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Resumo

Freitas, V.G. (2021) . Perfil de expressao dos circRNAS no céncer Colorretal. (Dissertagdo de
Mestrado). Programa de Pds-Graduacéo Interunidades em Bioinformética, Universidade de

Sao Paulo, S3o Paulo.

Introducgao: Os RNAs circulares (circRNAs) sdo uma nova classe de RNA que forma lagos
(loops) continuos fechados covalentemente. Como os RNAs longos e nao codificadores, as
funcdes efetivas dos circRNAs dependem principalmente das caracteristicas de suas
sequéncias e estruturas e ha um crescente corpo de papéis funcionais atribuidos aos
circRNAs. Por exemplo, os circRNAs atuam como esponjas de microRNAs que modulam
indiretamente a expressdo génica de genes codificadores de proteinas. Além disso, a
desregulagdo da expressdo de circRNAs tém sido associada a varias patologias humanas,
como o cancer. Em termos de expressao, estudos relataram centenas de circRNAs como
mais abundantes do que seus correspondentes mRNAs lineares, ndo apenas nos tecidos,
mas também no sangue. O cancer colorretal (CRC) é o terceiro cancer mais diagnosticado e
a quarta principal causa de mortes relacionadas ao cancer no mundo. Estudos em linhas de
células CRC e tecidos CRC mostram uma redugdo geral na abundéncia de circRNA em
comparagdo com tecidos saudaveis, permitindo que as células CRC sejam inesperadas e
apresentem proliferacdo descontrolada, por exemplo. Metodologia: Caracterizamos e
estudamos o perfil de expressao dos circRNAs em linhagens de células CRC com o objetivo
de entender melhor o papel desses RNAs na tumorigénese e progressao do cancer.
Primeiro, os dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) de duas linhas celulares

comerciais do mesmo paciente primario e metastatico de CRC (SW480 e SW620,



respectivamente) foram obtidos a partir de uma plataforma Illumina NextSeq. Em seguida,
foram utilizados dois métodos de preparagdo da biblioteca de sequenciamento de RNA: i)
o protocolo padrao sugerido por lllumina; ii) e um protocolo interno para melhorar a
deteccdo de circRNAs. Finalmente, todos os dados de RNA-seq foram alinhados ao
genoma de referéncia (GRCh38) e usados como entrada para identificar circRNAs por meio
do algoritmo CircExplorer e outros pipelines de computagdo internos. As metodologias
RSEM e Kallisto também foram usadas para gerar o perfil de expressdo génica de todas as
linhagens celulares e preparagdes de bibliotecas. O pacote do R, edgeR, foi utilizado para
normalizacdo e selecdo dos genes diferencialmente expressos. Resultados: Nossos
resultados mostraram que nosso protocolo interno de preparacdo da biblioteca de
sequenciamento de RNA detectou 70% mais circRNAs do que uma preparagdo padrdo
comumente usada. Em seguida, avaliando o nimero de circRNAs expressos nas linhagens
celulares primaria (SW480) e metastatica (SW620), encontramos 3.991 circRNAs expressos
diferencialmente (Unicos, FDR <0,05; log2 fold change> 2 ou <-2), 1.936 e 2.055 circRNA
super e sub expressos, respectivamente, na linhagem de tumor primario versus a
metastatica. Ao avaliar as vias celulares dos genes que geram circRNAs, identificamos
varios candidatos envolvidos na tumorigénese e na progressao do cancer por vias
epigenéticas, mas também, diversos circRNAs que parecem estar agindo em mecanismos e
vias de supressdo tumoral, em ambas as linhagens. Portanto, em resumo, este trabalho traz
contribuicdes importantes para entendermos melhor o papel dos circRNAs no céncer
colorretal e também suas contribuigdes na progressdo tumoral de tumor primério a

metastase, e como eles podem ser importantes como biomarcadores para essa patologia.

Palavras-chave: RNAs circulares, expressdo génica, bioinformatica, céancer colorretal,

progressdo tumoral, metéstase, epigenética.



Abstract

Freitas, V.G. (2021). CircRNAS Expression Profile in Colorectal Cancer. (Masters
dissertation). Interunit Graduate Program in Bioinformatics, University of Sdo Paulo, Sdo

Paulo.

Introduction: Circular RNAs (circRNAs) are a new class of RNA that form continuous
covalently closed loops. Like long, non-coding RNAs, the actual functions of circRNAs
depend mainly on the characteristics of their sequences and structures, and there is a
growing body of functional roles assigned to circRNAs. For example, circRNAs act as
microRNA sponges that indirectly modulate gene expression of protein-coding genes.
Furthermore, dysregulation of circRNA expression has been associated with several human
pathologies, such as cancer. In terms of expression, studies have reported hundreds of
circRNAs as more abundant than their corresponding linear mRNAs, not just in tissues but
also in blood. Colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed cancer and the fourth
leading cause of cancer-related deaths worldwide. Studlies in CRC cell lines and CRC tissues
show an overall reduction in circRNA abundance compared to healthy tissues, allowing CRC
cells to be unexpected and proliferate uncontrolled, for example. Methodology: We
characterized and studied the expression profile of circRNAs in CRC cell lines in order to
better understand the role of these RNAs in tumorigenesis and cancer progression. First,
RNA sequencing data (RNA-seq) from two commercial cell lines from the same primary and
metastatic CRC patient (SW480 and SW620, respectively) were obtained from an Illumina
NextSeq platform. Then, two methods of preparing the RNA sequencing library were used:

i) the standard protocol suggested by Illumina; ii) and an internal protocol to improve



detection of circRNAs. Finally, all RNA-seq data were aligned to the reference genome
(GRCh38) and used as input to identify circRNAs through the CircExplorer algorithm and
other internal computation pipelines. RSEM and Kallisto methodologies were also used to
generate the gene expression profile of all cell lines and library preparations. The R
package, edgeR, was used for normalization and selection of differentially expressed genes.
Results: Our results showed that our in-house RNA sequencing library preparation protocol
detected 70% more circRNAs than a commonly used standard preparation. Then,
evaluating the number of circRNAs expressed in the primary (SWA480) and metastatic
(SW620) cell lines, we found 3,991 differentially expressed circRNAs (single, FDR <0.05;
log2 fold change> 2 or <-2), 1,936 and 2,055 super and under expressed circRNA,
respectively, in the primary versus metastatic tumor lineage. By evaluating the cellular
pathways of genes that generate circRNAs, we identified several candidates involved in
tumorigenesis and cancer progression through epigenetic pathways, but also several
circRNAs that seem to be acting on tumor suppression mechanisms and pathways, in both
strains. Therefore, in summary, this work makes important contributions to better
understand the role of circRNAs in colorectal cancer and also their contributions in tumor
progression from primary tumor to metastasis, and how they can be important as

biomarkers for this pathology.

Keywords: circular RNAs, gene expression, bioinformatics, colorectal cancer, tumor

progression, metastasis, epigenetics.
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Introducao

Os RNAs circulares (circRNAs) sao uma nova classe de RNAs nao
codificantes de fita simples que formam lacos (loops) continuos fechados de
forma covalente (Wang et al., 2017). Eles variam em comprimento de algumas
centenas a milhares de nucleotideos (Guo et al., 2014). O primeiro RNA circular foi
encontrado em RNA viral em 1976 (Kolakofsky, 1976). Quando identificados em
plantas, eles foram considerados patogénicos devido a sua similaridade estrutural
com virus (Ence, 1979; Sanger et al, 1976). Nos mamiferos, os circRNAs foram
relatados pela primeira vez ha mais de 20 anos como RNAs longos nao
codificadores gerados por erros ocasionais nNno mecanismo de splicing
(Cocquerelle, Daubersies, Majerus, & Kerckaert, 1992; Hsu MT, 1979; Ruppert &
Kinzler, 1991). Assim permaneceram até pouco tempo quando houve o advento
do sequenciamento em larga escala de segunda geragao (também definido, em
inglés, como Next Generation Sequencing, NGS), mais especificamente o
RNA-Sequencing (RNA-seq), que desencadeou a descoberta de mais de 30.000
circRNAs até o presente momento. Esses circRNAs sao descritos no envolvimento
das mais diversas fungdes em multiplos processos bioldégicos e organismos,
sugerindo assim que essas moléculas de RNA sao evolutivamente conservadas e,
portanto, ndo sao artefatos incorretos do mecanismo de splicing (Ashwal et al,,

2014; Wang et al,, 2014).



Como RNAs nao codificantes longos (IncRNAs), as fung¢des dos circRNAs
podem depender das caracteristicas de suas sequéncias e estruturas,
amplamente envolvidos em processos fisioldgicos e patoldgicos. A desregulacao
dos circRNAs podem influenciar em uma ampla variedade de doencas,
especialmente o cancer, doencas cardiovasculares e doencas neuroldégicas (Dong
et al, 2017; Nair et al,, 2016; Szabo, 2016, Zhang et al,, 2018). Por exemplo, em um
estudo seminal, Hansen e colaboradores (Hansen et al, 2011) descrevem que o
miR- 671 direcionou a clivagem de um transcrito circular antisenso do /ocus da
Proteina 1 (CDRI1) relacionada a degeneracao cerebral de uma maneira
dependente de AGO2. Dessa forma, este foi o primeiro relato na literatura de que
transcritos circulares antissenso nao codificantes podem atuar como alvos diretos
de microRNAs (miRNA), sugerindo-se um novo mecanismo regulador de genes
gue envolve uma correlacao positiva entre os niveis de microRNA e os RNAs
circulares antissenso (Hansen et al, 2011). Além de atuarem como ‘esponjas’ de
MIiRNA (Hansen et al., 2013), os circRNAS sao descritos como reguladores de RNA
ligantes de proteina (RNA-binding protein- RBP) na modulacao da expressao das
proteinas e codificacao de genes (Li et al, 2016). Além disso, ha relatos de
circRNAs envolvidos na transcricdao de peptideos (Granados-riveron &
Aquino-jarquin, 2016), circRNAs retrotranscritos e circRNAs funcionando como

RNA competitivo (Dong et al., 2016).

Os circRNAs sdao altamente estaveis e geralmente exibem expressao
especifica de tecido ou tipo de célula, desta maneira, eles podem servir como
potenciais alvos terapéuticos, principalmente para tratamentos que se destinam

ao cancer (Enuka et al, 2016; Ji et al.,, 2019; Salzman et al, 2013) ja que podem



sinalizar progressao tumoral e estar envolvidos em vias de sinalizacao, tais como
as vias Wnt / B-catenina, interagirem com miRNAs (Yang et al., 2017) e serem

facilmente detectados no plasma sanguineo de pacientes (Wu et al.,, 2019).

1.1 Biogénese dos circRNAS

Os circRNAs sao transcritos (expressos) em tecidos ou estagios de
desenvolvimento especificos (Memczak et al., 2013). CircRNAs se distinguem dos
MRNAs (lineares) na medida que lhe faltam a cauda poli(A) e o CAP na
extremidade 5' (Jeck et al,, 2013; Zhang et al., 2014). Assim, sao mais estaveis que
0os MRNAs lineares associados in vivo gquanto a sua resisténcia a atividade da
RNase (Jeck et al., 2013; Memczak et al., 2013). Os circRNAs sao mais de 14% dos
genes transcritos ativamente em fibroblastos humanos e, em alguns casos, a
abundancia de moléculas circulares excede em mais de 10 vezes a do RNA

mensageiro (MRNA) linear associado (Jeck et al., 2013).

Em termos do compartimento celular que eles atuam, os circRNAs sao
predominantemente citoplasmaticos (ciRNAs), mas alguns parecem atuar

também no nucleo, Figura 1A (Memczak et al., 2013; Z. Wang et al., 2015).

Além dos RNAs circulares estarem localizados no nucleo e citoplasma,
estes recentemente foram descritos como conteddo presente Nos exossomos
(Figura 1C). Os exossomos foram uma descoberta importante para a biologia

celular que contribuiu para o entendimento de diversos processos. Estes sao uma



classe de vesiculas extracelulares secretadas por quase todos os tipos de células
gue circulam nos fluidos corporais, como sangue, urina e saliva (Vakhshiteh et al,,
2019). Os conteudos exossbmicos podem variar, e sao compostos por diferentes
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, RNAs longos nao codificantes e circRNAs
(Yoon et al, 2014; Kim et al.,, 2017). Quando os exossomos sao liberados pelas
células-mae no fluido corporal, os circRNAs exossdémicos (exo-circRNAS) iniciam
sua circulacao e suas funcgdes bioldgicas. Em artigos recentes, exo-circRNAs
demonstraram desempenhar um papel importante na iniciagao, progressao e
resisténcia a terapia do cancer, incluindo o cancer colorretal (Su et al., 2019; Ma et

al., 2020; Papatsirou et al., 2020).

A localizacao dos circRNAs pode sugerir uma multiplicidade de papéis
(Figura 1B) e possiveis fungdes epigenéticas (Jeck et al,, 2013; Memczak et al., 2013;
Z. Wang & CAS-MP, 2015; Y. Zhang et al,, 2013). A modificacao pds-transcricional €
vital para a vida. Diversas evidéncias indicam que os circRNAs podem ser
modificados por N-6 metilacao (M6A) em muitos aspectos, como biogénese,
exportacao nuclear, traducao e degradacao. Atualmente, mo6A trata-se de uma
modificacdo de RNA encontrada em muitas espécies. Muitos pesquisadores
publicaram que MG6A regula mMRNAs de varias maneiras, como promog¢ao da
traducao e degradacao de mRNAs (Zhou et al, 2015; Shi et al., 2017; Lee et al,,
2020), contribuindo para o desenvolvimento de varias doencas em humanos.
Embora os estudos sobre a modificagao pods-transcricional de circRNAs sejam
escassos, a modificagdo Mm6A nos circRNAs esta se tornando um tema de

pesquisa cada vez mais explorado (Mei et al., 2021).



Os circRNAs podem ser gerados por splicing candnicos e nao-candnicos
(back- splicing) (Dong et al.,, 2017). Até agora, trés tipos de circRNAs produzidos a
partir de diferentes mecanismos de ciclagem foram identificados por NGS: i)
circRNAs exénicos (Jeck et al., 2013), que possuem sequéncias repetidas especiais,
como os retroelementos Alu e outras sequéncias curtas, em seus dois lados
(Figura 1A) (Jeck et al., 2013; Zheng et al., 2016); ii) circRNAs intrénicos (CiRNAs;
Figura 1B) (Y. Zhang et al, 2013), dependentes de sequéncias ricas em GU perto
do local de unido de 5 'e sequéncias ricas em C perto do ponto de derivacao (Gall,
2014; Zhang et al., 2013); iii) circRNAs de introns retidos (EICiRNAS) (Salzman, Chen,
Olsen, Wang, & Brown, 2013). Durante a formacao de circRNAs, as sequéncias
especificas sao conservadas e as sequéncias de regides upstream e downstream
sao ligadas entre si em uma direcao inversa, o que contribui para a maturagao
dos circRNAs por um mecanismo chamado de back-splicing (Vicens et al., 2014).
No entanto, detalhes dos mecanismos de biogénese de circRNAs ainda

permanecem pouco claros.
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Figura 1- Formacgao, Funcdao e Degradagdo dos circRNAs. (A) Formacéo dos circRNAs. O splicing de
pré-mRNA e remocgdo de introns para formar RNA linear. O Back-splicing de pré-mRNA para formar
circRNA competindo contra splicing linear de RNA. Os trés tipos de circRNA: Exon circRNA, exon-intron
circRNA e intron circRNA. (B) Func¢des dos circRNAs. Interagcdes de circRNA na regulagdo da transcricdao
e ligagdo da regido do promotor, esponja de miRNA, traducao, estrutura de proteina e proteinas de
ligagdo de RNA (RBPs) (Li et al., 2021). (C) Degradagao de circRNAs. miR-671 esta localizado no nucleo e
direciona a clivagem dependente do fatiador Ago2 de circCDR1. RNase L pode ser ativada quando as
células sao invadidas pelo virus. Posteriormente, a RNase L ativada medeia a degradac¢ao global dos
circRNAs, que é essencial para ativar a PKR no estdgio inicial da resposta imune inata. A excregdao
celular de circRNAs para o espago extracelular por meio de vesiculas extracelulares (EVs) pode ser um
mecanismo para a depuracgdo celular de circRNAs (Tao et al.,, 2021) (Imagem adaptada de Li et al., 2021;

Tao et al., 2021 pelo Biorender.com).



