforma e protrocolos, ou seja, a compatibilidade em ser dados de
RNA-seq, com captura de IncRNAs e sequenciamento realizado por protocolos e
aparelhos Illumina (PAWLIKOWSKI et al., 2013). Esses dados estdo depositados no
repositorio publico Gene Expression Omnibus (GEO), cujas sequéncias estdo
disponiveis sobre o cédigo GSE46818. Assim, 0s grupos reorganizados em conjunto
comos dados publicos passaram a possuir as seguintes quantidades de amostras:
melandécitos (n=2), melanoma primario (n=4) e melanoma metastatico (n=7). As
amostras de melandcito, melanoma primario e melanoma metastatico foram

abreviadas por MELC, PRIM e MET, respectivamente.

Com as novas amostras incorporadas, cada uma recebeu uma abreviacéo
(em relacdo ao seu grupo) e um numero para distincao intragrupo. Primeiramente,
foi verificada a relativa abundancia do HOTAIR em suas diferentes isoformas. Assim,
se mantivermos o mesmo limiarde 25 count readsutilizado anteriormente, o grupo de
melanoma primario apresenta todas as amostras acima deste valor, enquanto no
grupo de melanoma metastatico as amostras ficam abaixo de 60% (TABELA 8).
Tabela 8 — Count reads para as diferentes isoformas do HOTAIR nas amostras de
melanécito e melanoma. Tabela gerada a partir dos dados obtidos pela ferramenta

computacional HTSeq, contendo os valores também de dados publicos obtidos do
repositério GEO.

= = o o o o = = = = = = =

Ensembl ID
ENST00000424518.1 2 6 69 28 36 47 76 0O 10 8 36 110 100
ENST00000425595.1 O 0o 2 1 O 2 2 0 0 0 o 0 0
ENST00000439545.1 O 0O 5 0O 0 4 5 0 O 0 o0 1 1
ENST00000453875.2 0 O O O O O O O O O O 0 O
ENST00000455246.1 O o 0 0 O O O O o o o 0 0
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4.2.6 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE TRANSCRITOS

Primeiramente, foram analisados os dados do transcriptoma total. Para
realizar a expressao diferencial dos transcritos nas linhagens celulares, foram
utilizados os valores da quantificagdo de transcritos obtidos pelo HTSeq. Foram
considerados transcritos diferencialmente expressos aqueles que apresentaram aos
requisitos de significancia (p-value ajustado = padj< 0.01) e nivel de expresséao (Fold
change = 1<log2Fold-change<-1). Foi mantida a seguinte divisdo dos grupos:
melandécitos (MELC), melanoma primario (PRIM) e melanoma metastatico (MET).
Para efeitos de comparacéo, foi realizado o agrupamento do grupo melanoma
primario com melanoma metastatico, dando origem ao grupo melanoma geral
(MELN). Para uma viséo geral desta etapa do experimento, foi verificada a relacdo
entre intensidade dos niveis de expressao dos transcritos e a diferenca media entre

os dois conjuntos de dados em comparacao (Figura 10).

Melanécita_vs_Primario Melandcito_vs_Metastatico

log fold change
log fold change

T
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0
}

. . .
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mean expression mean expression

Figura 10 — MA plots do transcriptoma representando a comparagao entre dois
grupos. No eixo X, o valor médio da quantificacéo e no eixo Y a diferenca entre eles.
Cada transcrito € representado por um ponto. Pontos vermelhos = padj < 0.01.
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Para cada comparagéo, foram observados os seguintes valores de expresséo
diferencial: MELC x PRIM, com 1003 transcritos superexpressos e 114
subexpressos; MELC x MET, com 1232 transcritos superexpressos e 116
subexpressos; MELC x MELN, apresentando 1251 transcritos superexpressos e 241
subexpressos; e PRIM x MET, com um total de 8 transcritos superexpressos e 4
subexpressos. Para verificar a distancia entre as amostras dos diferentes grupos, foi
utilizada a medida de distancia dos valores obtidos da expressao diferencial dos
transcritos. Assim, foi aplicada uma funcdo que retornou uma matriz de distancia
Euclideana a partir do calculo da matriz de expresséo diferencial (Figura 11). Para
garantir contribuicdo aproximadamente igual de todos os transcritos, estes foram

utilizados em dados transformados de rlog.
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Figura 11 - Mapa de distancias das amostras em relacéo a analise da expressao diferencial
do transcriptoma total. “Corrida” remete a origem dos dados de RNA-seq. Corrida 1: RNA-
seq realizado pelo presente estudo. Corrida 2: dados obtidos de repositério publico.
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4.2.7 ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL (PCA) PARA O
TRANSCRIPTOMA

Foi realizada a Analise de Componente Principal para o transcriptoma total,
levando em consideracao a origem dos dados das amostras (Figura 12). Para esta
andlise, foram mantidos os 3 grupos (melandcitos, melanoma primario e melanoma
metastatico) e foi assumido a existencia de dois experimentos (corridas) distintos.
Este outro método de visualizacdo de distancia amostra por amostra € baseado em
meétodo de ordenacdo em que as amostras sao dispersas em duas direcdes. Foram
considerados os primeiros 500 transcritos com maior variancia para construcao do
grafico. Embora tenha havido certa dispersao, houve consenso entre as amostras de

melanoma metastatico que permaceram agrupadas (circulos e triangulos verdes).
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Figura 12— Analise de componente principal (PCA) para todos os transcritos das
amostras. Cada circulo ou triangulo representa uma amostra. S&o consideradas as
“corridas” como foram utilizadas para construcdo de mapa de distancia.
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4.2.8 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE LNCRNAS

Para cada comparacdo entre os grupos, foi verificada a quantidade de
IncRNAs diferencialmente expressos encontrados (FIGURA 13). Foram encontrados
as seguintes quantidades de IncRNAs diferencialmente expressos para cada
comparacao: MELC x PRIM, apresentaram 84 IncCRNAs superexpressos e 21
subexpressos; MELC x MET, com 96 IncRNAS superexpressos e 19 subexpressos;
e MELC x MELN, que apresentaram 110 IncRNAs superexpressos e 52
subexpressos. Para a comparacdo entre PRIM x MET, ndo houveram IncRNAs

diferencialmente expressos diante dos critérios de expressao e significancia

utilizados.
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Figura 13 — Numero de IncRNAs superexpressos e subexpressos nas diferentes
comparacoes realizadas entre amostras de melanocitos e melanoma.

Para fins comparativos entre o transcriptoma total e da fracdo dos IncRNAs,
foi realizado o calculo da distancia euclideana para os INcCRNAs diferencialmente
expressos (Figura 14). Deste modo, foi gerado o mapa abaixo com as distancias
baseadas nos dados de expressdo de IncRNAs, similarmente ao apresentado na

Figura 11.
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Figura 14 — Mapa de distancias das amostras em relacdo a analise da expressao
diferencial de IncRNAs. “Corrida” remete a origem dos dados de RNA-seq. Corrida
1: RNA-seq realizado pelo presente estudo. Corrida 2: dados obtidos de repositério
publico

De modo geral, ao analisarmos os IncRNAs diferencialmente expressos,
podemos notar que alguns transcritos aparecem superexpressos/subexpressos mais
de uma vez, mesmo diante das diferentes comparacoes, tal como é possivel
observar na analise dos 30 IncRNAs mais diferencialmente expressos, baseados em

fold change, de cada uma das comparactes (TABELAS 9, 10 e 11).
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Tabela 9 - Os 30 IncRNAs mais diferencialmente expressos entre MELC x PRIM.

Com fold change > 2 e p-value ajustado < 0.01 para a comparacao entre melandcito
e melanoma primario (MELC x PRIM). Os IncRNAs considerados mais
diferencialmente expressos foram escolhidos com base nos valores de fold change.

INcRNAS superexpressos INcRNASs subexpressos
Fold Pvalue Fold Pvalue

ENSEMBL ID change  adj ENSEMBL ID change  adi

ENST00000447898.1 8,93 2,54E-11 ENST00000425350.1 -7,34 2,32E-06
ENST00000431094.2 8,90 1,21E-10 ENST00000354432.3 -6,74 4,35E-06
ENST00000552602.1 8,87 1,32E-10 ENST00000498454.1  -6,40 1,48E-03
ENST00000418499.3 7,62 6,04E-09 ENST00000452288.1 -6,20 3,17E-03
ENST00000606343.1 7,26 3,40E-05 ENST00000378726.1 -5,97 1,37E-16
ENST00000483525.1 7,03  5,86E-06 ENST00000558212.1  -5,88  3,52E-04
ENST00000547285.1 6,95  8,90E-06 ENST00000538219.1  -5,58  9,42E-04
ENST00000603265.1 6,82 8,21E-05 ENST00000520082.1 -5,36 1,43E-05
ENST00000607166.1 6,82 1,85E-05 ENST00000474002.1  -5,35  7,22E-03
ENST00000598917.2 6,67  6,91E-06 ENST00000424612.1  -535  3,55E-06
ENST00000380970.2 6,58 3,27E-04 ENST00000379053.4 -5,23 2,08E-04
ENST00000608286.1 6,44 8,09E-05 ENST00000478268.1 -5,01 1,42E-03
ENST00000452148.2 6,41  4,51E-04 ENST00000524355.1  -4,93  4,00E-05
ENST00000432361.1 6,37 1,00E-04 ENST00000430683.1  -4,65  7,05E-05
ENST00000550570.1 6,36 1,68E-04 ENST00000569976.1 -4,58 2,48E-03
ENST00000550805.1 6,34  1,65E-04 ENST00000557371.1  -4,38  3,12E-03
ENST00000606790.1 6,30  4,18E-04 ENST00000569999.1  -4,22  5,25E-03
ENST00000436484.1 6,30 7,81E-05 ENST00000607680.1 -2,97 4,96E-05
ENST00000548875.1 5,94 6,49E-04 ENST00000531840.1 -2,82 9,47E-03
ENST00000443766.3 5,88  9,45E-04 ENST00000506052.1  -2,79 7,18E-03
ENST00000495990.1 5,78 5,74E-04 ENST00000566542.1 -2,37 8,67E-03

ENSTO00000548271.1 577 9,15E-04
ENST00000605955.1 5,77 3,82E-03
ENST00000425974.1 5,73 9,94E-05
ENST00000400192.4 571 6,81E-05
ENST00000591280.1 5,69 5,89E-03
ENST00000446205.2 5,69 3,94E-04
ENST00000446789.2 5,67 5,17E-03
ENSTO00000547399.1 5,67 4,29E-03
ENST00000334298.3 5,57 8,59E-03
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Tabela 10 - Os 30 IncRNAs mais diferencialmente expressos entre MELC x MET.

Com fold change> 2 e p-value ajustado <0.01.para a comparacédo entre melandcito
e melanoma metastatico (MELC x MET). Os IncRNAs considerados mais
diferencialmente expressos foram escolhidos com base nos valores de foldchange.

IncRNASs superexpressos IncRNAs subexpressos
ENSEMBL ID Eﬁ;dnge z(‘j’ja'“e ENSEMBL ID Eﬁ;dnge ;‘;ja'“e
ENST00000418499.3 7,97 1,54E-10 ENST00000512959.1 -7,47 8,87E-05
ENSTO00000447898.1 7,91 3,40E-09 ENST00000418335.1 -6,72 4,12E-05
ENSTO00000552602.1 7,82 1,13E-08 ENST00000354432.3 -5,89 7,28E-06
ENSTO00000431094.2 7,73 1,46E-08 ENSTO00000378726.1 -5,78 8,85E-18
ENSTO00000547285.1 7,23 2,06E-06 ENST00000425350.1 -5,56 3,71E-04
ENSTO00000483525.1 7,22 1,52E-06 ENST00000558212.1 -4,97 7,93E-04
ENSTO00000608286.1 6,80 3,42E-05 ENST00000606262.1 -4,90 8,32E-03
ENSTO00000598917.2 6,74 6,83E-07 ENST00000424612.1 -4,85 7,55E-06
ENSTO00000550570.1 6,69 3,72E-05 ENSTO00000379053.4 -4,07 4,24E-03
ENSTO00000550805.1 6,59 4,30E-05 ENST00000569976.1 -3,86 3,18E-03
ENSTO00000432361.1 6,52 6,57E-05 ENST00000592870.1 -3,52 2,20E-03
ENST00000442621.1 6,39 2,36E-04 ENST00000591226.1 -2,88 6,35E-03
ENSTO00000603265.1 6,38 2,36E-04 ENST00000543998.1 -2,81 8,51E-03
ENSTO00000400755.3 6,34 1,69E-04 ENSTO00000607047.1 -2,43 7,65E-03
ENSTO00000425974.1 6,34 3,75E-06 ENSTO00000566542.1 -2,25 8,78E-03
ENSTO00000606790.1 6,28 4,36E-04 ENST00000433688.1 -2,22 3,62E-03
ENSTO00000548271.1 6,24 1,81E-04 ENST00000534386.2 -2,03 2,52E-03
ENSTO00000607166.1 6,20 9,68E-05 ENST00000301453.3 -1,90 9,15E-03

ENST00000400192.4 6,19 9,27E-06
ENST00000443766.3 6,14 3,99E-04
ENST00000456896.1 6,06 2,07E-03
ENST00000439804.1 6,04 2,29E-03
ENST00000548875.1 6,01 4,25E-04
ENST00000380970.2 5,99 9,63E-04
ENSTO00000566974.1 5,96 1,77E-03
ENST00000446205.2 591 1,64E-04
ENST00000435682.1 5,87 1,98E-03
ENSTO00000552584.1 5,85 1,45E-03
ENSTO00000587344.1 5,79 4,94E-03
ENST00000436484.1 5,78 3,01E-04
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Tabela 11 - Os 30 IncRNAs mais diferencialmente expressos entre MELC x MELN.
Com fold change > 2 e p-value ajustado padj<0.01 para a comparagcdo entre
melandécito e melanoma geral (MELC x MELN). Os IncRNAs considerados mais
diferencialmente expressos foram escolhidos com base nos valores de foldchange.