Semelhante ao RNA linear, a biogénese dos circRNAs é regulada por varios
tipos de proteinas, ribonucleoproteina e complexos celulares, tais como as
Proteinas de Ligacao a RNAs (do Inglés, RBPs) o RNA spliceosome. O spliceosome
de RNA é uma enzima a base de RNAs com um nucleo U5 constituido por 5 small
nuclear RNAs (snRNAs) e uma série de proteinas. Sob o efeito dos fatores U6 e U2,
muitas proteinas processam cooperativamente pré RNAs (Perriman et al,, 1998).
Semelhante a formacao de mRNA, circRNAs podem ser formados a partir de
precursores de RNA lineares pelos spliceossomos. Além disso, uma molécula de
RNA linear pode ser processada em diferentes tipos de RNAs, incluindo mRNA,
circRNA e ncRNA, através de diferentes eventos de splicing (Bartel, 2004).
Registros indicam uma certa competicao entre os fatores que realizam o splicing
dessas moléculas (Chen et al., 2016), que pode ser um mecanismo de regulagao
de circRNAs. Outra proteina regulatdéria € a proteina Quaking (QKI), uma
molécula representativa. Ela pode se ligar a regides downstream especificas na
sequéncia linear do pré mRNA e promover a ciclagem e back-splicing dos

circRNAs (Jeck et al, 2008).

1.2 Metabolismno dos circRNAs

Os circRNAs sao altamente estaveis, mas nao significa que os circRNAs nao
sejam degradaveis. Suas formas de degradacao em relacao ao mRNAs se diferem

por causa das diferencas em sua estrutura. Além disso, 0s mecanismos por quais



as células degradam e/ou removem os circRNAs ainda ndo sdo bem conhecidos

(Tao et al., 2021).

Recentemente, os pesquisadores levantaram a possibilidade de que
células possam eliminar circRNAs através da liberagao de vesiculas, como
exossomos e microvesiculas (Figura 1C). Em alguns estudos, para trés linhagens
celulares, os autores mostraram que os circRNAs examinados sao enriquecidos
em relagcdao aos seus homodlogos lineares nas preparagdes de vesiculas
extracelulares (EV) guando comparadas as células produtoras, o que sugere que a
expulsao das células para o espaco extracelular pela liberacdao de EV pode ser um

mecanismo pelo qual as células reduzem os circRNAs (Lasda & Parker, 2016).

Ainda existem evidéncias que demonstram que circRNAs podem ser
degradados por outras maneiras, incluindo RNase-L, degradacao

Ago-dependente ou independente (Figura 1C) (Tao et al., 2021).

A degradacao por RNase L dos circRNAs é relatada de varias maneiras (Han
et al. 2014, Liu et al. 2019). Por exemplo, inicialmente a RNase L é codificada pelo
locus hereditario do cancer de préstata 1 (HPCI1) e funciona como uma
endoribonuclease. Em segundo lugar, ele pode ser ativado por moléculas 2-5A da
formula [px5'A (2'p5'A) n; x 1 3; n> 2]. O 2-5A é produzido a partir de ATP quando a
2'-5'-oligoadenilato sintetase (OAS) é ativada por DNAs de fita dupla (dsDNAs), a
RNase L finalmente promove a degradacao do virus invasivo (Chakrabarti et al.
2011). E relatado que circRNAs sdo globalmente degradados por RNase L quando
as células sao infectadas pelo virus, o que € essencial para a ativacao de PKR no

estagio inicial da resposta imune inata (Liu et al. 2019b).



Outro exemplo, & degradacao de circRNAs dividida em degradacao
Ago-dependente e Ago-independente. Alguns estudos indicam que alguns
MiRNAs podem causar a degradacao de circRNAs (Kleaveland et al. 2018; Hansen
et al. 2011). Um exemplo desse tipo € o miR-671, que esta localizado no nucleo e

direciona a clivagem dependente de Ago2 de circCDRI1 (Hansen et al. 20711).

1.3 Regulacao da expressao génica pelos circRNAs

Estudos anteriores forneceram evidéncias de que os circRNAs formam um
grande numero de reguladores pds-transcricionais (Figura 1B) (Memczak et al,,
2013). Zhang et al, abordaram que circRNAs contendo introns, como ciRNAs e
EIciRNAs, permanecem retidos no ndcleo celular e podem interferir na
transcricao e processamento de diversos transcritos, incluindo aqueles derivados
dos mesmos loci gendmicos (parentais) que os circRNAs. Os pesquisadores
relataram apos novos estudos que os EIciRNAs, como o circelF3J e o circPAIP2,
podem interagir com o Ul da pequena ribonucleoproteina nuclear U1 (UlsnRNP) e
a RNA polimerase Il (Pol Il) (Zhang et al,, 2013). A interacao direta desses EICIRNAs
com o Ul formam um complexo EICiRNA-U1 que pode recrutar a RNA polimerase
Il (Pol Il) para a regidao promotora de um gene, estimulando assim o inicio da
transcricao (Li et al., 2016). Padrao semelhante também foi observado no circRNA
PAIP2 e seu gene parental (Perriman et al, 1998). Deste modo, a ativacao da
transcricao pode ser uma funcao geral de RNAs circulares contendo sequéncias

intrénicas e suas funcdes reguladoras podem explicar sua abundancia no nucleo.



Assim, pode-se considerar que uma reducao desses circRNAs abundantes no
nucleo com pouco enriqguecimento para os sitios alvo de miRNA podem levar,
consequentemente, a redugao da expressao de seus genes parentais (Memczak

et al,, 2013; Y. Zhang et al., 2013).

Outras evidéncias mostram o importante papel da regulacao da expressao
génica dos circRNAs no cancer, como o Circ-CSPP1 que atua como esponja do
mMiR-1236-3p e prejudica o efeito inibitério de mMiR-1236-3p em ZEBI, que
subsequentemente promove a transicdao epitelial-mesenquimal e o
desenvolvimento de cancer de ovario (Li et al, 2019). Também o circEGFR pode
atuar como esponja para mMiR-125a-3p, modulando assim a expressao de Fyn e
pode reproduzir um papel critico nas células da granulosa ovariana de

camundongos (Jia et al.,, 2018).

Outro importante papel dos circRNAS e sua fung¢ao reguladora de
expressao génica é discutido em estudos na leucemogénese, principalmente na
leucemia mieldide aguda. No estudo de Gaffo et al, é descrita a expressao de
circRNAs em células B, células T e mondcitos de individuos saudaveis. Eles
confirmaram os dados por gRT-PCR para circRNAs especificos de células B
(circPAXS5, circAFF3, circlL4R e circSETBPT) ou células T (circlKZF1, circTNIK, circTXK
e circFBXW7) e para circRNAs intrénicos (circBCL2) e regides intergénicas que
foram superexpressas em linfocitos. Além disso, no exame direcionado
identificaram expressao impressionante e generalizada de circPAX5, circPVTI1 e
circHIPK3 na leucemia linfoblastica aguda do precursor B pediatrico e revelaram

circRNAs com expressao variavel em subtipos citogenéticos (Gaffo et al., 2019).



1.4 circRNAS e o cancer

Até o momento, ha evidéncias robustas que mostram que circRNAs
possuem estreita associacdo com doencas humanas, especialmente com
diversos tipos de canceres e podem ser usados como novos biomarcadores em
amostras clinicas, inclusive de sangue padrao de pacientes oncolégicos
(Memczak, Papavasileiou, Peters, & Rajewsky, 2015). No estudo de
Bachmayr-Heyda et al. ha o relato de que amostras de tumor colorretal tém
menor numero de circRNAs em comparacao com a mucosa do célon normal
correspondente (Bachmayr-Heyda et al, 2015). Em outro estudo, Wang et al.
investigou a expressao do circRNA no cancer colorretal (CRC), o hsa_circ_001988.
Os resultados mostraram gue a expressdo de hsa_circ_001988 foi diminuida nos
tecidos tumorais, o que sugere que hsa_circ_001988 pode ser um novo alvo de
tratamento e um potencial marcador biolégico de cancer colorretal [24]. Outros
estudos mostram que a expressao de cir-ITCH era tipicamente desregulada no
CRC, e o cir-ITCH poderia aumentar o nivel de ITCH, que estd envolvido na
inibicdo da via Wnt / B-catenina. Assim, o cir-ITCH pode desempenhar um papel
no CRC regulando a via Wnt / B-catenina [25]. Deste modo, os estudos citados

acima ilustram que os circRNAs sao biomarcadores promissores para o CRC.

Artigos  publicados demonstram que o hsa_circ_002059, foi
significativamente reduzido em tecidos de cancer gastrico em compara¢ao com

tecidos ndo tumorais adjacentes pareados. Este estudo demonstrou claramente



as implicacdes clinicas de hsa_circ_002059 como biomarcador, uma vez que sua
expressao é capaz de distinguir a mucosa gastrica adjacente normal do tecido do
cancer gastrico. Além disso, este circRNA também pode ser usado como um
biomarcador molecular na avaliagao da eficacia da ressec¢ao gastrica (P. Li et al,,

2015).

Estudos relacionados a leucemia promielocitica aguda mostraram que
translocacdes cromossdmicas associadas ao cancer bem estabelecidas deram
origem a circRNAs de fusao (f-circRNA) produzidos a partir de exons transcritos
de genes distintos afetados pelas translocagdes. Assim, os pesquisadores
analisaram a presenca de f- circRNA (f-circPR e f-circM9) na linhagem celular NB4
derivada de leucemia promielocitica aguda (APL). Os dados sustentam a nogao
de que o f-circRNA, qguando associado a outros estimulos oncogénicos,
desempenha um papel ativo em favorecer a progressao da leucemia in vivo
(CGuarnerio et al, 2016). Alhasan et al. descobriram que os circRNAs sao
enriguecidos em plaquetas humanas em meédia de 17 a 188 vezes em relagao aos
tecidos nucleados. Pesquisas anteriores mostraram que o sequenciamento de
MRNA de plaguetas sanguineas com formacao de tumor poderia distinguir
pacientes com cancer de uma populacao saudavel com 96% de precisao, e a
localizagao do tumor primario foi corretamente identificada com precisao de 71%
em seis tipos diferentes de tumor (Best et al, 2015). Esses resultados sugerem que
os circRNAs e sua alteracao de quantidade nas plaquetas podem desempenhar
um papel proeminente e perene no diagndstico e tratamento de diversos tipos

de canceres.



1.5 microRNAs e circRNAs no cancer

MicroRNAs (miRNA) sao RNAs enddgenos nao codificantes com tamanho
aproximado de 22 nucleotideos que regulam a expressao do gene ligando-se as
segquéncias complementares nos MRNAs, inibindo a sintese de seus produtos
proteicos (Duursma et al.,, 2008; Lytle et al., 2007; Rigoutsos, 2009) e estimulando
uma degradacao acelerada desses mRNA. Varios miRNAs exibem padrdes de
expressao anormais em tumores humanos com consequente alteracdao de
oncogenes alvo ou genes supressores de tumores (Medina and Slack, 2008).
Devido as suas capacidades moduladoras de “ajuste fino”, os MIiRNAs sao
reguladores-chave em varias vias de sinalizacao envolvidas no desenvolvimento e

na progressao do cancer (Malumbres, 2008).

Ser ‘esponja’ de miRNAs € o principal mecanismo de atuag¢ao dos circRNAs
em células tumorais. Ainda ndo se entende como isso ocorre exatamente, mas o
fato € que existem muitos sitios de ligacao de miRNA em circRNAs. Assim, os
circRNAs podem ser alvo de miRNAs, funcionando como uma esponja para
captar esses RNA curtos e regulando (aumentando), de maneira indireta, a
expressao de genes originalmente alvo de tais miRNAs. Como descrito
anteriormente, nesse mecanismo, os circRNAs sdao definidos como ceRNA
(competing endogenous RNA) e podem, por exemplo, contribuir para progressao

ou manutencao tumoral (Y. Wang et al.,, 2017) por serem alvo de certos miRNAs.



Um dos exemplos é o ciRS-7, também chamado de CDTlas, um dos
primeiros circRNAs conhecidos por atuar como um ceRNA em células tumorais
(Peng, Yuan, & Li, 2015). ciRS-7 sofre o splicing a partir da transcricao anti-sentido
do gene CDRI. Inicialmente, foi constatado que ele era sobre expresso em
linhagens celulares tumorais malignas, como as células HelLa. Em seguida, em
outros estudos, encontraram mais de 70 sitios de ligacao de miRNAs em ciRS-7
(Memczak et al, 2013). Mais tarde, descobriu- se que o ciRS-7 pode ser alvo do
mMiR7, funcionando como uma esponja € minimizando a quantidade livre de
miR-7 (Xu, Guo, Li, & Yu, 2015). No entanto, 0 mecanismo de acao pode ser ainda
mais complexo, e a interacao de CDRlas com miR-7 pode ser direcionada por
outro mMiRNA (mMiR-671) que € totalmente complementar e pode induzir a
clivagem mediada por AGO deste circRNA (Chou et al., 2010; Hansen et al., 2011).
Isto sugere que: i) 0 MiR-671 diminui a inibicao da expressao de miR-7 através de
CciRS-7 aumentando o nivel de miR7 nas células tumorais; ii) contribui para o
aumento dos oncogenes alvos downstream, como EGFR e XIAP; iii) e promove
vascularizacao, metastase e reproducao de células tumorais (Hansen et al., 2013;

Xu et al,, 2015) .

Outro exemplo €& o circHIPK3, sua estrutura gendmica mostra que o
circHIPK3 contém um grande segundo exon (1.099 pb) do gene HIPK3,
flanqueado por longos introns de cada lado. Huang encontrou altos niveis de
circRNA, incluindo circHIPK3, no sequenciamento de RNA de sete tipos de
amostras de tumor e seis tipos de tecidos normais (Zheng et al., 2016). Foi
mostrado que: i) o silenciamento de circHIPK3 diminui a velocidade de

proliferacao das células tumorais (Zheng et al, 2016); ii) o circHIPK3 é alvo de



dezoito sitios de ligacao de nove miRNAs (Zheng et al., 2016); iii) o circHIPK3 inibe
a atividade do miR-124 trabalhando como esponja deste miRNA (Zheng et al,,
2016). Em uma pesquisa, 0 miR-124 reduziu a expressao de IASPP e bloqueou o
crescimento celular da linhagem celular de cancer de prostata PC3. Assim,

mMiR-124 é um alvo potencial para a terapia do cancer (Chen et al,, 2014).

1.6 circRNAs e o cancer colorretal

O cancer colorretal (CRC) é o terceiro cancer mais comumente
diagnosticado no mundo (1,4 milhdo em 2012) e a quarta maior causa de mortes
por canceres em todo o mundo (694.000 obitos para ambos os sexos) (World
Health Organization, 2012; Bosman et al, 2014). Em termos de incidéncia,
representa quase 10% dos diagnodsticos globais de cancer. Mais diagnésticos
ocorrem em regides desenvolvidas, mas as regides menos desenvolvidas tém
maiores taxas de mortalidade, refletindo uma taxa de sobrevivéncia mais pobre
nesses paises (World Health Organization, 2012; Ferlay et al., 2015). Sessenta e
cinco por cento dos Novos casos ocorrem em paises desenvolvidos, incluindo os
Estados Unidos, Canada, Australia e Europa. (Bosman et al, 2014; American
Cancer Society, 2015). Também em 2016, era esperado que CRC causasse mais de
49,190 mortes apenas nos Estados Unidos (American Cancer Society, 2015). Em
contrapartida, as taxas de incidéncia e mortalidade de CRC na Asia aumentaram
continuamente (Sung et al., 2015). Além da Asia, em muitas regides da Europa e a

Ameérica do Norte, as taxas de incidéncia e mortalidade por CRC diminuiram



tanto para homens como para mulheres, devido a novos métodos de triagem
gue permitem o diagndstico e tratamento precoce (American Cancer Society,
2015; American Cancer Society, 2016). Esses testes de triagem podem impedir o
desenvolvimento do CRC, ja que alguns tém o potencial de detectar pdlipos antes
gue possam progredir em cancer. Nem todos os polipos irao progredir em
tumores de cancer, mas sua remocao pode prevenir a doenca (American Cancer
Society, 2016). Em 2020, segundo os dados publicados pelo INCA, o CRC é o
segundo cancer mais prevalente na populagao masculina no Brasil, com 20.540
novos casos, € na populacdo feminina, com 20.470 novos casos. E o terceiro com
maior mortalidade, com 10.191 ébitos no sexo masculino e 10.385 6bitos no sexo

feminino (INCA, 2021).

Diversas revisdes relataram que em linhagens celulares de CRC e tecidos
de CRC, observa-se uma reducao global da abundancia de circRNA, em
comparagcao com tecido saudavel, permitindo a proliferacao de células do CRC
(Arvelo et al., 2015; Yang et al., 2016). Bachmayr-Heyda et al (Bachmayr-Heyda et
al.,, 2015) relatou uma reducao global da abundancia de circRNA em linhagens
celulares de CRC e amostras de tumores, em compara¢ao com a mucosa normal
em pacientes com CRC. Usando RNA-seq e o algoritmo descrito por Memczak et
al (Memczak et al,, 2013), confirmados por gRT-PCR, foram encontrados cerca de
39 circRNAs diferencialmente expressos na mucosa do célon normal e amostras
de CRC, sendo que 11 estavam sobre (upregulated) e 28 sub (downregulated)
regulados. Adicionalmente, o grupo de Bachmayr descobriu que a expressao de
circRNAs foi reduzida em amostras de tumores (expressao de 27,8%) em

comparagcao com amostras normais de mucosa do colon (expressao de 78,1%).



Evidéncias semelhantes foram encontradas em 11 linhagens celulares do CRC,
com intervalos ainda maiores nas proporcdes de expressao (Bachmayr-Heyda et
al., 2015). Para validar os circRNAs downregulated em CRC em comparagao com
amostras normais de mucosa, eles enriqueceram circRNAs através da digestao
com RNAse R e subsequente deep sequencing, relatando 21.653 back spliced
junctions. Desta forma, este método revelou que é impossivel garantir a
deteccao de todos os circRNA, e que o numero real de tipos de circRNA é muito
maior. Isso também foi corroborado em outras linhagens celulares em uma
doenca neoproliferativa nao cancerigena, mostrando uma correlacao negativa
semelhante a do indice de circRNA e a proliferacao observada em tecidos do
colon e linhagens celulares (Bachmayr-Heyda et al, 2015). Os autores
hipotetizaram que as maquinarias de back-splice responsaveis pela circularizagao
dos RNAs sao disfuncionais em células tumorais se devia a uma degradagao

aumentada por oncomiRNAs (Bachmayr-Heyda et al., 2015; Ragusa et al., 2015).

Em outro estudo, 45 amostras pareadas de pacientes com CRC, foram
analizadas e a expressao de cir-ITCH foi significativamente reduzida nos tecidos
do CRC em comparacao com o tecido peritumoral, confirmando que cir-ITCH
estava envolvido na inibicdo da via Wnt / beta-catenina (Huang et al, 2015). O
ciRS-7, uma esponja potencial de miR-7, foi significativamente regulado nos
tecidos de CRC em comparagao com a mucosa nhormal correspondente e
emergiu como fator de risco independente para a sobrevivéncia global. Assim,
CiRS-7 foi eleito um biomarcador progndéstico promissor e serviu como um alvo
terapéutico para reduzir a atividade de EGFR-RAF1 em pacientes com cancer

colorretal (Weng et al., 2017).



Os circRNAs exdénicos de soro tém sido usados para distinguir pacientes
com CRC de controles saudaveis (Li et al.,, 2015). Foram analisados mais de 1.800
RNAs circulares. A proporcao de isoformas de RNA circular a linear foi
significativamente menor em tumores em comparagao com amostras normais
de cdlon e muito mais baixas nas linhagens celulares de cancer colorretal, além
de serem correlacionadas negativamente com o indice de proliferacao
(Bachmayr-Heyda et al., 2015). Utilizando 89 amostras pareadas de HCC e tecidos
de figado adjacentes, hsa_circ_0001649 foi significativamente reduzido e seu
nivel de expressao foi estreitamente correlacionado com o tamanho do tumor
(p-valor = 0,045) e a ocorréncia de émbolo tumoral (p-valor = 0,017). O estudo
concluiu que hsa_circ_0001649 esteve envolvido na regulacao da tumorigénese e
metastase de HCC e pode servir como um novo biomarcador potencial para HCC

humano (Qin et al,, 2016).

Muitos outros estudos mostram a importancia dos circRNAs como
biomarcadores diretos ou indiretos do cancer colorretal, € imprescindivel o
enfoque nessa area, assim podemos avangar no prognostico e tratamento dessa

patologia com ocorréncia tdo acentuada.

1.7 Linhagens

A invasao e progressao do tumor € um processo de etapas multiplas que
requer células tumorais para sobreviver na circulagcao, extravasar e colonizar locais

distantes (Jin et al.,, 2017), esse processo &€ denominado metastase, sendo a



principal causa de morte para pacientes com cancer (Chaffer and Weinberg, 2011).
Os processos gerais da metastase sao semelhantes entre a maioria dos tipos de
tumor, embora a metastase para diferentes tecidos parece exigir conjuntos
distintos de reguladores do hospedeiro. Muitos genes que envolvem metastases
tumorais foram identificados (Jin et al., 2017), incluindo genes codificadores de

proteinas e nao codificadores, como MmiRNAs.

As linhagens celulares SW480 e SW620 foram estabelecidas a partir de um
paciente do sexo masculino com CRC (Leibovitz et al., 1976). As células SW480 sao
derivadas do tumor primario, enquanto as células SW620 sdo derivadas de uma
metdastase linfonodal retirada do mesmo individuo (Provenzani et al., 2006). Como
esperado, as células SW620 apresentam propriedades de crescimento e
migracao em placa (mimetizando a metastase) mais acentuadas do que as
células SW480 (Bergmann- Leitner et al.,, 2000; Hewitt et al., 2000; Provenzani et
al.,, 2006). Por exemplo, a tendéncia ao crescimento autdbnomo de clones de
células SW620 é trés vezes maior gue nas células SW480 (Provenzani et al.,, 2006).
Consequentemente, as células SW620 tém sido rotineiramente usadas para
estudar metastase e metastase associados ao CRC (Provenzani et al.,, 2006; Adler
et al, 2014; Bachmayr-Heyda et al,, 2015; Paschall et al,, 2016; Rasmussen et al,,

2016).



Objetivos

Objetivo geral

Caracterizar a presenca e estudar o perfil de expressao de RNAs circulares
(circRNA) em duas linhagens de células, de tumor primario (cancer colorretal) e
metastatico do mesmo paciente, com o intuito de entender o papel dos circRNAs

na tumorigénese e progressao tumoral.

Objetivos especificos

Identificar os circRNAs transcritos nas linhagens SW480 (tumor primario) e

SW620 (tumor metastatico).

Identificar os circRNAs diferencialmente expressos nas linhagens celulares

SW480 e SW620.

Selecionar os circRNAs diferencialmente expressos em SW620 e avaliar as

possiveis relagcdes destes circRNAs com o processo metastatico, tal como

mobilidade celular e invasao tecidual.

Avaliar de forma global o potencial dos circRNAs aqui encontrados terem

algum papel na origem, manutengao e progressao do cancer colorretal.



Materiais e Métodos

3.1- Cultura de células e extracao de RNA

As linhagens celulares de tumor do coélon SW480 e SW620 foram obtidas
da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivadas de acordo com as
recomendacdes. Ambas foramm mantidas em meio LI5 Leibovitz (Gibco®)
suplementado com soro fetal bovino (10%) (Gibco®) a 37 °C, em uma estufa livre
de CO2. O teste de autenticacao das linhagens foi realizado usando GenePrint®
(Promega). O teste para atestar auséncia de contaminagao por micoplasma foi

feito por técnica de PCR convencional, usando-se primers especificos.

A extragao RNA foi feita em confluéncia de 70-80%, Invitrogen™ Trizol da
Thermo Fisher (de acordo com as recomendacdes do fabricante) (Invitrogen,
2016). Foi feita extracao do RNA das células utilizando protocolo padrao de

extracao por Invitrogen™ Trizol da Thermo Fisher (Invitrogen, 2016).

3.1.1- Lise das amostras e separacao de fases

Foi removido o meio de crescimento das células. Adicionou-se 0,3-0,4 mL
de reagente TRIzol ™ por 1 x 105-107 células diretamente a placa de cultura para

lisar as células. O lisado foi pipetado para cima e para baixo varias vezes para



homogeneizar. Foi incubado por 5 minutos para permitir a dissociagao completa.
Adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio por 1 mL de reagente TRIzol ™ usado para
lise. Foi incubado por 2 a 3 minutos. Em seguida, centrifugou-se a amostra por 15
minutos a 12.000 x g. A mistura se separa em 3 fases, a mais baixa é vermelha, ha
a intermediaria, e a superior € uma fase aquosa incolor, que contém o RNA. Essa

foi transferida para um novo tubo (Invitrogen, 2016).

3.1.2- Precipitacao, lavagem e ressuspensao do RNA

Adicionou-se 0,5 mL de isopropanol a fase aquosa, por 1 mL de reagente
TRIzol ™ usado para lise. Foi incubado por 10 minutos. Apds a incubacgao, foi feita
uma centrifugacao por 10 minutos a 12.000 x g. O precipitado de RNA total forma
um granulo branco tipo gel no fundo do tubo, assim o sobrenadante foi

descartado com um micropipeta (Invitrogen, 2016).

O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de etanol a 75% por 1 mL de
reagente TRIzol ™ usado para lise. Depois, foi feita uma agitagao breve no vortex
da amostra e, em seguida, centrifugou-se por 5 minutos a 7500 x g a 4°C. O
sobrenadante foi descartado com uma micropipeta. O sedimento de RNA foi

mantido em repouso para secar ao ar cerca de 5 a 10 minutos (Invitrogen, 2016).

O sedimento foi ressuspendido em 20-50 uL de agua livre de Rnase. Apods
isso, foi incubado em banho-maria a 55-60°C por 10-15 minutos. O RNA foi

armazenado a -70°C até o uso (Invitrogen, 2016).



3.2- Rna Sequencing

Apds a extracao, foi determinada a concentracao do RNA através do
método de fluorescéncia e aparelho Qubit™ (Invitrogen). Para aceitacao do RNA
integrity number (RIN) o valor deveria estar entre 9,6 a 10. Foi utilizado um valor
de input da amostra para inicio do preparo da biblioteca de 10 pg por condig¢ao.
Foi utilizado o kit TruSeqg Stranded mRNA da lllumina® para o preparo da
biblioteca. No experimento de RNA-Seq ribossémico, foi utilizado tratamento
Ribo Minus Eukaryote kit for RNA-Seq (Invitrogen- A10837-08) para deplecao do
RNA ribossémico. No experimento de RNA-Seq para favorecimento da captura de
circRNAs, foi feito o tratamento com RNAse R (NEB). A quantificacao da biblioteca
foi feita por KAPA Library Quantification (Roche). A avaliagao do tamanho dos
fragmentos foi feita utilizando o kit e aparelho para Bioanalyzer 2100 (Agilent). O
sequenciamento foi feito na plataforma NextSeq 500 Illumina®, com kit 300

ciclos, paired end e single index.

3.3- Qualidade da corrida e métricas

A qualidade da corrida foi avaliada inicialmente pelo Sequencing Analysis
Viewer (SAV) versao 1.8.37 Software Illlumina® (lllumina, 2014) que permite
visualizar em tempo real meétricas importantes de qualidade geradas pelo
software Real-Time Analysis (RTA) nos sistemas de sequenciamento lllumina. Em

seguida, foi utilizado o [/llumina bcl2fastg Conversion Software versao 1.8.4



(Ilumina, 2013) para demultiplexar os dados de sequenciamento e converté-los
de arquivos de chamada basica (BCL) para arquivos FASTQ, arquivo o qual é
requerido em diversos programas como input. Sempre que um ciclo de execug¢ao
de sequenciamento termina, o software Real-Time Analysis (RTA) gera um
arquivo BCL contendo chamadas basicas e indices de qualidade associados (Q-

scores).

Além disso, foi utilizado o programa FastQC versao 0.11.7 (Andrews, 2010)
para gerar as métricas a partir dos arquivos FASTQ antes de prosseguir com as
demais analises. O FastQC tem como objetivo fornecer uma maneira simples de
realizar verificacdes de controle de qualidade em dados de sequéncia bruta
provenientes de pipelines de sequenciamento de alto rendimento. Ele fornece
um conjunto modular de analises, como tabelas, graficos e relatérios, para dar
uma rapida impressao se os dados apresentam algum problema antes de fazer

gualquer analise adicional.