IncRNASs superexpressos IncRNAs subexpressos
ENSEMBL ID Eﬁ;dnge z(‘j’ja'“e ENSEMBL ID Eﬁ;dnge ;‘;ja'“e
ENSTO00000447898.1 9,32 1,58E-07 ENST00000512959.1 -8,36 2,87E-06
ENSTO00000552602.1 9,29 1,93E-07 ENST00000418335.1 -7,66 9,29E-07
ENSTO00000431094.2 9,22 2,66E-07 ENST00000425350.1 -7,02 1,40E-06
ENST00000418499.3 8,54 5,88E-10 ENST00000569275.1 -6,96 2,58E-09
ENSTO00000547285.1 8,16 2,86E-05 ENSTO00000567056.1 -6,56 4,08E-05
ENSTO00000483525.1 8,15 2,76E-05 ENST00000452288.1 -6,50 2,72E-04
ENSTO00000603265.1 8,14 4,64E-05 ENST00000354432.3 -6,45 3,35E-08
ENSTO00000380970.2 7,98 8,20E-05 ENST00000459790.1 -5,95 1,07E-03
ENSTO00000606790.1 7,85 1,29E-04 ENSTO00000378726.1 -5,93 1,36E-23
ENSTO00000334298.3 7,79 1,81E-04 ENST00000526436.1 -5,82 3,75E-03
ENSTO00000608286.1 7,77 1,31E-04 ENST00000445997.1 -5,75 3,73E-05
ENSTO00000606343.1 7,77 1,48E-04 ENST00000558212.1 -5,68 3,49E-05
ENSTO00000550570.1 7,65 1,79E-04 ENST00000424612.1 -5,18 1,06E-07
ENSTO00000550805.1 7,53 2,52E-04 ENST00000606262.1 -5,01 3,77E-03
ENSTO00000598917.2 7,50 8,14E-06 ENST00000538219.1 -4,89 5,16E-04
ENSTO00000432361.1 7,48 3,10E-04 ENSTO00000580967.1 -4,79 9,73E-06
ENSTO00000607166.1 7,43 3,30E-04 ENSTO00000478268.1 4,77 6,06E-04
ENSTO00000392227.2 7,19 1,03E-03 ENST00000379053.4 -4,76 2,41E-04
ENST00000443766.3 7,12 9,32E-04 ENST00000437088.1 -4,55 2,42E-03
ENSTO00000400755.3 7,09 1,00E-03 ENST00000461286.3 -4,40 1,34E-03
ENSTO00000548271.1 7,00 1,20E-03 ENST00000522158.1 -4,37 6,07E-03
ENSTO00000548875.1 6,97 1,32E-03 ENSTO00000569976.1 -4,12 7,22E-04
ENSTO00000456627.1 6,97 1,97E-03 ENST00000520082.1 -4,10 9,78E-04
ENST00000452148.2 6,93 1,59E-03 ENST00000399760.2 -3,94 9,06E-03
ENSTO00000436484.1 6,88 5,54E-05 ENST00000418372.1 -3,74 2,94E-03
ENSTO00000605955.1 6,85 1,52E-03 ENSTO00000557371.1 -3,72 4,70E-03
ENSTO00000457339.1 6,68 2,98E-04 ENST00000592368.1 -3,71 9,70E-03
ENSTO00000425974.1 6,59 1,73E-06 ENST00000442605.1 -3,61 2,94E-03
ENSTO00000566974.1 6,56 4,54E-03 ENSTO00000578408.1 -3,44 8,25E-03
ENSTO00000446205.2 6,51 1,15E-04 ENST00000399096.2 -3,41 3,36E-03

Foram gerados volcano plots (FIGURA 9) para os IncRNAs utilizando o critério
de log2(foldchange)>1 e —log10(p value)<0.05. Deste modo, foram realizadas todas
as possiveis comparagfes entre os grupos definidos, sendo estas: melandcito e
melanoma geral (MELC x MELN); melanécito e melanoma primério (MELC x PRIM);

melanécito e melanoma metastatico (MELC x MET); e melanoma primério e
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melanoma metastatico (PRIM x MET). Para a comparacdo PRIM x MET, néo
houveram transcritos que atendessem aos critérios de selecdo e sua representacao

grafica nao foi gerada.
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Figura 15 — Volcano plots de IncRNAs diferencialmente expressos. Cada ponto em
vermelho representam um transcrito superexpresso e 0s pontos verdes representam
genes subexpressos. A) Comparacdo entre MELC x PRIM; B) Comparacéo entre
MELC x MET; C) Comparacao entre MELC x MELN.

Foi gerada a clusterizacdo hierarquica e dendogramas dos IncRNAs
diferencialmente expressos, utilizando a métodologia de distancia Euclideana para
as amostras e correlacdo de Pearson para os transcritos. Deste modo, utilizando a

funcdo ‘heatmap.2’ no pacote de dados ‘gplots’ (em ambiente de computacdo
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estatistica R) foi obtido o heatmap abaixo (FIGURA 16). Nesta figura, cada coluna
representa uma amostra e cada linha corresponde a um IncRNA diferencialmente
expresso. As cores do heatmap indicam variagdes na escala de row Z-score, sendo
que o verde indica menores valores, o preto niveis intermediarios e o vermelho
representa valores mais altos. Foram considerados os criterios de significancia p-
ajustado (padj<0.01) e fold change (fold change>=2).
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Figura 16 — Perfil de expressdo dos IncRNAs diferencialmente expressos para as
amostras de melanoma e melandcito. Na imagem, as colunas representams as
amostras e cada linha corresponde a um IncRNAs.
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Em seguida, foi realizado o mesmo procedimento de clusterizac&o hierarquica
sob os mesmos parametros, somente para os 30 IncRNAs que foram considerados
mais superexpressos nas comparacoes entre grupos (Figuras 17, 18 e 19). Para
serem considerados 0s mais superexpressos, o0s transcritos foram filtrados em nivel

decrescente de log2FoldChange.
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Figura 17- Clusterizacao hierarquica entre MELC vs PRIM a partir dos os 30 IncRNAs
gue foram considerados mais superexpressos
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Figura 18 - Clusterizacéo hierarquica entre MELC vs MET a partir dos os 30 IncRNAs
gue foram considerados mais superexpressos.
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Figura 19 - Clusterizacdo hierarquica entre MELC vs MELN a partir dos os 30
IncRNAs que foram considerados mais superexpressos.
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4.2.9 ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL (PCA) DE LNCRNAS

Foi realizada a PCA somente para os IncRNAs (FIGURA 20), levando em
consideracdo os parametros ja utilizados para o transcriptoma total. Ha alteracao no
padrao de dispersao das amostras, principalmente pela dispersdao mais acentuada
de uma amostra metastatica (ponto verde no canto superior esquedo) das demais
amostras que permaneceram agrupadas (triangulos verdes no canto superior
esquerdo). Nesta ocasido, as amostras de melandcitos permaneceram mais
proximas.
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Figura 20 — Andlise de componente principal (PCA) para os IncRNAs. As amostras
foram mantidas nos grupos de progressao do melanoma e analisadas de acordo com
a sua obtencdo. Sao consideradas como corrida 1 as amostras em que foi realizado
RNA-seq neste estudo, e corrida 2 sdo dados de amostras obtidas de repositorio
publico.
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4.2.10 VALIDACAO TECNICA POR PCR-SEMIQUANTITATIVA

Foram selecionados transcritos para realizacdo de PCR semi-quantitativa
(PCR-SQ) e validacao dos dados obtidos (FIGURA 19). As sequéncias dos primers
utilizados estdo apresentadas na Tabela 2, e a regido amplificada além de outras
informacdes estdo no apéndice (Apendice B e C). Os transcritos utilizados para
validacdo foram: o IncRNA AC017074.2, que possui 561 pb esta localizado no
cromossomo 2 e pertence a classe dos long intergenic RNAs (lincRNA); e duas
isoformas do gene SSU72 (SSU72 homolog, RNA polymerase Il CTD phosphatase),
que esta localizado no cromossomo 1, sendo uma isoforma codificante com 1290 pb
(ENST00000291386.3) e outra isoforma que € um IncRNA do tipo retained_intron
(ENST00000378726.1), que possui 2238 pb. Como controle enddgeno, foi utilizado
0 gene TUBB (tubulin beta class 1), que possui 2670 pb e cuja proteina, em conjunto

com alpha tubulina, sdo componentes estruturais de microtubulos.