Para complementar a etapa de anadlise de qualidade, apds o alinhamento
das amostras ao genoma referéncia, foi utilizado o RNA-SeQC versao 1.1.8 (DelLuca
et al,, 2012), junto a referéncia GRCh38 (Schneider et al., 2016) e o Gencode versao
27 (Harrow et al,, 2012). O RNA-SeQC € um programa escrito em java que calcula
uma série de meétricas de controle de qualidade para dados de RNA-seq. A
entrada pode ser um ou mais arquivos BAM. A saida consiste em relatdrios HTML
e arquivos delimitados por tabulacao de dados de métricas. Esse programa avalia

a qualidade do sequenciamento em diferentes amostras ou experimentos para



avaliar diferentes parametros experimentais (Deluca et al,, 2012). Este foi aplicado

aos arquivos BAM de cada condicao estudada por lane.

3.4- Alinhamento

Apdés o demultiplexing das amostras, os arquivos FASTQ foram
concatenados por lane de replicata técnica por cada condicao e em seguida
foram alinhados ao genoma referéncia GRCh38 (Schneider et al, 2016) pelo
programa STAR versao 2.5.3 (Dobin et al, 2016). O software STAR é capaz de gerar
alinhamentos com altos niveis de precisao e velocidade. Além de detectar fusion
junctions anotadas e novas, o STAR é capaz de descobrir arranjos de sequéncia de
RNA mais complexos, como quimerismo e circRNAs. Foi utilizado o parametro
—chimSegmentMin para deteccao de fusion junctions, necessario para deteccao
dos circRNAs posteriormente. Apds o alinhamento, esses arquivos
“.Chimeric.out.junction” foram convertidos em arquivos “.fusion_junction.txt” que
serviram de input para etapa de deteccao dos circRNAs. Para o experimento de
avaliacao do RNA-Seq, os arquivos BAM provenientes do alinhamento seguiram
para o pipeline para gerar counts. Para o experimento de circRNAs, uma etapa de

deteccao destes foi realizada.

3.5- Detecc¢ao dos circRNAs



Para a detec¢ao dos circRNAs, foi utilizado o programa CircExplorer versao

1110 (Zhang et al., 2014).
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Figura 2: Fluxo esquematico do pipeline do CIRCexplorer. O CIRCexplorer é um pipeline
computacional para leitura de fusion junction posterior, chamando para anotar com precisao RNAs
circulares. Na versao utilizada, o algoritmo STAR foi aplicado para chamar leituras de jungdo (barras
finas crescidas, etapa 1). Devido a semelhanga de sequéncia no final de certos exons (barras azuis),
as leituras de juncao mapeadas foram divididas (linhas do arco do trago) em locais incorretos,
levando ao mapeamento para locais incorretos (barra fina vermelha) (Zhang et al., 2014). Esses erros
de mapeamento foram ajustados com um algoritmo personalizado (etapa 2). Os RNAs circulares

previstos a partir de exons com emenda posterior (barras azuis) foram somados com as leituras de



juncao previstas (etapa 3) na tabela disponibilizada no artigo publicado do pipeline (Zhang et al,,

2014). Os exons que nao retornam emendas sao indicados como barras cinza.

Os arquivos “fusion_junction.txt” gerados pelo STAR na etapa de
alinhamento foram utilizados como input para o pipeline do CIRCexplorer,
juntamente com o genoma referéncia GRCh38 (Schneider et al.,, 2016) e o arquivo
referéncia montado e modificado a partir do arquivo de coordenadas “.gtf” do
GRCh38, o download foi feito a partir do link do site oficial a seguir
(http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg38/database/refGene.txt.gz),

seguindo o padrao recomendado pelo CIRCexplorer (Tabela 1).

Tabela 1: Modelo de arquivo referéncia do CIRCexplorer.

string name "Name of gene”

string chrom "Chromosome name"
char(1] strand "+ or - for strand"

uint  txStart "Transcription start position"
uint txEnd "Transcription end position"
uint  cdsStart "Coding region start"

uint cdsEnd "Coding region end"

uint exonCount "Number of exons"




uintfexonCount] exonStarts "Exon start positions"

uintfexonCount] exonEnd's "Exon end positions”

Apds o processamento, foi gerado um arquivo output com o seguinte

layout (Tabela 2).

Tabela 2: Modelo do arquivo de output do resultado final do CIRCexplorer.

Campo Descricao

chrom Chromosome

start Start of junction

end End of junction

name Circular RNA/ Junction reads

score Flag to indicate realignment of fusion
junctions

strand + or - for strand

thickStart No meaning

thickEnd No meaning

itemRgb 0,0,0




exonCount Number of exons

exonSizes Exon sizes

exonOffsets Exon offsets

readNumber Number of junction reads

circType 'circRNA' or 'ciRNA'

geneName Name of gene

isoformName Name of isoform

exonlndex/intronindex Index (start from 1) of exon (for circRNA)
or intron (for ciRNA) in given isoform
(newly added in 1.1.6)

flankintron Left intron/ Right intron

3.6- Counts

Foram utilizados dois programas e duas metodologias para gerar o0s
counts, o Kallisto versao 0.43.1 (Bray et al, 2016) e o RSEM versdo 1.3.0 (Li and
Dewey, 2011) descritos abaixo. Em um primeiro momento, os RNA-Seqgs foram
analisados seguindo-se pipeline para genes totais utilizando a referéncia GRCh38
(Schneider et al., 2016) com objetivo de validar os tipos de preparos de bibliotecas,
com e sem tratamento para circRNAs. Em um segundo momento, as

coordenadas do arquivo de output do CIRCexplorer foram utilizadas como




referéncia (processo de desenvolvimento descrito a seguir) para montagem do

index de cada pipeline de contagem escolhido.

3.6.1- Montagem do arquivo FASTA de circRNAs

Apds processamento dos dados com o CIRCexplorer, os arquivos de output
com as coordenadas dos circRNAs foram utilizados para montagem dos arquivos
de referéncia que foram utilizados para gerar o index dos programas de

contagem.

Esses arquivos de coordenadas foram transformados em arquivos BED. Foi
utilizado o comando getfasta do pacote de utilidades Bedtools versao 2-2.26.0
(Quinlan and Hall, 2010). Este pipeline extrai sequéncias de um arquivo FASTA
para cada um dos intervalos definidos em um arquivo BED / GFF / VCF. Foi
utilizado como referéncia o arquivo FASTA do genoma referéncia GRCh38

(Schneider et al,, 2016).

3.6.2- Kallisto

Para a etapa de counts, foi utilizado o Kallisto versao 0.43.1 (Bray et al.,, 2016).
O Kallisto € um programa para quantificar a abundancia de transcritos a partir de

dados de RNA-Seq. Baseia-se na ideia de pseudo-alinhamento para determinar



rapidamente a compatibilidade das leituras com os alvos, sem a necessidade de
alinhamento. Como input, foram utilizados os arquivos FASTQ concatenados por
lane de cada condicdao. Para gerar o index do Kallisto, para o primeiro
experimento foi utilizado o arquivo FASTA de referéncia GRCh38 (Schneider et al,,
2016). Para o segundo experimento, os FASTAs gerados por condicao pelo
Bedtools com as coordenadas do circRNAs foram concatenados e utilizados para

gerar o index do Kallisto.

3.6.3- RSEM

Também para gerar os counts foi utilizado o programa RSEM versao 1.3.0
(Li and Dewey, 2011). O RSEM é um pacote de software para estimar os niveis de
expressao de genes e isoformas a partir de dados de RNA-Seq. O pacote RSEM
fornece uma interface amigavel, suporta threads para computacao paralela,
dados de leitura de single end e paired end, indices de qualidade, leituras de
comprimento variavel e estimativa de RSPD. Além disso, fornece estimativas de
meédia posterior e intervalo de credibilidade de 95% para os niveis de expressao. O
index do RSEM foi gerado utilizando o FASTA referéncia GRCh38 (Schneider et al,,
2016) e o arquivo GTF de anotacao do Gencode para GRCh38 versao 27

(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/gencode/Gencode_human/release_27/).

3.7- Expressao diferencial



Para a expressao diferencial, foi utilizado o programa edgeR versao 3.24.3
(Robinson et al., 2010) e o limma versao 3.38.3 (Ritchie et al.,, 2015) no software R
versao 351 (R Core Team, 2014). O edgeR provém analises estatisticas da
expressao diferencial sobre rotinas de RNA-Seq. Uma caracteristica particular da
funcionalidade do edgeR, € o método empirico de Bayes que permite a
estimativa de variacao biolégica especifica de um gene, mesmo para
experimentos com niveis minimos de replicagcao bioldgica, por isso a escolha
deste algoritmo para o atual projeto. O edgeR pode ser aplicado a expressao
diferencial no gene, exon, transcritos ou tag level, ou seja, os counts podem ser
resumidos por qualguer recurso gendmico. As analises edgeR no nivel do exon
sao facilmente estendidas para detectar junctions diferenciais ou expressao
diferencial especifica de isoformas (Robinson et al., 2010). O limma é um pacote
de software R/Biocondutor que fornece uma solucdo integrada para analisar
dados de experimentos de expressao génica. Ele contém recursos avancados
para lidar com projetos experimentais complexos e para superar o problema de
falta de replicatas. O limma tem sido uma escolha popular para a descoberta de
genes através de analises de expressao diferencial de microarray e dados de PCR
de alto rendimento. O pacote contém facilidades fortes para ler, normalizar e
explorar esses dados. Os recursos do limma foram significativamente expandidos
em duas direcdes importantes. Primeiro, o pacote pode executar analises de
expressao diferencial e de emenda diferencial de dados de sequenciamento de
RNA-seq. Segundo, ele é capaz de passar pelas analises tradicionais de expressao

por genes de varias maneiras, analisando perfis de expressao em termos de



conjuntos de genes co-regulados ou em termos de assinaturas de expressao

upstream (Ritchie et al., 2015).

3.8- Graficos

Os graficos foram feitos no software R versao 3.5.1 e R versao 4.1.2 (R Core

Team, 2014) utilizando respectivos pacotes para cada tipo de grafico construido.

3.9- Vias e Redes de interacao

As vias de enriquecimento KEGG foram feitas por dois algoritmos distintos,
com acesso online disponivel. O primeiro foi a plataforma WebGestalt 2019 (Liao
et al.,, 2019) que utilizou como referéncia o genoma humano, e a plataforma
ShinyGO (Ge et al, 2020), com selecao da analise com referéncia a espécie
humana. Para os termos Gene Ontology (GO) foi utilizada a plataforma DAVID
versao 6.8 (Huang et al, 2009), a plataformma GOrilla (Eden et al, 2009) e a
plataforma WebGestalt 2019 (Liao et al., 2019). Para demonstracao dos termos
enriguecidos GO foi utilizado o software REVIGO (Supek et al., 2011) utilizando
p-value menor ou igual a 0.05 para os termos enriguecidos do DAVID e um
threshold do p-value de 10A-3 para os termos enriguecidos do GOrilla, no
software R versao 351 e 4.1.2 (R Core Team, 2014). Para demonstragcao das vias

KEGG enriquecidas pelo log2foldchange foi utilizado o software Pathview (Luo



and Brouwer, 2013). Para complementacao da visualizacao através de graficos das
vias e linhagens de cancer associadas ao alvo foi utilizado o GSEA (Mootha et al,
2003) versao online. Para as redes de Protein-Protein Interaction (PPI) foi utilizado

o software STRING (Jensen et al., 2009).

3.10- Bancos de dados

Com a aplicagao de sequenciamento de proxima geracao e ferramentas de
bioinformatica, muitos circRNAs estdao sendo descobertos e integrados aos
diversos bancos de dados de circRNAs (Szabo, 2016) . Os bancos de dados Cirbase
e Deepbase 2.0 contém mais de 150.000 mil circRNAs descritos e sequéncias de
RNA maduro de diferentes espécies, incluindo humanos, moscas da fruta e
nematodo (Glazar et al,, 2014; J. H. Li, Liu, Zhou, Qu, & Yang, 2014; L. L. Zheng et al,,
2016). CircRNADb, contém 32.914 circRNAs exénicos humanos cuidadosamente
selecionados de fontes diversificadas, apresenta diversos detalhes do circRNA,
incluindo informacdes genémicas, splicing de exon, sequéncia do genoma, local
de entrada do ribossomo interno (IRES), estrutura de leitura aberta (ORF) e
referéncias (Chen et al.,, 2016). O banco de dados Cir2Traits contém circRNAs
relacionados a varias doencas (Ghosal, Das, Sen, Basak, & Chakrabarti, 2013).
Circnet e circRNAbase contém variantes alternadas e seus padroes de expressao
em diferentes tecidos e as possiveis redes reguladas por miRNA (J. H. Li et al,
2014). O banco de dados Circlnteractome contém sequéncias de genoma

correspondentes, primers para gRT-PCR e siRNAs de circRNAs maduros. Também



pode ser usado para prever os locais de ligacao RBP (Dudekula et al., 2016). Os
bancos de dados CIRCpedia e TSCD contém dados RNA-seq de varias linhas de
células humanas e amostras (Zhang et al, 2016; Xia et al, 2016). Assim, esses
diversos bancos de dados ajudam a anotar e elucidar fungdes dos circRNAs em

diversos estudos, tecidos e condicdes.



Resultados e Discussao

Primeiramente, foram analisadas as métricas da corrida e qualidade do
seguenciamento antes de se prosseguir com as demais analises do RNA-Seq. Nos
resultados do SAV lllumina, a clusterizacao atingiu 177 mm2, dentro do esperado
e permitido segundo as boas praticas da documentacao da lllumina. O Q30 se
mostrou acima dos 75% indicados no manual do fabricante (80%) para uma
corrida de 300 ciclos no NextSeq. O Cluster Passing Filter atingiu 85%. O numero
total de reads foi de 459564242, com um total de reads mapeados de
390.629.606 (Tabela 3). A distribuicao dos reads entre e ao longo das 4 lanes se
mostrou homogénea (Figura 3C). Os demais parametros também estavam de
acordo com o manual (Figura 3) (Gruber et al, 2010) /lllumina NextSeq
Specification Parameters. Assim, concluiu-se que a corrida apresentou otimos
valores para os parametros analisados de acordo com as especificacdes do
fabricante, retirando a possibilidade de erro de processamento e qualidade da
corrida das bibliotecas sequenciadas, nos habilitando a prosseguir com as

analises.

Tabela 3: Valores das métricas de qualidade da corrida obtidos através da analise

pelo SAV.

Critérios Valor
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Figura 3: Graficos das métricas de qualidade do sequenciamento gerados pelo SAV. A) Histograma
da intensidade de leitura por ciclo. B) Bar-plot da analise do Q30. C) Box-plot da distribuicdo dos

reads representados pelo Cluster Density por lane. D) Heatmap da analise do Q30 por ciclo.



Apds o demultiplex das amostras pelo bcl2fastg, foi feita uma analise de
gualidade dos arquivos do sequenciamento FASTQ, pelo programa FastQC com o
objetivo de realizar algumas verificacdes de controle de qualidade nesses
arquivos de dados de sequéncia bruta (Anexo 2). A média do total de sequéncias
detectadas foi de 22.000.000 para cada arquivo (R1 e R2), com um tamanho
meédio de fragmento de 35-150 e uma porcentagem de GC de 57, ndao havia
nenhuma contaminacao de adaptadores e uma qualidade por base sequenciada
dentro do padrao de qualidade, tanto para os arquivos R1 quanto para R2. Neste
segundo check-point de qualidade, todos os resultados obtidos possuiram
valores dentro do critério aceitavel. Vale ressaltar, que isso foi observado tanto no
preparo padrao da biblioteca de RNA-Seq quanto na biblioteca para deteccao de

circRNAs.

Os resultados das métricas da etapa de alinhamento, indicam uma boa
porcentagem de reads mapeados, sendo por volta de 84% para ambas as
linhagens celulares com a preparagao padrao e por volta de 80% para as
bibliotecas enriquecidas para os circRNAs (Tabela 4). Essa pequena diferenca
(84% x 80%) de reads mapeados entre as duas preparacdes foi o primeiro
indicativo de que as bibliotecas customizadas (circ) apresentam mais reads
reportando RNAs circulares, o que certamente dificulta o trabalho de

mapeamento contra o genoma.

Tabela 4: Métricas do alinhamento dos reads das bibliotecas padrao

(SW480/SW620-ribo) e preparacao feita pelo nosso grupo (SW480/SW620-circ).



SW480-ribo SW480-circ SW620-ribo SWG620-circ
Total de reads 104.533.007 88.537.286 91.448.989 97.363.769
Mapeados 59.728.108 25.841.982 49150.678 34535217
unicamente
(57.14%) (29,19%) (53.75%) (35,47%)
Mapeados 28.425.022 43903.798 26.804.980 43927.829
multiplas vezes
(27.19%) (49.59%) (29.31%) (4512%)
Total mapeado 84,33% 78,78% 83.06% 80,59%

Foi feita a quantificacao dos genes expressos para cada linhagem celular e
diferentes preparos de biblioteca, padrao (ribo) e para identificacao de circRNAs
(circ). Enquanto o preparo padrao foi capaz de detectar entre 3 mil e 4 mil
circRNAs, o preparo feito pelo nosso grupo detectou entre 11,7 mil € 14,7 mil, um
enriguecimento de quase 4 vezes, indicando o sucesso experimental do
protocolo adaptado (Tabela 5). Em seguida, foi feita a analise do numero de
circRNAs identificados entre as duas linhagens celulares, SW480 e SW620. A
linhagem metastatica (SW620) apresentou aproximadamente 30% mais circRNAs
expressos do que a linhagem de tumor primario (SW480). Curiosamente, os

circRNAs intrénicos estdao sutilmente mais presentes na SW480.

Tabela 5: Comparacao entre as linhagens e entre os preparos de biblioteca para

deteccao dos circRNAS.



circRNAs (total) EcircRNAs (éxons) | IcircRNAs (introns)
SW480ribo 3.096 3.093 3
SW480circ 1.718 11.621 97
SW620ribo 4.322 4.317 5
SW620circ 14.727 14.672 55

Seguiu-se para a quantificacdao dos transcritos (lineares) e genes expressos

em cada linhagem celular e preparacao de biblioteca. Foram utilizados os

algoritmos Kallisto e RSEM, que apresentam métodos de contagem distintos

(Tabela 6): pseudo-alinhamento e agrupamento baseado no alinhamento contra

0 genoma, respectivamente. Na Tabela 7, podemos observar, que as bibliotecas

construidas com o protocolo padrao foram mais eficientes para detectar os genes

lineares, conforme o esperado. Além disso, detectou-se aproximadamente 3 vezes

mais genes na analise pelo RSEM. Outro fato marcante é a maior variedade de

transcritos presentes na construcao padrao do Kallisto (Tabela 6).

Tabela 6: Comparacao da

(RSEM) identificados nas bibliotecas e linhagens celulares.

contagem total dos transcritos (Kallisto) e genes

SW480-ribo

SW480-circ SW620-ribo

SW620-circ

Kallisto*

48.294

5.728 43.273

5956




RSEM** 14134

5.449

13.424

7.946

TPM > 0.5 como corte minimo de expressao. * Kallisto: nimero de transcritos. ** RSEM: numero de

genes.

O préximo passo, foi buscar pelos genes com expressao diferencial pelo

edgeR para o Kallisto (Tabela 7) e para o RSEM (Tabela 8).

Tabela 7: Total de genes diferencialmente expressos edgeR/Kallisto.

Comparacao up DOWN
SW480ribo x SW620ribo 1709 2054
SW480circ x SW620circ 1646 1852
SW480ribo x SW480circ 1402 2012
SW620ribo x SW620circ 686 131

Tabela 8: Total de genes diferencialmente expressos edgeR/RSEM.

Comparacao UP DOWN
SW480ribo x SW620ribo 1623 2009
SW480circ x SW620circ 1723 1781




Nas Tabelas 7 e 8 pode-se notar que a expressao diferencial se mostra
surpreendentemente bem similar entre os métodos Kallisto e RSEM. Assim,
decidiu-se seguir com o Kallisto para a analise de expressao diferencial especifica
de circRNAs, onde foram utilizadas as coordenadas dos circRNAs detectados

como referéncia para gerar o index da ferramenta.

Tabela 9: Total de genes diferencialmente expressos para circRNAs

edgeR/Kallisto.

Comparacao upP DOWN
SW480ribo x SW620ribo 2257 2078
SW480circ x SW620circ 1936 2055
SW480circ x SW480ribo 4319 2542
SW620circ x SW620ribo 3479 1849

Na Tabela 9, observa-se que o numero de genes diferencialmente
expressos se mantém parecido entre as bibliotecas e linhagens celulares, exceto
pela comparacao SW620circ x SW620ribo, que apresentou maior numero na
analise de circRNAs, como era de se esperar devido a um numero maior de
posicao cromossdmica de deteccao dos circRNAs nos genes. Para as analises de
expressao diferencial, foi usada a ordem de diferenca da linhagem SW480 sobre a

SW620, assim em todos os resultados, a expressao up-regulated se refere aos



genes superexpressos na linhagem SW480 (tumor primario) e a expressao
down-regulated, se refere aos genes subexpressos na SW480, o seja,

superexpressos Na linhagem SW620 (tumor metastatico).

Prosseguiu-se com a comparagao da expressao entre os preparos de
biblioteca diferentes e foi feito um Venn Diagram para obter a lista de intersecao

dos genes em comum dos sequenciamentos (Figura 4).

SW 480x620_ribo
(4354)

Figura 4: Venn diagram da comparacgéo dos diferentes preparos de biblioteca no R.

Dos aproximadamente 4.100 genes de cada condi¢cao de preparo, apenas
1.612 circRNAs foram comuns em ambos os sequenciamentos. Com esses 1.612
genes em comum, foi feito um Heatmap (Figura 5) para avaliar a similaridade de

expressao dos circRNAs em ambos os preparos.
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Figura 5: Heatmap da expressdo diferencial dos 1612 circRNAs em comum nos sequenciamentos
apresentados no R. Comparacao da expressao diferencial entre os experimentos de RNA-Seqg com
preparos de biblioteca diferentes, padrdo e para detecgao dos circRNAS. Ordem de comparagao

entre as linhagens SW480 contra SW620. Filtro de fold change < -2 ou >2 e FDR <0.05.

De uma maneira geral, o nivel de expressao diferencial entre os preparos
de biblioteca foi similar (por volta de 4 mil genes), porém a concordancia nao foi
grande, em torno de 40%. Além daqueles genes que sb apresentaram expressao
diferencial em uma das bibliotecas, também foram identificados alguns genes
com expressao oposta, pois as coordenadas dos circRNAS analisados, em
algumas vezes coincidem com a mesma linhagem para o mesmo gene em vias

diferentes e expressao oposta. Além disso, tem o fato do preparo de biblioteca ser



diferente, levando a hipdtese que um preparo comum pode mascarar a real
expressao dos circRNAs quando comparado a um preparo especifico para

deteccao destes.
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Figura 6: \'olcano plot da comparacdo da expressdo dos genes entre as linhagens celulares no R.

Filtro de fold change < -2 ou >2 e FDR <0.05.

Na figura 6, observa-se um grupo de genes down-regulated. Pode-se
observar entre os maiores valores negativos de fold change que alguns circRNAs
destacam-se, como o DNMT1 (DNA Methyltransferase 1). DNMT1 é codificador da

proteina que € a principal enzima responsavel pela manutencao dos padrbes de



metilacao apds a replicacdao do DNA (OMIM 126375). Nos bancos de dados, ele é
referenciado como o hsa_circ_28013 (Chen et al, 2016). Sua localizacao €
apresentada no cromossomo 19, com a coordenada 10274001-10288043 no hgl9 e
10163325-10177367 no hg38 (Song et al, 2016). O circ DNMT1 apresenta as
coordenadas da linhagem celular SW620 (as quais estao disponiveis a partir da
analise que o circExplorer resulta em seu output e € utilizado como referéncia na
analise de expressao diferencial com os algoritmos utilizados e descritos na secao
de materiais e métodos), deste modo, ele se encontra up-regulated nessa

linhagem.

O TGM2 (Transglutaminase 2) codifica uma proteina que atua como
mondémero, além de ser induzida pelo acido retindico, parece estar envolvida na
apoptose (OMIM 190196 ). O hsa referente a esse circRNA com as coordenadas
36775118-36779459 no hgl9 e 38146716-38151057 no hg38 no cromossomo 20 nao
foi encontrado em nenhum depdsito nos bancos de dados analisados. O circ
TGM2 apresenta as coordenadas da linhagem celular SW480 na anadlise de
expressao diferencial, portanto seguindo a ordem de comparacao, ele esta

down-regulated na linhagem de tumor primario.

O TSPAN4 (Transmembrane 4 Superfamily), pertence a grande familia de
tetraspaninas que sao frequentemente expressas na superficie celular em
associacao entre si e com outras moléculas, como as integrinas, e funcionam para
regular a adesao, migracao, proliferacao e diferenciacao celular (OMIM 602644). O
circ TSPAN4 é referenciado como o hsa_circ_18995 (Chen et al, 2016). Sua

coordenada é 847200-850367 no hgl9 e 847200-850367 no hg38 no cromossomo



1 (Zhang et al, 2014). Ele estda down-regulated na linhagem SW480 seguindo as

coordenadas relatadas nas analises.

EPAS] (Endothelial Pas Domain Protein 1), € um importante fator de
transcricao que pode representar um importante regulador da vascularizacao,
talvez envolvendo a regulacao da expressao do gene da célula endotelial em
resposta a hipdxia (OMIM 603349). O circ EPASI nao é referenciado em nenhum
banco de dados com as coordenadas para 0 cromossomo 2, 46583289-46588229
no hgl9 e 46356150-46361090 no hg38. Seguindo as coordenadas do circRNA, ele

estd down-regulated na linhagem SW480.

Para os up-regulated destacam-se UBE3C (Ubiquitin Protein Ligase E3c)
gue pertence a familia das enzimas E3. Estas aceitam transitoriamente a
ubiquitina do E2 em uma ligacao éster tiol antes de transferir a ubiquitina para a
lisina alvo (OMIM 614454). Nos bancos de dados ele é referenciado como o
hsa_circ_12017 (Chen et al, 2016). Esta localizado no chomossomo 7, com a
coordenada 156976571-156994501 no hgl9 e 156976571-156994501 no hg38 (Jeck et
al, 2013). O circRNA UBE3C apresenta a mesma coordenada em ambas as
linhagens na expressao diferencial, assim ele esta up-regulated na SW480 e

down-regulated na SWe20.

O circ ST18 (Suppression Of Tumorigenicity 18) pode ser observado com
uma das expressdes mais diferenciais (Suppression Of Tumorigenicity 18). ST18 &
uma proteina zinc finger do tipo C2HC que se prevé ligar ao elemento de
consenso principal AAAGTTT nas regides promotoras dos genes-alvo e reprimir a

transcricao génica (OMIM 617155). ST18 é descrito nos bancos de dados



referenciado no cromossomo 8, como o hsa_circ_13413 (Chen et al, 2016). Sua
coordenada genbmica no hgl9 é 53028834-53085143 ou no hg38
52116274-52172583 (Song et al, 2016). Sua expressao diferencial apresentada se
refere a coordenada da linhagem celular SW620, assim este esta down-regulated
nesta linhagem, sendo o circRNA top 1 da expressao diferencial guando analisado

pelo critério fold change.
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Figura 7: Rede PPI dos genes down-regulated no STRING. Filtro de fold change < -10 ou >10.

Confidéncia média 0.4.

Na analise de interacao de proteinas (redes PPI) feita pelo STRING para o
set de genes down-regulated (Figura 7), observa-se a correlagdo com o0s
resultados encontrados de expressao. Em uma meédia confidéncia, é clara a
conexao da rede modulada por TGM?2 sobre ITGBS5 (Integrin, Beta-5), pertencente
a familia das integrinas que sao glicoproteinas heterodiméricas que mediam
interagcdes célula-célula e matriz célula-extracelular (OMIM 147561). Antes, em
2019, essa via era mediada pelo TSPAN4, mas com novas evidéncias, a rede
mudou e TGM2 antes sem interacao com ITGB5, atualmente se liga fortemente.
As coordenadas de ITGB5 sao apresentadas em ambas as linhagens, em alguns

circRNAs com expressao opostas.

Na mesma interacao, observa-se WNT5A (Wingless-Type Mmtv Integration

Site Family, Member 5a). Os WNTs compreendem uma grande classe de



proteinas secretadas que controlam processos essenciais de desenvolvimento,
como padrdes embrionarios, crescimento celular, migracao e diferenciacao. A via
de sinalizacao Wnt candnica bem conhecida envolve a ligagao de proteinas Wnt a
receptores Frizzled (por exemplo, FZD1; OMIM 603408) que induzem estabilizagao
e entrada de beta-catenina (CTNNBT, OMIM 116806) no nucleo, onde afeta a
transcricao de genes. O gene WNT5A codifica uma proteina Wnt envolvida nas
vias de sinalizacdo candnica e nao- candnica, dependendo do contexto do
receptor (OMIM 164975) (Mikels and Nusse, 2006). Também é possivel observar a
acao de circ GLI3 (Gli-Kruppel Family Member 3) com WNT5A. GLI3 codifica um
fator de transcricao zinc finger que funciona na via de transducao de sinal
hedgehog (SHH, 600725), que depende dos cilios primarios em muitos tecidos.
GLI3 sofre maturagcao pos-traducao em 2 isoformas com atividades
transcricionais antagdnicas. A sinalizagcao de SHH causa o processamento
proteolitico de GLI3 em um peptideo, GLI3A, com funcao ativadora da transcricao.
Na auséncia de sinalizacao SHH, GLI3 € processado para um peptideo mais curto,
GLI3R, com funcao repressora transcricional. O processamento de GLI3 para
qualgquer uma das formas requer o cilio primario (OMIM 165240) (Laclef et al,,
2015). Analisando as coordenadas, WNT5A e GLI3 sao circRNAs diferencialmente
expressos da linhagem SW480, eles estao down-regulated para esse tumor
primario. O circ GLI3 é referenciado como hsa_circ_08687 (Chen et al., 2016). Suas
coordenadas no cromossomo 7 sao 42187824-42188067 para o hgl9 e

42148225-42148468 para o hg38 (Jeck et al., 2013).