SSU72 (codificante) TUBB (controle)

1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
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SSU72 (retained_intron) AC017074 (lincRNA)

1:2 1:4 138 1:16 1:32 1:64 1:128 1:2 14 1:8 116 1:32 1:64 1:128

S BT
Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% tratada com SYBR® Safe DNA Gel
Stain.
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5 DISCUSSAO

5.1 RNA-SEQ

O advento crescente do NGS e a facilidade de acesso a essa tecnologia,
aliada a custos cada vez menores, permitiu uma revolucdo nos estudos da variacédo
gendmica humana(SU et al., 2011). Essa nova era proporcionou diversos beneficios
como a diminuicdo drastica da velocidade de sequenciamento de DNA e novas
aplicacoes biologicas, mas encontrou também alguns desafios de armazenamento e
analise devido a grande quantidade de geracdo dedados (ZHANG et al., 2011).
Destas novas abordagens, o sequenciamento de genoma completo € a estratégia
mais abrangente para deteccéo de variantes gendmicas globais, mas, por outro lado,
€ caro para amostras grandes e regides nao codificantes ndo apresentam boa
resolucao de sequenciamento, dificultando sua andlise e interpretacdo(BENTLEY,
2006; KU et al., 2014).

Em contraste, o sequenciamento completo de exoma é muito utilizado para
deteccdo de mutacbes em doencas mendelianas e mutagcbes somaticas, mas em
contrapartida requer uma etapa de captura e enriguecimento dos exons,
aumentando o custo total da andlise (BENTLEY, 2006; KU et al., 2014). Por nao
necessitar de etapas de enriguecimento de exons, o sequenciamento de RNA (RNA-
Seq) € uma alternativa potencial ao sequenciamento de exoma por permitir detectar
variacbes em genes codificantes (MRNA), bem como identificar praticamente todos
0S genes transcritos, codificantes ou ndo, de uma determinada amostra
biologica(BENTLEY, 2006; KU et al., 2014).

Os dados obtidos do RNA-seq neste estudo se mostraram dentro dos padrdes
de qualidade. O primeiro referencial neste sentido foi a integridade do RNA (RIN)
extraido, que nesta analise poderia variar de RIN=10 (RNA intacto) até RIN=<1
(totalmente degradado). Para andlises de RNA-seq, a degradacdo do RNA pode
introduzir uma importante fonte de variagcdo durante a medicdo a expressao dos
genes (WANG et al., 2016). As amostras utilizadas obtiveram RIN>7, como
demonstracdo de que ndo houve degradacdo gradual do RNA pela auséncia de
fragmentos pequenos no grafico de fluorescéncia (SCHROEDER et al., 2006). Como
segunda medida, foi analisada a acuracia das reads que foram obtidas pelo

sequenciamento. Os dados das amostras foram verificados através da ferramenta
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FASTQC e todas atenderam ao padréo de qualidade consenso utilizado (Q Score >
20). Isto nos permite afirmar que a probabilidade de erro na chamada de bases é de
1/100, padréo aceitavel para este tipo de abordagem (Ewing & Green, 1998; lllumina,
2014).

Diferentemente de outros NGS, para o RNA-seq é mais complicado estimar a
cobertura do genoma devido ao fato dos transcritos serem muito diversos e sua
expressdo variar consideravelmente (CAPOBIANCO, 2014; SIMS et al., 2014).
Neste ambito, a cobertura do RNA-seq pode estar mais relacionada com a deteccéo
de tipos de transcritos diferentes (MORTAZAVI et al., 2008). Deste modo, no RNA-
seq passa a ser mais importante o tamanho e nimero das reads, além do nimero
de replicatas biologicas (Leongamornlert et al., 2014; Ramskdld, Kavak, & Sandberg,
2012; Sims et al., 2014. lllumina, 2014). Neste ponto, os dados deste estudo também
demonstram estar adequados para as analises realizadas, pois foram obtidas mais
de 55 milh&es de reads por amostra, mapeamento médio de ~93% de todas as reads
obtidas e pelo menos duas replicatas biolégicas por grupo de progressdo do
melanoma (UCSC, 2011,
https://genome.ucsc.edu/ENCODE/protocols/dataStandards/ENCODE_RNAseqg_St
andards V1.0.pdf, acesso em 11/03/2016).

5.2 ANALISE DE DADOS QUANTITATIVOS DO TRANSCRIPTOMA DE
MELANOMA E MELANOCITOS
Segundo Copobianco et al. (2014), analisar transcriptomas humanos requer a
assimilacado de grandes volumes de dados em pipelines computacionais, que sao
desenvolvidos para diferentes propdésitos, tais como: identificacdo, quantificacéo,
anotacdo, expressdo diferencial e predicdo de transcritos, entre outros
(CAPOBIANCO, 2014). O fato do genoma eucariotico ser complexo e
pervasivamente transcrito levantou questionamentos sobre a real funcdo destes
RNAs no genoma humano, eque somente apos o projeto ENCODE revelou sua
plasticidade e seu papel regularorio no genoma (BERRETTA; MORILLON, 2009;
JACQUIER, 2009; FLINTOFT, 2010). O uso de técnicas de NGS e a analise da
porcdo ndo codificadora de proteinas do transcriptoma tem permitido que a pesquisa

e tratamento do cancer experimentem um progresso significativo nos ultimos anos
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(MCGETTIGAN, 2013; LEBLANC; MARRA, 2015). Assim, para facilitar a
compreensao dos dados nesteforam realizadas divisbes e reagrupamentos, tanto
entre os diferentes tipos de RNAs, quanto para 0s grupos representativos das fases

do melanoma.

O modelo de diviséo classica das etapas de progressédo do cancer, propostas
por Clark (1984), foi mantida para analise das amostras e obtencdo do conjunto de
dados (CLARK et al., 1984). Assim, em determinada etapa deste projeto, ao se tornar
necesséria a inclusdo de dados de repositério publico para permitir a realizacédo de
andlises estatisticas do RNA-seq, ndo foi modificada o modelo de progresséo do
melanoma. Deste modo, o maior numerode transcritos que nao codificam proteinas
encontrados é concordante com os dados da literatura, que atestam para pequena
(~2%) porgao codificante do genoma (LANDER et al., 2001; HUMAN GENOME
SEQUENCING CONSORTIUMINTERNATIONAL, 2004), para a existencia mais
abundante de RNAs nao codificantes com funcdo gendmica(CONSORTIUM, 2004,
HARROW et al., 2006, 2012; DERRIEN et al.,, 2012; MUDGE; FRANKISH,;
HARROW, 2013) e para a relagédo entre complexidade do genoma eucariotico com
a maior proporcdo de DNA gendmico néo codificante (TAFT; MATTICK, 2003;
SZYMANSKI et al.,, 2005; TAFT; PHEASANT; MATTICK, 2007; BERRETTA;
MORILLON, 2009).