Além disso, observa-se a interacao de circ TGM2 com circ LRP5 (Low

Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 5). LRP5 é membro da familia de



receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR) que sdo proteinas da
superficie celular que se ligam e internalizam ligantes no processo de endocitose
mediada por receptores. (OMIM 603506). O circ LRP5 diferencialmente expresso,
estd associado as coordenadas da linhagem SW620, mas o circ PCSK5 upstream
a LRP5, esta expresso na linhagem SW480. Embora as coordenadas do circ LRP5
nao coincidam com a via subexpressa na linhagem SW480, esta pode ter ligacao
através do GLI3 que liga as proteinas ITGB5, TGM2 e WNTSA quando a confidéncia

da via é baixa.

Outro importante ligacao com circ WNT5A é o circ SMURF2 (Smad-Specific
E3 Ubiquitin Protein Ligase 2). A referéncia do circRNA para SMURF2 nao foi
descrito em nenhum dos bancos de dados analisados. SMURF2 se apresenta

como um dos genes mais diferencialmente expressos na linhagem SW480.

Colaborando com os resultados encontrados na analise de expressao
diferencial, foi observada a presenca de DNMT] na rede de interacao,
superexpresso na linhagem SW620, upstream, pode-se observar o fator de
transcricao RUNX1 (Runt-Related Transcription Factor 1) (OMIM 151385). A
coordenada do circ RUNX com expressao diferencial analisada na via
down-regulated nao foi encontrada em nenhum banco de dados, apenas o start
dela, mas o final foi diferente, tratando-se de um circRNA muito maior que os

depositados.
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Figura 8: Rede PPI dos genes down-regulated no STRING. Filtro de fold change < -10 ou >10.

Confiabilidade de 0.7.

Na andlise de rede com alta confiabilidade (0.7), as vias relacionadas a
WNT5A e DNMTI se mantiveram, levando-se a considerar que essas vias sao

robustas e ndo apenas um ruido de analise (Figura 8).
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Figura 9: Rede PPI dos genes up-regulated no STRING. Filtro de fold change < -10 ou >10.

Confidéncia média 0.4.
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Na rede up-regulated do STRING (Figura 9), confirma-se a presenca de
UBE3C citado na expressao diferencial. O circ UBE3C como apresentado
anteriormente, desenvolve dois papéis, cada um em uma via e em uma linhagem
diferente. O UBE3C com expressao diferencial up-regulated, apresenta as
mesmas coordenadas na linhagem SW480 e na linhagem SW620. E interessante
visualizar na Figura 9, como ele desempenha o papel na via up-regulated na
SW480 através da ligagcao com NUP98, e como ele desempenha funcao na via
down-regulated na SW620 atraveés da ligacao com SETD3 (hsa_circ_13006 (Chen
et al, 2016), localizado no cromossomo 14, coordenadas 99924615-99929915 no
hgl19 e 99458278-99463578 no hg38 (Jeck et al., 2013)), que se liga a KMT2C e ATRX
(hsa_circ_0140609 (Dudekula et al, 2016), localizado no cromossomo X,
76907603-76920267 no hgl9 e 77652113-77664778 no hg38), ambos com
coordenadas correspondentes a SW620, portanto down-regulated no tumor

metastatico.

Nota-se a presenca de mais 2 vias, a primeira com CCARI (Cell Division
Cycle And Apoptosis Regulator 1) (OMIM 612569). O CD437 é um
adamantil-retindide seletivo ao RAR-gama (RARG; 180190) que causa a parada do

ciclo celular e apoptose em varios tipos de células.

A segunda via € a interagcao de FOXP1 (Forkhead Box PI). O circ FOXP1 esta
associado as coordenadas da SW620, linhagem metastatica, e estd
down-regulated nessa linhagem. O circ FOXP1 é referenciado como o
hsa_circ_11346 (Chen et al, 2016). Suas coordenadas no cromossomo 3 sao

71090478-71102924 no hgl9 e chr3:71041327-71053773 no hg38 (Jeck et al, 2013).



Outra presenca marcante, €& o gene KMT2C (Lysine-Specific
Methyltransferase 2c). O gene KMT2C codifica uma histona metiltransferase que
regula a transcricao genética, modificando a estrutura da cromatina (OMIM
606833). Assim, como ha o circRNA de DNMTI envolvido em modulac¢des
epigenéticas na linhagem SW620 nas vias up-regulated, temos circRNA KMT2C

relacionado aos eventos epigenéticos nessa linhagem nas vias down-regulated.

O ATRX (ATRX Chromatin Remodeler) faz parte da via que se forma acima
junto ao KMT2C e FOXP1. Nos bancos de dados, ele é referenciado como o
hsa_circ_0140609 (Dudekula et al, 2016). Suas coordenadas sao da linhagem
SW620 (cromossomo X, 76907603-76920267 no hgl9 e 77652113-77664778 no

hg38), portanto este esta down-regulated no tumor metastatico.

Nota-se o ST18, novamente down-regulated na SW620 em uma via isolada,

com menos evidéncias que a via epigenética comentada acima.
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Figura 10: Rede PPl dos genes up-regulated no STRING. Filtro de fold change < -10 ou >10.

Confiabilidade de 0.7.

Em uma andlise de rede com alta confidéncia (0.7), a via relacionada a
CCAR1 e KMT2C se manteve, levando a conclusao de que ambas as vias sao

robustas (Figura 10).
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Figura 11: Vias KEGG up-regulated no WebGestalt.

Foi feita uma pré-analise das vias envolvidas na progressao tumoral das
linhagens SW480 e SW620 (Figura 11). Conforme observado nas analises
anteriores, apresentam-se vias up-regulated relacionadas a degradac¢ao da lisina
(KMT2C e SET3D, igual na relagcao PPI), protedlise mediada por ubiquitinagao
(SMURF2 e UBE3C ), endocitose (SMURF2) entre outras vias interessantes
mediadas por outros genes importantes para tumorigénese como PTEN, BRAF E

AKT3 (via da resisténcia ao inibidor de tirosina quinase de EGFR).
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Figura 12: Via KEGG up-regulated “Protedlise mediada por Ubiquitina¢cdo” no ShinyGO com pacote
Pathview (com legenda dos icones da imagem gerada acima, usada para todas as imagens a seguir

gue utilizaram o mesmo software e pacote).
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Figura 13: Via KEGG up-regulated “Via de sinalizagdo do mTOR” no ShinyGO com pacote Pathview.
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ShinyGO com pacote Pathview.



Para verificar os detalhes de como os circRNAs estavam em cada via KEGG,
foi feita uma analise mais focada em cada via ja anotada no WebGestalt no

ShinyGO com o pacote Pathview (Figuras 12,13 e 14).
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Figura 15: Via KEGG up-regulated “Biogénese do ribossomo nos eucariotos” no ShinyGO com

pacote Pathview.
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Figura 16: Via KEGG up-regulated “Degradacédo do RNA" no ShinyGO com pacote Pathview.



FOCAL ADHERION

TGA
Caveol N 5 B Cell proliferation
FiK » PIBK Lkt _
s]gmlmg pathway
D
~.
< J
p130Cas » Cie GRE2 | [ Rapt | » .TNK |—>| Y
CI6
“——w Cell survival
gy P ‘*‘p p 4
»[ RIE | » G2 ] S0z | HoRas | Rafil MEKlI—D{ERKmI—D{ EIkI HO i
|
B2 E /

Figura 17: Via KEGG up-regulated “Adeséo focal” no ShinyGO com pacote Pathview.



NUCLEOCY TOFLASMIC TRAMNSPORT

Import
Iraportin
HLS
NPC
& astric
TR
Cytoplasm Crytoplasimic ring
Central
Lumen channel Lumenal
Spoke T
corplex
Hucleoplastmic ring
Hucleus
HNuclear
hasket
L Ban
GTP
ey
Nuclear Pore comp lex (NP C)
Crytoplastaic fibrils

Exportin

Export
Rael
DD My
19 98P
Hup3ss' (g
corggplex 2
Huph2
com}}j:u‘iex
pl07-
complex Hu
ELYS!115
Tpr
Exportin  fay
GTP
MES
Hup358 coraplex

[aLarm] [ wCo1 ][ Glel |[DDE19 ][ Rael |0l (w21 [RSEN [RwpP2 [RanGar] UBCE [SUMO]

Crytoplastic ring f Mucleoplasmmic ring (5 yraraetrical nups)
[Huplé0 | Hups5 [ Seel3 | Hupl 07 |R0EE]

Central channel Spoke cormplex

I v I 7 [ 703 |
Hupso

Lurnenal ring

[ ;210 | (o 52] [ o4 [ o |

MNuclear basket

Emjirm]

[Trop [ 7] [N

MNuclear transp ort comp lex

Irmportin

Exportin

mRNA Export PV EJC
LG
F
- B
Tyt Tap
Reff
Aly
Crytoplasta
Lurnen NPC
Hueleus
B & surveilance
pathway
SRmla0 EIC
pls
Pinin u
Tap
TREX Refl Al;:r
CBC G AARLE
Exon-junction complex (EJC)

EIC inner core

[ ¥14 [MacOH[MLNS [EIF443]

EJC outer shell

[&CTHL [5aP1s [ RMES | R ReflAly]

Transiently interac ting factors

(ot | U |

[ ®p [ p15 |[UsPs56][SRmié0] [ PYM |

Transcription-export (TREX) comp lex

THO sube oraple x

[troC! [EEE tHoCs [THOCH [THOCT || TEXL |

Figura 18: Via KEGG up-regulated “Transporte Nucleo-citoplasma” no ShinyGO com pacote

Pathview.

E interessante visualizar que além das vias encontradas no software do

WebGestalt, o ShinyGO também enriqueceu outras vias (Figuras 15, 16, 17 e 18).
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Figura 19: Vias KEGG down-regulated no WebGestalt.

Ja nas vias down-regulated (Figura 19), observa-se a de “Axon guidance”
(WNT5A), endocitose (SMURF2), regulacao da actina no citoesqueleto e adesao
focal (ITGB5), via dos proteoglicanos em cancer (WNT5A e ITGB5), vias de cancer
(GLI3, RUNXI1, WNT5A) e outras vias interessantes como protedlise mediada por

ubiquitinacao (BRCAI, UBE3C e SMURF2).
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Figura 20: Via KEGG down-regulated “Ciclo celular” no ShinyGO com pacote Pathview.
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Figura 22: Via KEGG down-regulated “Protedlise mediada por ubiquitinagdo” no ShinyGO com

pacote Pathview.



Para verificar os detalhes de como os circRNAs estavam em cada via KEGG
down-regulated, foi feita uma analise mais focada em cada via ja anotada no

WebGestalt no ShinyGO com o pacote Pathview (Figuras 20, 21 e 22).
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Figura 23: Via KEGG down-regulated “Via de sinalizagdo WNT"” no ShinyGO com pacote Pathview.
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Figura 26: Via KEGG down-regulated “Cancer de pulmao de pequenas células” no ShinyGO com

pacote Pathview.

E interessante visualizar que além das vias encontradas

no software do

WebGCestalt, o ShinyGO também enriqueceu outras vias down-regulated, assim

como No caso das vias up-regulated (Figuras 23, 24, 25 e 26).
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Figura 27: Via KEGG “Protedlise mediada por ubiquitinagdo” no ShinyGO com pacote Pathview.

Comparagao entre a mesma via com os valores de fold change positivos e negativos.



A via da protedlise mediada por ubiquitinacao (Figura 27), aparece em
ambas as analises do KEGG, em dois softwares online diferentes com algoritmos
de analise distintos. Deste modo, foi feita uma imagem comparativa dessa via
com o Pathview enriquecida com os valores de fold change apresentados nas
andlises para melhor Vvisualizagcao de como cada circRNA pode estar

influenciando ou sendo influenciado.
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Figura 28: Termos GO up-regulated para “Processos biolégicos” no ShinyGO.
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Figura 29: Termos GO up-regulated para “Componentes celulares” no ShinyGO.

Structural constituent of nuclear pore -

Small GTPase binding -

GTPase binding -

Guanyl-nucleotide exchange factor activity -
Tubulin binding -

GTPase regulator activity -

Chromatin binding -

ATPase activity -

Nucleoside-triphosphatase regulator activity =
Cy?oskeletal protein binding -
Phosphotransferase activity, alcohol grot&) as acceptor -
inase activity -

Transferase activity, transferring phosphorus-containing groups -
Kinase binding -

Enzyme binding -

TP binding -

Adenyl ribonucleotide binding -

Adenyl nucleotide binding -

Catalytic activity, actin? on a protein -
Transferase activity -

Purine ribonucleoside triphosphate binding -
Ribonucleotide binding -

Purine ribonucleotide binding -

Purine nucleotide binding -

Anion binding -

Nucleotide binding -

Nucleoside phosphate binding -

RNA binding -

Small molecule binding -

Carbohydrate derivative binding -

|

5.0
Fold Enrichment

0.

o
g
o

Figura 30: Termos GO up-regulated para “Func¢des Moleculares” no ShinyGO.
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Figura 34: Termos GO up-regulated no GOrilla com pacote Revigo no R (para “Processos biolégicos,

Componentes celulares e Fungao Molecular”).

Foram feitas analises dos termos GO da lista de genes up-regulated por
softwares diferentes: o ShinyGO, WebGestalt e GOrilla (Figuras 28, 29, 30, 31, 32, 33
e 34). O ShinyGO e o WebGestalt apresentaram resultados similares. Em
contrapartida, o GOrilla enriqgueceu apenas 1 termo, diferente dos demais
apresentados pelos outros 2 algoritmos. Esse fato dos resultados do ShinyGO e
WebGCestalt serem parecidos, pode estar associado ao tipo de analise utilizada,
chamada de ORA (Over Representation-Analysis) que ambos apresentam,
enguanto o GOrilla usa a estatistica do tipo mMHG. Nos termos apresentados, ATRX
estd presente no termo mais enriquecido na Figura 27 “Microtubule cytoskeleton

organization”, onde o mesmo termo também é encontrado entre o top 10 termos



mais enriquecidos na Figura 29. O ATRX também pode ser visto em outra via
chamada “Organelle organization” na figura 27 juntamente com KMT2C e SET3D,
todos down-regulated na linhagem celular SW620. No termo “Cellular response

to stress” na figura 27, ATRX esta junto com FOXP1, down-regulated na linhagem

metastatica.
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Figura 35: Termos GO down-regulated para “Processos bioldgicos” no ShinyGO.
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Figura 36: Termos GO down-regulated para “Componentes celulares” no ShinyGO.
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Figura 37: Termos GO down-regulated para “Fun¢des Moleculares” no ShinyGO.
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Figura 38: Termos GO down-regulated para “Processos bioldgicos” no WebGestalt.
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Foram feitas analises dos termos GO da lista de genes down-regulated por
softwares diferentes: o ShinyGO, WebGestalt e GOrilla (Figuras 35, 36, 37, 38, 39,
40 e 41). O ShinyGO e o WebGestalt apresentaram resultados similares
novamente. Nos termos apresentados na figura 34, WNTS5A esta presente no
termo “Cellular component biogenesis”, junto a TSPAN4, ambos down-regulated
na linhagem celular SW480. O WNT5A também pode ser visto em uma via
chamada “Organelle organization” juntamente com EPASI, down-regulated na

linhagem celular SW480.