Como nao faziam parte do objetivo deste estudo, 0s transcritos
pseudo_RNAs, IG_RNAs, TR_RNAs e miscRNAs foram analisados em conjunto
com o grupo de pequenos RNAs (sRNA, do inglés — small RNAs). O alto numero
relativo de pseudo_RNAs (>75% do total) pode ser atribuido a desregulagéo
gendmica provocada pelo estado maligno das células analisadas (POLISENO;
MARRANCI; PANDOLFI, 2015). Isto pode ser analisado pela evidencia biologica de
inducdo da progressdo do cancer encontrada em alguns pseudogenes transcritos,
tal como a acdo de competing enddgenous RNAs (ceRNAs) que possuem 0S
pseudogenes PTENP1, KRASP1, OCT4-pg4 e SUMO1P3 (WELCH et al., 2015).
Além disso, atravées da superexpressdo do pseudogene ATP8A2-W ja foi
demonstrado a capacidade de induzir a progressdo no cancer de mama,
demonstrando assim uma participacdo ativa de certos pseudogenes na progressao
tumoral (KALYANA-SUNDARAM et al., 2012).
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A proporcéo de IncRNAs encontrados € sobrepujante aos outros ncRNAs.
Dentro do grupos de InNcRNAs analisados, a maior propor¢do de transcritos € do tipo
retained_intron, que sdo definidos como isoformas de genes derivadas de splicing
alternativo que contem sequéncia intrénica

(http://www.gencodegenes.org/gencode biotypes.html, acesso em 27/02/2016).

Segundo o VEGA (Vertebrate and Genome Annotation Project), a classificacdo dos
transcritos do tipo retained_intron é tida como IncRNA e respeita a seguinte ordem
hierarquica: Transcritos processados (que ndo possuem uma ORF) > Long non-
coding RNAs > Retained_intron

(http://vega.sanger.ac.uk/info/about/gene and transcript types.html, acesso em

02/03/2016). A relevancia biologica deste achado é intrigante, uma vez que os introns
representam a maior fracdo dos RNAs nédo codificantes em mamiferos e ndo podem
ser ignorados na pesquisa de transcritos funcionais ou de outros estudos genémicos
(ST LAURENT et al., 2012). Este fato, contudo, pode ser derivado da escolha do tipo
de preparo de biblioteca de cDNAs, mas requer uma atencdo mais detalhada
posteriormente. Além disso, a presenca abundante de introns retidos em mamiferos
pode estar relacionado ao estresse e sugere repressdao da maquinaria de splicing,

mantendo os transcritos retidos no nucleoe sem traducdo (SHALGI et al., 2014).

Além disso, ja foi identificado em metastase ossea de cancer de préostata
uma variante receptor de androgeno que apresentava retencao parcial de intron, o
que era responsavel por romper o dominio de ligacdo ao DNA (CHEN; WEISS,
2015). Ja foi observado em estudos do transcriptoma de cancer que muitos introns
normalmente removidos ndo sao processados em diversos tipos de cancer
(DVINGE; BRADLEY, 2015), o que pode explicar a abundancia encontrada nas
amostras de melanoma, embora o melanécito também apresente altos valores de
expressdo deste tipo de transcrito. Um dos possiveismecanismos de atuacao
biologica relacionada a introns retidos, pode estar associado ao aumento do nimero

de alvos putativos de miRNAs em mRNAs humanos (TAN et al., 2007).

Entre os demais IncRNAs, foi observada aproximadamente a mesma
proporcao (variando de 12 — 18%) de abundancias entre lincRNAs e antisense. Os
lincRNAs em conjunto com os antisense sdo os tipos de IncRNAs mais bem
conhecidose seu envolvimento com regulacdo génica aumentaé cada vez mais
desvendado (PINES; INOUYE, 1986; INOUYE, 1988; KHALIL et al., 2009; CABILI et


http://www.gencodegenes.org/gencode_biotypes.html
http://vega.sanger.ac.uk/info/about/gene_and_transcript_types.html

Discussaos |76

al., 2011). Entre os lincRNAs, existem alguns que ja foram associados a mecanismos
de progresséao do cancer, como o linc-RoR (long intergenic non-protein coding RNA,
regulator of reprogramming), que tem sido associado a inducdo do processo de
tumorigenese, invasao, EMT, metastase no cancer de mama e diversos outros tipos
de tumor (HOU et al., 2014; EADES et al., 2015; REZAEI et al., 2015). J& do tipo
antisense, pode ser citado o IncRNAque possui expressao anatomo-especifica do
cluster Hox (semelhantemente ao HOTAIR), conhecido como HOTTIP (HOXA distal
transcript antisense RNA). O IncRNA HOTTIP esta localizado nocluster HoxA, e esta
associado ao crescimento e progressado tumoral, inibicdo da apoptose, prognéstico
ruim, proliferacdo e migracéo, sendo assim como o HOTAIR, um importante IncRNA
para o estudo emcancer(CHENG et al., 2015; DENG et al., 2015; ZHANG et al.,
2015).

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DO LNCRNA HOTAIR EM MELANOMA
A expressdo do IncRNA HOTAIR ja tem sido demonstrada elevada em
tumores primarios (e.g. cancer de pancreas, células escamosas da laringe e esofago
e ovario) e tumores metastaticos (e.g. cancer de mama, colorretal, sarcoma e de
pulm&o) quando comparados com tecidos adjacentes normais (ZHANG et al., 2014).
Essa associacdo do HOTAIR com o processo tumoral, progndstico ruim e metastase
€ ampla e ja foi relatada em diversos tipos de tumores, incluindo em: cancer de mama
(GUPTA et al., 2010; BHAN et al., 2013; PADUA ALVES et al., 2013), carcinoma
hepatocelular(GENG et al., 2011; ISHIBASHI et al., 2013), cancer de pancreas (KIM
et al., 2013), cancer de pulmao (NAKAGAWA et al., 2013; ZHUANG et al., 2013;
ZHAO et al., 2014), cancer colorretal (KOGO et al., 2011; PADUA ALVES et al., 2013;
ZHANG et al., 2014) e também melanoma (TANG et al., 2013). Previamente, n0osso
grupo ja havia demonstrado o papel do HOTAIR no desencadeamento do processo
transicao-epitelio-mesenquima (EMT) e aquisicdo de pluripoténcia por células
tumorais (PADUA ALVES et al., 2013). Esta abundante informac&o encontrada na
literatura cientifica, bem como os dados obtidos previamente por nosso grupo,
serviram como base para realizar a analise da expressao do HOTAIR nas linhagens

de melandcito e melanoma (PADUA ALVES et al., 2013; TANG et al., 2013).
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Em geral, as linhagens celulares utilizadas para o RNA-seq ndo apresentaram
padrao de expressao progressivo compativel com a progressdo do melanoma para
estagios mais avancados como outros estudos ja demonstraram (TANG et al., 2013).
Deste modo, os dados de expressao relativa de HOTAIR néo permitiram estabelecer
relagdo de maior agressividade tumoralcom o maior nivel de expressdo deste
IncRNA, como observado em outros tipos de cancer (GUPTA et al., 2010; KIM et al.,
2013; ONO et al., 2014; WU et al., 2015). A andlise de count reads pelo HTSeq
demonstrou maiores valores para linhagens de melanoma, quando comparadas com
o melandcito. Entretanto, com a introducao dos dados publicos ndo foi mais possivel
determinar um padrdo de expressao relativa para o HOTAIR.

A analise quantitativa em tempo real das amostras pela técnica de RT-qPCR
demonstrou concordancia com os baixos niveis de abundancia relativa de HOTAIR
nas amostras de melandcito e melanoma. Foram utilizadas outras amostras de
melanoma para esta analise, como método comparativo, além das linhagens que
foram utilizadas para o RNA-seq. Em geral, a linhagem celular metastatica utilizada
neste trabalho (WM9) e outras também metastéaticas(1205 lu, WM1617 e WM852)
apresentaram baixo fold change (fold change 2-24Ct =< 5) quando comparadas com
linhagens celulares de melanoma nao-metastaticas (WM278, WM1552 e WM902).
Importante ressaltar que esta linhagem metastatica (WM9) apresentou baixo fold
change (fold change 2-22Ct=< 2), concordando com os dados de quantificacdo de sua
expressdo relativa, que foram obtidos apés o RNA-seq por ferramentas
computacionais diferentes (TABELA 6 e TABELA 7).

Através ainda da RT-gPCR, apenas duas linhagens celulares de melanoma
(WM902 e WM278) apresentaram altos niveis de fold change (fold change 2-22Ct>=
20). Curiosamente, ambas estas amostras pertencem ao melanoma primario. Este
alto nivel de expressdo em fases menos tardias do melanoma, aliado ao fato de
nenhuma linhagem metastatica ter apresentado alta expressdo pode ser um
indicativo de que o HOTAIR néo esteja atuando diretamente no processo metastatico
neste modelo de progressdao do melanoma. Esta consideragcdo n&do descarta,
contudo, a possibilidade de que o HOTAIR possa estar atuando nos mecanismos
iniciais do processo tumoral. Assim, sdo necessarias maiores investigacdes sobre a
atuacao do HOTAIR durante as fases iniciais da progressdo do melanoma, e para

sua possivel associacdo com processos precoces de malignizacdo de melandcitos.
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5.4 LNCRNAS COMPARTILHADOS E EXCLUSIVOS

Embora a expressédo de IncRNAs seja menos abundante do que mRNAs, elaé
marcada pela alto padrdo de especificidade tecidual (DERRIEN et al., 2012). A
analise comparativa entre as cinco amostras permitiu encontrar INcCRNAs com
expresséo exclusiva de cada uma das linhagens celulares utilizadas, bem como
IncRNAs compartilhados entre amostras. Neste sentido, o0 maior nimero de INcRNAs
exclusivos pertencem a linhagem de melanoma primario (WM1552). A linhagem
metastatica (WM9) apresentou também um alto nimero de IncRNAs exclusivos. E
ainda, excetuando-se o compartilhamento de todas as amostras, que é maior em
absoluto, o segundo maiornimero de InNcRNAs compartilhados encontra-se entre as
linhagens de melanoma (WM9, WM 902, WM1552 e WM35).

Este alto nimero de compartilhamento de IncRNAs entre amostras tumorais
pode indicar que,para o processo tumoral, haja alguns destes que sejam comuns e
necessarios ao processo de melanomagenesis. Se atualmente os INcRNAs podem
ser utilizados no diagndstico de tumores e distingdo de tecidos normais,a
caracterizacdo destes em estdgios precoces do processo tumoral pode revelar
IncRNAs com potencial para biomarcadores de diagnéstico de melanoma precoce
ou outras doencas (FERREIRA et al., 2012; WANG; LIU; YAO, 2014).

5.5 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES E TRANSCRITOS

A expressao diferencial de genes é o mecanismo em que, a partir do mesmo
genoma € possivel encontrar diferengas nos niveis de expressdo em diferentes
células (GILBERT, 2000). Ou seja, em diferentes células estes transcritos podem
estar em mesmas proporcdes — tais como enzimas envolvidas no metabolismo
celular — ou em diferentes abundancias — como RNAs que desempenham func¢des
especificas em determinadas células (GILBERT, 2000). Para o estudo de doencas
genéticas multifatoriais, como o céncer, a analise da expresséo diferencial (ou
expressao genodmica funcional) tornou-se uma das estratégias mais utilizadas para
descobrerta e entendimento do circuito molecular subjacente do cancer (LIANG;
PARDEE, 2003). Contando com isto, foi realizada a expresséo diferencial para os

genes e transcritos das amostras de melandcito e melanoma, utilizando-se os dados
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de sequenciamento gerados neste trabalho e, para significancia estatistica(MARIONI
et al., 2008; RAMSKOLD; KAVAK; SANDBERG, 2012), foram utilizados de outro
estudo que s&o publicos e podem ser acessados em repositorio online
(PAWLIKOWSKI et al., 2013).

Para visualizar as correlagdes entre padrbes de expressdo entre a fragcédo
codificante (MRNA) e os IncRNAs, foram inicialmente realizadas uma serie de
analises pautadas no transcriptoma. Assim, através de comparacfes estatisticas
com e sem o conjunto dos IncRNAs, foi observado o padrao de agrupamento de

amostras, niveis de expressao e outras analises estatisticas.

5.6 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE LNCRNAS

Em todas as comparagbes realizadas, foram encontrados maiores
guantidades de IncRNAscomsuperexpressdo nas amostras (Fold Change>1 e padj
<0.01). Deste total, o maior numero de IncRNAs diferencialmente expressos foi
encontrado na comparacao MELC x MELN, e a menor abundancia foi encontrada na
comparacao PRIM x MET. Esta diferenca no numero de transcritos diferencialmente
expressos mais acentuada na comparacdo MELC x MELN pode ser atribuida a
evolucdo e acumulo de mutacdes de ganho/ou perda de funcdo decorrentes do
processo tumoral(STECK et al., 1997; SARRAF et al., 1999; VAN OIJEN;
SLOOTWEG, 2000; ZHOU et al., 2014; ZHU et al., 2015).

Assim, ao compararmos 0 estado biolégico normal (melanécitos) com o
estado tumoral (melanoma), é esperado que as alteracdes genéticas que surgiram
ao longo do processo tumoral tenham impacto também em outros genes,alterando
assim seus niveis de expressdo (DEVEREUX; RISINGER; BARRETT, 1999;
DELGADO; LEON, 2006; AERTS; COOLS, 2013). Isto leva em consideracdo o
aspecto complexo das interacbes genbmicas (NEVINS; POTTI, 2007; RASPE;
DECRAENE; BERX, 2012), e o carater multifatorial do cancer, derivado do acumulo
de alteracdes genéticas em tumores (CLARK et al., 1984; MANCIANTI; HERLYN,
1989; LAKHANI et al., 1998).
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5.7 ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS

Devido ao grande numero de IncRNAs e complexidade das interacfes
bioldgicas, a clusterizacéo dos dados é uma técnica exploratoria bastante Gtil para a
analise de dados de expressdo (YEUNG; RUZZO, 2001). A analise PCA é uma
técnica estatistica multivariada exploratoria, utilizada para simplificar e facilitar a
compreensao de conjuntos de dados complexos (RAYCHAUDHURI; STUART,
ALTMAN, 2000). Ja a clusterizacao hierarquica de eventos pontuais trata-se de um
meétodo de agrupamento de eventos semelhantes em topologia, morfologia ou em
ambos e fornece uma arvore de grupos que exibem as populagbes relativas de
eventos semelhantes (GUESS; WILSON, 2002). A PCA foi realizada para dois tipos
de dados informativos: utilizando todos os transcritose somente para 0s IncCRNAs.
Foi observado que somente as amostras metastaticas permaneceram agrupadas em
todas as andlises, enquanto as outras ndo apresentaram padrdo de agrupamento.
Entretanto, somente na PCA dos IncRNAs houve uma relacdo de maior proximidade

entre as amostras de melandcito.