Para a linhagem SW620, DNMT1 e RUNX estao presentes juntos em
diversas termos na figura 34, como “Regulation of cellular component
organization”, “Cellular component biogenesis”, “Cellular component assembly*

e “Positive regulation of cellular component organization “, ambos estdo

up-regulated na SW620.
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Figura 42: Relagdo dos 50 primeiros genes da lista up-regulated ordenados do maior para o menor

de acordo com o valor de fold change e expressao nas linhagens celulares comerciais para cancer

pelo GSEA.

Acima, na figura 42, observa-se uma analise feita pelo GSEA para as

linhagens celulares e sua relagdo com os genes da lista up-regulated. O ATRX, ja

descrito como um fator de transcricao, tem sua expressao baixa na linhagem

SW620, concordando com os resultados encontrados nas analises de expressao

diferencial, que o circ ATRX esta down-regulated na linhagem SW620.
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Figura 43: Relacdo dos 50 primeiros genes da lista down-regulated ordenados do maior para o
menor de acordo com o valor de fold change e expressao nas linhagens celulares comerciais para

cancer pelo GSEA.

Na figura 43, observa-se uma analise feita pelo GSEA para as linhagens
celulares e sua relagdo com os genes da lista down-regulated. O DNMTI,
analisado como um circRNA up-regulated na linhagem SW620 anteriormente
pela expressao diferencial, apresenta-se no GSEA superexpresso nessa linhagem,

corroborando com os resultados ja apresentados.



Embora existam diversos algoritmos de deteccao para circRNAs
provenientes de experimentos de RNA-Seq comum ou especifico com
tratamento da RNAse R, poucos mostraram eficiéncia na deteccao correta dos
RNAS circulares e isso continua sendo uma area em desenvolvimento e
melhoramento continuo. Diversos artigos fazem a comparacdao de mais de 5
desses algoritmos, cada um com um método diferente seja na detecgcdao ou na
analise de expressao diferencial, mas nenhum comprovou a eficiéncia real na
eliminacao de falsos positivos detectados ou expressos com a intersecgao de
varios métodos ou a escolha de apenas um. Nesse projeto, foram feitos diversos
testes, e foi escolhido o método de analise baseado na identificagcao de circRNAs
pelo circExplorer e analise de expressao diferencial utilizando um pipeline in
house adaptado e baseado na literatura, que usa programas ja bem
estabelecidos para analise tradicional de expressao de transcritos, de acordo com
a revisao de artigos e tentativas de utilizacao de outros pacotes como Circompara
(Gaffo et al.,, 2017) e find-circ (Memczak et al., 2013) para a deteccao dos circRNAs,
e algoritmos como DEBKS (Zelin et al, 2021) e SRCP (Rabin et al., 2021) para
expressao diferencial. Para a identificacao, circExplorer foi diversas vezes descrito
nos artigos como o mais atual e curado banco de deteccao e método de
identificacao de circRNAS, apenas com a desvantagem de precisar de mais horas
e requerir maior poder de processamento (Szabo et al,, 2016; Zhang et al., 2020; Li
et al, 2020; Annie et al, 2021). Para a andlise de expressao diferencial, os
algoritmos testados como DEBKS e SCRP apresentaram diversos erros nos
scripts, necessitando de modificagdes em seu coddigo fonte, e ndo apresentaram

dados confiaveis. Talvez uma atualizacdo em sua versao com essas correcdes



deva leva-los a serem métodos interessantes em se testar no futuro, ja que todos
sao muito recentes, e estdo publicados e testados apenas em seus artigos de

origem.

Com os resultados obtidos, € possivel observar um perfil de circRNAs

expressos nas linhagens do tumor primario e metastatico do CRC.

Na linhagem SW480, do tumor primario, os circRNAS diferencialmente
expressos com fortes evidéncias quando se foi analisada a correlacdao das redes
PPI, KEGG e termos GO foram TGMZ2, TSPAN4 (hsa_circ_18995), WNT5A, GLI3

(hsa_circ_08687), SMURF2 e UBE3C (hsa_circ_12017).

Um grupo de pesquisadores publicou em 2019, um estudo sobre o
MiR-532-3p. No painel de expressao de microRNA plasmatico, o miR-532-3p foi
definido como um biomarcador valioso para adenoma colorretal (CRA). No
entanto, seu padrao de expressao e funcao no CRC permaneceram obscuros.
Nesse estudo publicado, foi investigado os niveis de expressao de miR-532-3p e
descobriu que ele era regulado para baixo in situ tanto no CRA quanto no CRC.
Ele também funcionou como um sensibilizador para quimioterapia em CRC,
induzindo a parada do ciclo celular e apoptose precoce por meio de seus efeitos
de ativacao no p53 e nas vias de sinalizacao apoptodtica. No entanto, descobriu-se
gue miR-532-3p restringe o crescimento celular, metastase e fendtipo de
transicao epitelial-mesenquimal (EMT) do CRC. O estudo sobre o mecanismo por
tras desses efeitos revelaram que miR-532-3p se liga diretamente as regides 3'UTR
de ETS] e TGM2, reprimindo a via candnica de sinalizacdo Wnt/ B-catenina. TGM2

serviu como um alvo funcional vital do miR-532-3p na supressao da progressao



do CRC (Gu et al, 2019). Em outro estudo, foram estudados os processos
angiogénicos e antiapoptoéticos, criticos para o crescimento do tumor CRC (Song
et al.,2019). Relataram o efeito do TGM2 na angiogénese e apoptose do CRC via
ativacdo da sinalizacdo Wnt / B-catenina (Yang et al.2019). A regulacdo negativa
de TGM?2 inibiu a angiogénese e a expressao de B-catenina, Wnt3a, MMP-2,
MMP-9 e ciclina D1, enquanto sua regulacao negativa promoveu a expressao de
TIMP-1 e caspase-3 e apoptose em TGM2 nas células CRC transfectadas com
SiRNA. Esses resultados indicaram que o TGM2 é capaz de promover
efetivamente a angiogénese e inibir a apoptose por meio da ativagao da via de
sinalizacdo Wnt / B-catenina em células CRC (Ji et al, 2021). Nas analises desse
projeto, TGM2 esta relacionado a WNT5A nas redes PPIl, ambos down-regulated
na linhagem SW480. Como visto no estudo acima publicado, sua expressao baixa,
pode influenciar positivamente, influenciando na nao progressdao do CRC.
Pode-se hipotetizar, que o circ TGM2 pouco expresso pode estar influenciando
também na via Wnt do KEGG, que se encontra down regulada, com circ WNT5A e

circ NFAT, suprimindo essa via, e colaborando na nao progressao tumoral.

Em 2020, circ KIF4A e WNT5A foram regulados positivamente e miR-139-3p
regulado negativamente em células e tecidos de glioma. O circKIF4A promoveu a
expressao de Wnt5a por esponja miR-139-3p. O knockdown de circKIF4A inibiu a
capacidade de formacao de colénias, migragcao e invasao e promoveu a apoptose
de células de glioma pela regulacao do miR-139-3p. O knockdown de circKIF4A
inibiu a via de sinalizacdo Wnt / B-catenina e o sinal relacionado a proliferacdo via
MiR-139-3p. Além disso, o knockdown de circKIF4A ou a superexpressao de

mMiR-139 suprimiu a capacidade de formacao de esferas de GICs e inibiu a via de



sinalizacdo Wnt/ B-catenina e o sinal relacionado a proliferacdo em células
iniciadoras de glioma (GICs). A deplecao de circ KIF4A diminuiu o nivel de
expressao de WNTS5A e Ki-67, e inibiu a tumorigénese nos modos de xenoenxerto
(Huo et al., 2020). Neste projeto, o circ WNT5A estd down-regulated na linhagem

SW480, e pode estar associado a uma tentativa de inibicdo da tumorigénese.

O circ UBE3C (hsa_circ_12017) na linhagem SW480 encontra-se
up-regulated. No estudo a seguir, os autores mostraram que o UBE3C promoveu
a progressao do carcinoma hepatocelular (CHC) ao regular a transicao
epitelial-mesenquimal das células do CHC. Clinicamente, um estudo de
microarray de tecido de uma coorte contendo 323 pacientes com CHC revelou
gue a superexpressao de UBE3C em tecidos primarios de CHC se correlacionou
com a diminuicao da sobrevida (razao de risco [HR] = 1,657, intervalo de confiancga
de 95% [CI] = 1,220-2,251, P = 0,001) e recorréncia tumoral precoce (HR = 1,653, IC
95% = 1,227-2,228, P = 0,001) em pacientes com CHC pds-operatorio. Portanto, os
resultados indicaram que o UBE3C é um oncogene candidato envolvido no

desenvolvimento e progressao do tumor.

A ubiquitinacao controla varias funcdes celulares marcando proteinas para
degradacao ou incorporacao proteasomal em outros complexos reguladores.
SMURF2 é uma ubiquitina ligase do dominio HECT E3 envolvida na degradagao
de SMADs (OMIM 601595), receptor de TGF-beta (TGFBR; OMIM 190181) e outros
substratos. O SMURF2 também funciona na regulagao da polaridade das células
neuronais e planares, inducao de senescéncia e supressao de tumores (OMIM

605532) (Blank et al, 2012). Também foi implicado na ubiquitinacao de



reguladores negativos (Axin e GSK-3B) e positivos (B-catenina) da via de
sinalizacao candénica Wnt (Han et al, 2006; Wu et al., 2009). Estudos com ratos
SMURF 1/ 2 com nocaute duplo revelaram que o SMURF2 regulou a sinalizacédo
Wnt ndao-candnica através da ubiquitinagao de PRICKLET (Narimatsu et al., 2009).
Outros estudos mostraram que o SMURF2 ubiquitina Id1 (Kong et al., 2011) foi
envolvido em diversos processos celulares, incluindo proliferacao, diferenciagao e
angiogénese (Perk et al., 2005). Assim, foi possivel observar como € importante o
estudo dessa via a fim de se determinar se a ubiquitinacdao mediada por SMURF2
de um desses ou de outros substratos proteicos ainda ndo identificados, além da
regulacao da senescéncia, desempenham um papel importante em sua fungao
como supressor de tumor (Ramkumar et al, 2012). O circ SMURF2 esta up e
down-regulated na SW480, e pode agir como um supressor de tumor. Porém,
devido as suas coordenadas, este pode desempenhar dois possiveis papéis
reguladores. Quando up-regulated, embora as evidéncias estejam fracas quando
analisadas as redes PPI e vias KEGG, ele atua junto na via da ubiquitinagcao com
circ UBE3C (hsa_circ_12017), facilitando a progressao tumoral. Quando
down-regulated, ele atua na via Wnt seguindo a interacao PPl com WNT5A,
como um supressor de tumor, podendo se relacionar com os demais circRNAs

como TGM2 e GLI3.

Em uma meta-analise dos perfis de expressao de circRNA em 1430
pacientes com CRC (Li et al,, 2021), circRNAs diferencialmente expressos no CRC
correlacionaram-se com o diametro do tumor, diferenciacao, estagio TNM,
invasao, linfonodo e metastase a distancia. Em particular, os circRNAs regulados

para cima no CRC correlacionaram-se com uma pior sobrevida geral, enquanto os



circRNAs regulados para baixo no CRC se correlacionaram com a sobrevida geral
prolongada. A comparacao entre células SW480 primarias e células SW620
metastaticas revelou 623 circRNAs diferencialmente expressos, dos quais 275
foram regulados para cima e 348 foram regulados para baixo em células SW620.
Muitos circRNAs, como aqueles derivados dos genes GLI3 e RAPGEF5, foram
regulados para niveis indetectaveis em células SW620, apesar da alta expressao
em células SW480. Curiosamente, nas analises apresentadas, ndo houve detecgao
na linhagem SW620, conforme a literatura acima, mas na linhagem SW480, circ
GLI3 estd down-regulated, associado a circ WNT5A. Porém, a transicao
epitelial-mesenquimal (EMT) € uma marca registrada do cancer que promove a
progressao maligna, especialmente durante o processo de invasao do cancer.
Uma melhor compreensao da EMT ajudaria a elucidar o mecanismo molecular
subjacente a metastase do CRC e poderia fornecer novos insights sobre a
identificacdo de potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos. Nesse artigo
publicado em 2021, GLI3 foi identificado como um regulador chave nas redes de
coexpressao e interacao proteina-proteina (PPI) envolvidas na EMT. As analises de
bioinformatica indicaram que o GLI3 teve uma alta correlagdo com os
marcadores EMT no CRC. Experimentos in vitro mostraram que o knockdown de
GLI3 atenuou as capacidades migratorias e invasivas das células CRC por meio da
influéncia da propriedade EMT, especialmente pela regulacao da fosforilacdo da
via de sinalizacdo ERK. Além disso, a maior expressao de GLI3 prediz pior
progndstico em pacientes com CRC (Shen et al, 2021). Deste modo, os resultados
apresentados neste projeto, estao de acordo com os apresentados nesse artigo

recente, onde o circ GLI3 (hsa_circ_08687) esta subexpresso na linhagem SW480,



talvez como um mecanismo de tentativa de nao progressao tumoral,

corroborando com os demais circRNAs subexpressos nesta linhagem.

Ying et al, mostraram que o circ TSPAN4 foi significativamente regulado
positivamente em tecidos LUAD de linhagens celulares. O aumento do circ
TSPAN4 foi associado ao estagio avancado de tumor, ndédulos, metastases,
nodulo linfatico e metastase a distancia. O knockdown do circ TSPAN4 mediado
por lentivirus atenuou dramaticamente a capacidade metastatica das células
LUAD tanto in vitro quanto in vivo. Mecanicamente, circ TSPAN4 interagiu
diretamente com miR-665, aumentando a expressao de ZEBI, um iniciador de
metastase bem conhecido. Foi ressaltado que a capacidade metastatica reduzida
causada pela deplecao circ TSPAN4 foi parcialmente resgatada pelo
silenciamento de miR-665 ou superexpressao de ZEBT (Ying et al, 2019). Nas
analises apresentadas, o circ TSPAN4 (hsa_circ_18995) se mostrou
down-regulated na SW480, tumor primario, indicativo que o gene TSPAN4 esteja
subexpresso, assim como descrito no artigo, que esta superexpresso apenas nas

linhagens metastaticas.

Para a linhagem metastatica SW620, os circRNAS diferencialmente
expressos com fortes evidéncias quando se foi analisada a correlacdao das redes
PPI, KEGG e termos GO foram DNMTI] (hsa_circ_28013), RUNXI, UBE3C
(hsa_circ_12017), SETD3 (hsa_circ_13006), KMT2C, ATRX (hsa_circ_0140609), FOXP1

(hsa_circ_11346) e ST18 (hsa_circ_13413).