A andlise da clusterizacdo hierarquica (heatmap 1) de todos os IncRNAs
diferencialmente expressos nas amostras apresenta a formacéao de tres clusters bem
definidos: 1) MELC2 e MECL1; 2) PRIM2, PRIM3, PRIM1 e MET1; e 3) PRIM4,
MET2, MET4, MET3, MET5, MET7 e MET6 (FIGURA 11). Esta clusterizac&o permite
definir que o primeiro cluster apresenta um padrao de expressao totalmente diferente
das demais amostras, demonstrando similaridade acentuada entre os dois
melandcitos utilizados. No segundo cluster, h& prevaléncia quase completa de
melanoma primaria e, no terceiro cluster, as linhagens metastaticas que
praticamente prevalecem. Esses dados do heatmap de IncRNAs com o agrupamento
quase perfeito das amostras mantém o sentido bioldégico da progressao do
melanoma e diferenciacdo dos grupos. Sobretudo, a presenca de uma amostra
primaria no cluster metastatico e de uma amostra metastatica no cluster primario
demonstra um papel ambiguo de ambos os grupos. Esta ambiguidade pode ser o
relacionada ao estabelecimento da progressdao do melanoma. Enquanto uma
amostra primaria aparenta estar mais proxima de ser classificada como metastatica,
outra amostra do grupo metastatico ainda apresenta padrdes que a correlacionam

ao cluster de melanoma primario.
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5.8 SELEC}AO DE LNCRNAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS PARA
ESTUDOS FUNCIONAIS
A partir dos IncRNAs diferencialmente expressos, foram selecionados 6
superexpressos e 6 subexpressos de cada um dos 3 grupos comparativos. Foram
mantidos os INcCRNAs consensos e filtrados os transcritos do tipo retained_intron. Ao
todo, foram escolhidos 9 IncRNAs que foram separados em um Unico grupo e
avaliadosin silico quanto as suas propriedades e potencial de interagdo com outras

moléculas regulatorias.

Inicialmente, foi analisada a capacidade de interagdo de cada um dos
IncRNAs com proteinas, utilizando a ferramenta de investigacao funcional IncRNAtor

(http://Incrnator.ewha.ac.kr/). Esta ferramenta permite, dentre outras analises,

identificar proteinas que se ligam a IncRNAs, podendo assim ser bastante informativa
das fungbes desempenhadas por estes INcCRNAs (PARK et al., 2014).Esta plataforma
de andlise utiliza os dados de CLIP-Seq, RIP-Seq e PAR-CLIP, provenientes do GEO
and modENCODED (PARK et al., 2014). Assim, nesta analise foram identificados 15
proteinas ligantes de INcRNAs que foram avaliadas em relacdo a seus diferentes
grupos funcionais. As proteinas foram analisadas via Uniprot Keywords

(http://www.uniprot.org/keywords/), cuja indexacao de proteinas recebe uma marca

(tag), e pemitem recuperar facilmente uma categoria, que neste caso foram: funcdo
molecular, processo bioldgico e tipo de ligacdo (THE UNIPROT CONSORTIUM,
2014). O fato de proteinas se ligarem a RNA pode ser indicativo de formacéo de

complexos funcionais (KA, 2016).

Deste modo, foram selecionados 4 IncRNAs baseados na interacéo proteina-
INcRNA que estes apresentaram, bem comoem dados da literatura cientifica. Para
isto, foram priorizados as proteinais que se relacionam aos processos
conhecidamente associados a carcinogenese. Assim, 0s IncRNAs escolhidos séo:
LINC01212, CTD-2314B22.3, RP11-284F21.9 e AL589743.1. Estes IncCRNAs sao
candidatos a ensaios funcionais para identificacdo de seu papel em processos
bioldgicos envolvidos na tumorigenese, em estudos que poderdo se desenvolver a

partir deste trabalho.

E interessante observar que, dentre estes IncRNAs diferencialmente
expressos que foram selecionados, o LINC01212 foi recentemente apresentado

como um importante IncRNAassociado ao melanoma maligno (LEUCCI et al., 2016).


http://lncrnator.ewha.ac.kr/
http://www.uniprot.org/keywords/

Discussaos |82

Mais do que isso: o LINC01212, (ou SAMMSON - do inglés, Survival Associated
Mitochondrial Melanoma Specific Oncogenic Non-coding RNA) é ativado pelo fator
de transcricdo SOX10 (especifico de melanoma), possui expressao detectavel em
mais de 90% dos melanomas malignos e interage fisicamente com a proteina p32 —

gue regula o metabolismo tumoral pela oxidacao fosforilativa (LEUCCI et al., 2016).
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6 CONCLUSOES

Foi possivel identificar, selecionar e quantificar os diferentes tipos de IncRNAs
do transcriptoma das amostras de melandcito e de cada fase da progressao do
melanoma.Também foi possivel verificar que a maior fragdo de RNA ndo codificante
do transcriptoma € composta por IncRNAs. Além disso, foi verificado que existe uma
grande quantidade de IncRNAs compartilhados e exclusivos entre as amostras, e
gue o maior compartilhamento de INcCRNAs é realizado por amostras de melanoma.
Foi verificado também que os perfis transcricionais dos grupos de progressao do

melanoma sdo muito proximos em relacéo a expressao de INcCRNAs

Nenhuma das linhagens celulares metastaticas apresentou altos niveis de
expressdo de HOTAIR, o qual pudesse ser correlacionado com os grupos de
progressdo do melanoma. N&o houve também expressao diferencial de HOTAIR nas
linhagens celulares, o que pode ser um indicativo de que este transcrito ndo esteja
atuando diretamente no processo tumoral deste modelo de progressdo do
melanoma, ou ainda, esteja atuando indiretamente e mais brandamente. Estes

dados foram validados por RT-gPCR.

Existem diversos IncRNAs diferencialmente expressos, e destes foram
selecionados transcritos com potencial para estudos funcionais. Estes entdo foram
submetidos a andlise de interacdo proteina-RNA e apresentaram uma serie de
interacdes in silico com proteinas ligantes de RNA. Esta interacdo pode ser um forte
preditor de funcao biologica e os INcCRNAs serdo submetidos a outras anélises para

melhor caracterizacao funcional no futuro.
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ANEXO |

ANEXO | - Tabela contendo estatisticas gerais do GENCODE versao 19 (Julho, 2013
- GRCh37). Essas informagfOes sao provenientes dos arquivos utilizados para
anotacao génica.

General stats

Total No of Genes 57820
Protein-coding genes 20345
Long non-coding RNA genes 13870
Small non-coding RNA genes 9013
Pseudogenes 14206
- processed pseudogenes: 10532
- unprocessed pseudogenes: 2942
- unitary pseudogenes: 161
- polymorphic pseudogenes: 45
- pseudogenes: 296
Total No of Transcripts 196520
Protein-coding transcripts 81814
- full length protein-coding: 57005
- partial length protein-coding: 24809
Nonsense mediated decay transcripts 13052
Long non-coding RNA loci transcripts 23898
Immunoglobulin/T-cell receptor gene segments
- protein coding segments: 386
- pseudogenes: 230
Total No of distinct translations 61559

Genes that have more than one distinct translations 13600
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APENDICES

APENDICE A — DOCUMENTO DE APROVACAO DE ORCAMENTO E SUBMISSAO DO
ESTUDO A UNIDADE DE PESQUISA CLINICA - COMITE DE ETICA HCFMRP/USP.
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APENDICES

APENDICE B — Regido genomica utilizada para desenho de primers para PCR-
Semiquantitativa do gene AC017074.

TRANSCRITO: ENST00000424612 (lincRNA)

OLIGO start len tm gcs any th 3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 221 20 58.86 50.00 0.00 0.00 0.00
AGAGTCCCACCTTCAAAGCA

RIGHT PRIMER 439 20 59.31 55.00 0.00 0.00 0.00
ACTTGAACTGGGAGGCAGAG

scale 18 kil | hgis
chra: | 114,435, aaa| 114,448,868 114,445, 68868] 114,458, 008] 114,455, aaes| 114,458, aaa| 114,455, aas|
Assemt 1y from Fragments
f=ssemb 1y

FRegions Used for EMCODE Filot Froject (18)
EMCODE Filot
Regions of Exceptionalld High Depth of Alighed Short Reads

Top @, 81 Depth
Tap @, 85 Depth
Tap @.18 Depth

Fhusical Map Contigs

Map Contigs

Mappability or Unigueness of Reference Genome fr-om ENCODE

Duke Unio 35 [N I N N N | (01 | O N | N I O N N N N | I

four Sequence from FCR Search

;
UCEC Genes (Ref3eq. GenBank. CCOE, Rfam, tRHAsS & Compat-ative Genomics)
us

RefIeq Genes
RefZeq Genes
Eazic Gene Annotation Set from GENCODE Wersion 19
ACE17674. 1| kkha ACBL7E74,. 2

EHUG=744F 1
Comprehens ive Gene Annotation Set from GEMCODE Yersdion 19
ACE17ET4. 1| kkha ACE17aT4. 2

EHUS=744F 1 ELCISFS Mttt
Fzeudogens AnnOTation Set from GENCODE Mersion 19
Comprenens ive Gene ANhOTartion et from ENCODE/GEMCODE Wersion 17

ACE17E7T4. 1 kkha  ACELTAT4. 2
Uga FLOSEFS Mttt
Ensentl Gene Fredictions — archive 75 — feb2dld
EMZTanBaa4393552 kkha EMETHABAASSSSST 1 EMETHAOAA45TT A2 Ml
EMSTOaaaa424512

Primer Melting Temperatures

Forward: 59.8 C agagtcccaccttcaaagca
Reverse: 59.4 C acttgaactgggaggcagag


http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_start
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_len
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_tm
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_gc
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_any
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_three
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_hairpin
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_seq

APENDICE C - Re

TRANSCRITO: ENSTO000

Anexos | 110

gido genomica utilizada para desenho de primers para PCR-
Semiquantitativa do gene SSU72.

00378726.1 (RETAINED_INTRON)

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 65 20 60.07 60.00 4.00 2.00
AGGGGAGAGGTCTGGGTAGA

OLIGO start len tm gc% any 3' seq

RIGHT PRIMER
ACAGGTATGTCGGGAAGTG

Map Contigs

Ouke Uriicy 35 11 IENEDN N N A NN O o

[Eem]
UCSC Genes (Refsem

115
C

20 60.00 55.00 3.00 2.00

G 1
y or Unigueness of Reference Genome from ENCODE

Happak il
NN | N N M O I

Your Sequence from FOR Search

GenBank, CCDS, Rfam, tRMAS & Comparative Genomics)
ATAOEA cppm o =3U72 ) j } .
ATADSA | s fm SSU72 i 1 | I
ATADSA | chp——fom BEUTE C i
AXT4T7SS — HF 83716 m
TMEMZ:4 6 e}
RefSeq Genes
ATADSA | cfp—fom ssU72 ) 1 }

L= LY T I

Compr"ehenswve Gene Arnotation Set from GEWCODE Wersion 13

ATADSA s =572
ATADEA | s
ATADEA | o
ATADSA | s
THEMZ 49 fHpeece e

THEMZ4 8 i

a7

U7 W
ALE45725, 1 e

Fseudogene Annotation et from GENCDDE UEY‘S\'DI’\ 19
2 —

Canprehensive Gene fnnotation Sst from ENCODE/GENCODE version 17

ATADSA dfsrfum s30T w) -+
ATADEA | (s fum FaUT2 —.......................................................
ATADEA (i fum azT2
ATADSA | hfefom ALE45725, 1 e
THEM24 8 e
THEMZ4 8 b
OLIGO start 1len tm gc% any th 3' th hairpin seqg

LEFT PRIMER
GACTCACGTGAAGCTTCCA

8,18 Depth

Map Contigs
M,

ouke unict 55 11N I

37
G

20 58.58 55.00 12.63 9.59 0.00

Fhidsics
GL

CONnT igs
1

erence Genone from ENCODE

appak i 1ity or Uniguens:

-I-I--I I
Yo

ur Sequence from FCR S8arch

h{

Your Sequence From B1aT Search
oursed

UCSC Genes (RefSed, OenBank, CCDS, Rfam, tRMAS & Comparative Genomics)
ATADSA | ppfm =307z — ¥ -
ATADSA | s fm =SU72 met ] h
ATADEA prfm sauT2
RET47TSS — HFBS716 8
THMEM245 maffereeeecff
Ref3eq Genes
Refseq Genes ————jmml}—— [ +— } -
Easic Gene ANnotation Set from GENCODE Yersion 19
ATADEA fprrrfm s3u72 w +—+ } -

ATADSA | s

ATADEA
ST T R———
THEM248 ffeeeeeereecfh

FEUT2
ALE4S5725 .1 [

Comprehenswe Gene Annatation Set from GENCODE Version 18

el e——" ssU72 o
ATADEA s FEUTE =EUTE —...._._..._......._....._....._....._._..._._..._........
el e —— FEUTE

-
-

40 i
THEMZ48 e

ALE4ST725 .1 W

FIsudogsns ANROTAt ion S8t from GENCODE Wersion 19
FALGASTEE, 2 m—

Eomprenenswe Gene ANROTATion Set from EMCODE/GEWCODE Wersion 17

ATADSA =072 o
ATADEA e FEUTE =sUTE _..........................................................
ATADSA i ss072

ATARTA

Al FASTOR 1 B

Primer Melting Temperatures

Forward: 60.1 C agggga

gaggtctgggtaga

Forward: 58.6 C gactcacgtgaagcttccag

Reverse: 60.0 C acaggtatgtcgggaagtgc


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_start
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_len
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_tm
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_gc
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_any
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_three
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_hairpin
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_seq
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