Em um estudo, foram analisados os painéis de 12 amostras normais de

tecidos mamarios e tecidos tumorais correspondentes. Como resultado, os



pesquisadores verificaram que a expressao de ST18 estava desregulada no cancer
de mama. A regulacao negativa de ST18 parecia dever-se a hipermetilacao das
ilhas CpG (Jandrig et al, 2004). Em outro estudo alguns anos depois, através da
técnica de PCR quantitativo, os resultados indicaram que ST18 em rato era
abundantemente expresso na tiredide, medula espinhal, aorta e cérebro, e mais
modestamente no estdbmago, figado e pancreas, mas ndo no intestino. A analise
por PCR e imunofluorescéncia do pancreas dos ratos detectou alta expressao de
ST18 no pancreas alfa e beta enddcrino, mas ndao nas células acinares ou ductais.
Nas células secretoras de insulina INS832 / 13 de rato e nas células ilhotas
humanas normais, ST18 foi expresso no citoplasma (Henry et al, 2014). Mais
recentemente, Shukla et al. identificaram 14 miRNAs diferencialmente expressos
em tecido de cancer cervical e amostras de soro por meio da realizagao de analise
de sequenciamento e PCR em tempo real. Entre eles, miR-17-5p, miR-32-5p e
MiR-454-3p foram superexpressos, enguanto MmiR-409-3p foi regulado para baixo
em amostras de soro e bidpsias tumorais de pacientes com cancer cervical. Foi
observada uma correlagao inversa entre os niveis de miR-409-3p e MiR-454-3p e
a expressao de seus genes alvo MTF2 e STI18, respectivamente, em bidpsias de
cancer cervical (Li et al,, 2017). Os genes ST18 mostraram inibir a formacao de
colénias de células cancerosas em agar mole e regular a expressao génica
pré-apoptodtica e pro-inflamatdria em fibroblastos e em células B pancreaticas
(Jandrig et al, 2004; Yang et al, 2008). E interessante observar que circ ST18
(hsa_circ_13413) estd down-regulated na SW620, o que pode levar a hipdtese de

gue ele subexpresso corrobora com a progressao tumoral e metastase.



A expressao de RUNXI1 é regulada em excesso nos tecidos de CRC. O RUNXI
regulado positivamente promove a metastase celular e a transicao epitelial para
mesenquimal (EMT) do CRC, tanto in vitro quanto in vivo. RUNXI1 pode ativar a
sinalizacdo Wnt/ B-catenina nas células CRC interagindo diretamente com a
B-catenina e visando as regides promotora e potenciadora do KIT para promover
a transcricao do KIT. Essas observacdes demonstram que a regulacao positiva do
RUNXIT é um evento comum em amostras de CRC e esta intimamente
correlacionada com metastases do cancer e que RUNX1 promove EMT de células
CRC ativando a sinalizacdo de Wnt/ B-catenina. Além disso, o RUNXI é regulado
pela Wnt/ B-catenina (Li et al., 2019). Observa-se ele positivamente regulado na
linhagem celular SW620 associado a DNMT1 na rede PPI colaborando com os
resultados da literatura, também esta associado na via de cancer do KEGG onde
outros fatores como WNT5A estao presentes como um todo nos genes que fazem

parte dessa via.

Em células e tecidos CRC, a expressao de circ_0040809 e DNMTI esta
acentuadamente aumentada, engquanto a expressdo de miR-515-5p esta
diminuida. Além disso, a expressao alta do circ_0040809 esta significativamente
ligada a uma sobrevida global mais curta. Os experimentos de compensacao da
funcao celular revelam que o silenciamento do circ_0040809 inibe a proliferacao
e migragao das células CRC e promove a apoptose, enquanto a superexpressao
circ_0040809 tem os efeitos opostos. Mecanicamente, circ_0040809 se liga
competitivamente a miR-515-5p para elevar a expressao de DNMTI. O ensaio de
resgate revela que o miR-515-5p superexpresso neutraliza parcialmente o impacto

de facilitagcao do tumor circ_0040809 (Mao et al., 2021). Nas analises apresentadas,



circ DNMT1 (hsa_circ_28013) esta up-regulated na linhagem SW620, podendo
aumentar as chances de proliferacdao e migracao das células tumorais. Ele
encontra-se associado em diversos termos do GO com RUNXI também

superexpresso na linhagem metastatica.

Por andlise de uma matriz de expressdo de tumor / tecido normal, foi
descrito que a expressao de FOXP1 era menor nos tumores do célon e maior nos
tumores do estbmago e da prostata em comparagao com os tecidos normais
correspondentes (Banham et al, 2001). Em outro estudo, pela analise
imuno-histoquimica de um microarray de tecido difuso de linfoma de células B
grandes (BCL), pacientes nao tratados com uma alta porcentagem de nucleos
positivos para FOXP1 tiveram reducao significativa da sobrevida e progressao
precoce em comparagao com pacientes negativos para FOXP1 (Banham et al,
2005) (OMIM 605515). FOXP1 € um supressor de tumor no cancer de célon. No
entanto, circ FOXP1 derivado de FOXP1 € um oncogene. Em um artigo, os autores
investigaram o papel de circ FOXP1 no cancer de cdélon e o mecanismo
regulatdrio entre circ FOXP1 e Foxpl. A expressao de circ FOXP1 foi aumentada e
Foxpl foi reduzida em tecidos de cancer de coélon, que foram associados a uma
baixa taxa de sobrevida geral dos pacientes com cancer de cdlon. O circ FOXP1
recrutou DNMT1 para o promotor de Foxpl, levando a hipermetilacdao do
promotor, inibindo assim a transcricao de Foxpl. O circ FOXP1 pode regular a
metilacao e desmetilacdo do DNA para coordenar a proliferacao das células
cancerigenas do coélon e participar nas respostas aos medicamentos de
guimioterapia. Assim, circ FOXP1 pode ser um alvo terapéutico potencial para o

cancer de coélon (Luo et al, 2020). Na linhagem SW620, circ FOXP1 (hsa_circ_11346)



esta subexpresso, podendo estar associado a uma tentativa de nao progressao

tumoral na linhagem metastatica e melhor sobrevida de acordo com a literatura.

O carcinoma epidermoide oral (CECO) é um dos tipos mais comuns de
cancer de cabeca e pescoco. No entanto, os mecanismos subjacentes a
patogénese do CECO permanecem obscuros. Em um estudo de 2021, verificou-se
gue circ MTOI foi regulado positivamente em células e tecidos tumorais CECO.
Verificou-se que o knockdown de circ MTOI inibiu a proliferacdao, migragcao e
invasdo de células CECO. Além disso, os autores conduziram uma série de
experimentos para elucidar os mecanismos subjacentes. Um novo eixo circ MTO]
/ miR-320a / ATRX foi identificado. Os resultados sugeriram que circ MTOI1
modulou a expressao de ATRX para acelerar a progressao de CECO por esponja
mMiR-320a (Zou et al, 2021). Em outro estudo, os autores encontraram mudangas
extensas na acessibilidade da cromatina em regides repetitivas do DNA e regides
regulatdrias nao repetitivas apds a perda de ATRX. Essas mudancas estavam
altamente correlacionadas com as mudancgas na transcricao, que levavam a
alteracdes nas vias de sinalizagdao relacionadas ao cancer, como a regulagcao
positiva da via do TGF-B e a regulacao negativa da familia de proteinas da
caderina. Esses achados indicaram que a deficiéncia de ATRX induziu mudancgas
epigenéticas e promoveu a tumorigénese por meio da instabilidade do genoma
e mudancas na transcricao (Junbo et al, 2019). Na analise apresentada, o circ
ATRX (hsa_circ_0140609) encontra-se sub regulado na SW620, podendo estar

associado a uma maior taxa de progressao tumoral no CRC.



Em um estudo de 2020, os autores discutem sobre a histona 3 lisina 4
(H3K4) monometilase KMT2C que sofre mutacao em varios tipos de cancer, no
entanto, os efeitos das mutacdes na organizacao do epigenoma, na expressao
génica e no crescimento celular nao sao claros. Uma mutacao frequentemente
recorrente no cancer colorretal (CRC) com instabilidade de microssatélites € uma
Unica delecao de nucleotideo dentro da repeticao do exon 38 poli-A (9)
(c.8390delA). Para estudar os efeitos da expressao de KMT2C em células CRC, eles
restauraram um alelo para KMT2C de tipo selvagem nas duas linhas de células de
CRC RKO e HCTT116, que sao mutantes ¢.8390delA homozigotos. A restauracao de
KMT2C reduziu o crescimento de células CRC e reforcou a deposi¢cao de H3K4mel
em todo o genoma em potenciadores, no entanto, os efeitos variaram
dependendo do status de H3K4mel das células deficientes em KMT2C. Os
resultados indicam que a inativacdo de KMT2C pode promover o
desenvolvimento de cancer colorretal por meio da desregulacao da transcricao
em varias vias com relevancia conhecida para o cancer (Larsson et al,, 2020). As
analises apresentam circ KMT2C subexpresso na linhagem celular SW620,

podendo levar a ideia de uma progressao tumoral facilitada.

Os perfis de expressao e fungdes de circRNAs no carcinoma hepatocelular
(HCC) sao amplamente obscuros. Neste artigo publicado, circ SETD3
(hsa_circRNA_0000567/ hsa_circRNA_101436) foi significativamente regulado para
baixo em tecidos e linhas celulares de HCC. A baixa expressao de circ SETD3 em
tecidos de HCC previu significativamente um progndstico desfavoravel e foi
correlacionada com tamanho maior do tumor e diferenciacao pobre de HCC em

pacientes. Experimentos in vitro mostraram que circ SETD3 inibiu a proliferacao



de células HCC e induziu a parada Gl / S em células HCC. Estudos in vivo
revelaram que circ SETD3 foi superexpresso de forma estavel emm um modelo de
xenoenxerto de camundongo e inibiu o crescimento de HCC. Além disso, foi
demonstrado que circ SETD3 atua como uma esponja para miR-421 e verificou-se
qgue a proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) 14 é um novo alvo de
mMiR-421 (Xu et al, 2019). Em uma revisao, circ SETD3 (hsa_circ_0000567), foi
encontrado para ser significativamente regulado para baixo em tecidos CRC em
comparagao com aqueles em tecidos nao tumorais, esta regulagao negativa foi
intimamente correlacionada com o tamanho do tumor, metastases linfaticas e
metastases distais no CRC (Hao et al., 2019). Estando em similaridade encontrada
na literatura, o circ SETD3 (hsa_circ_13006) apresentado nas analises, esta
subexpresso na linhagem SW620, colaborando com a progressao tumoral assim
como os demais circRNAs encontrados associados a ele nas redes PPl como

ATRX, FOXPT e KMT2C.

O circ UBE3C ja citado anteriormente para a linhagem SW480, também
estd expresso na linhagem SW620, mas down-regulated. Em um estudo sobre o
carcinoma de células renais (CCR) o qual apresenta um progndstico
extremamente ruim devido ao alto potencial de crescimento tumoral, invasao
vascular, metastase e recorréncia, os autores demonstraram que a proteina
UBE3C pode ser um fator determinante para o crescimento e metastase de CCR.
A expressao de UBE3C foi aumentada em tecidos CCR em comparagao com
tecidos normais adjacentes. Pacientes com CCR com alta expressao da proteina
UBE3C em tumores foram associados com sobrevida pds-operatdria

significativamente pior. A destruicao da expressao de UBE3C em células ACHN



inibiu a proliferacao celular, migracdes e invasividade in vitro, enquanto a
superexpressao de UBE3C em células 786-O exerceu os efeitos opostos. UBE3C
regulou positivamente os niveis de proteina B-catenina e promoveu o acumulo
nuclear de B-catenina, levando a ativacdo da via de sinalizacdo Wnt/ B-catenina
em células CCR. Essas observacdes sugerem que o UBE3C desempenha um
papel importante no desenvolvimento e progressao do CCR (Wen et al,, 2015). Na
linhagem SW480, ele parece estar associado a progressao tumoral, porém na
linhagem SWG620, ele encontra-se down-regulated, como circ FOXP]1, podendo

estar associado com uma nao progressao do tumor metastatico.



Conclusao

Na comparacao entre metodologias de preparo de bibliotecas de
RNA-sequencing, o preparo especifico utilizando RNAse R para deteccao de
circRNAs foi mais eficiente na chamada dos circRNAs do que o preparo padrao

da biblioteca, comprovando a nossa hipdtese.

Existem diversos algoritmos de deteccao para circRNAs provenientes de
experimentos de RNA-Seq comum ou especifico com tratamento de RNAse R,
mas poucos mostraram eficiéncia na detecgao correta dos RNAS circulares e isso
continua sendo uma area em desenvolvimento e melhoramento continuo. A
escolha do circExplorer mostrou-se com mais resultados confidveis de acordo
com os dados obtidos das analises que colaboram com o descrito na literatura e
as revisdes disponiveis de comparacao publicadas de diversos autores
comparando-o a outros algoritmos de detecgao. A desvantagem de se usar o
circExplorer se mostrou apenas no tempo de processamento e capacidade da

magquina que deve-se ter.

Os algoritmos de estimativa de transcritos escolhidos para essa analise, ja
bem descritos na literatura, Kallisto e RSEM, embora utilizem metodologias
diferentes para contagem, apresentaram resultados similares para analise da

expressao dos circRNAs.

Nas analises de expressao diferencial realizadas, pode-se perceber um

papel importante dos circRNAs TGM2, TSPAN4 (hsa_circ_18995), WNT5A, GLI3



(hsa_circ_08687), SMURF2 e UBE3C (hsa_circ_12017) na linhagem SW480 do

tumor primario.

Alguns circRNAs parecem estar envolvidos em processos bioldégicos na

tentativa de influenciar na inibicao da progressao tumoral.

A regulacao negativa de circ TGM2 pode inibir a angiogénese e a expressao
de B-catenina influenciando positivamente na nao progressao do CRC. Pode-se
hipotetizar, que o circ TGM2 pouco expresso também pode estar influenciando
na via Wnt do KEGG, que se encontra down regulada, com circ WNT5A e circ
NFAT, suprimindo essa via, e colaborando na supressao da progressao tumoral. O
circ WNT5A quando pouco expresso, também pode inibir a tumorigénese. A
menor expressao do circ GLI3 pode colaborar nesse processo de supressao de
tumor, ja que quando este apresenta uma expressao elevada, esta associado a
pior prognostico dos pacientes com CRC. O knockdown do circ TSPAN4 pode
atenuar dramaticamente a capacidade metastatica das células, ele se mostrou

down-regulated na SW480.

Em outra analise, alguns circRNAs podem estar envolvidos na progressao

tumoral regulando ela positivamente.

O circ UBE3C (hsa_circ_12017) na linhagem SW480 encontra-se
up-regulated, assim ele pode ser um oncogene candidato envolvido no
desenvolvimento e progressao do tumor. Ja o circ SMURF2 esta up e
down-regulated na SW480, assim, ele pode desempenhar papéis distintos
dependendo da via que se correlaciona. Ele pode agir como um supressor de

tumor, porém, quando esta up-regulated, embora as evidéncias estejam fracas,



ele pode atuar junto na via da ubiquitinacdo com circ UBE3C (hsa_circ_12017),
facilitando a progressao tumoral. Quando down-regulated, ele pode atuar na via
Wnt seguindo a interagao PPl com WNT5A, como um supressor de tumor,

podendo se relacionar com os demais circRNAs como TGM2 e GLI3.

Nas analises de expressdao diferencial realizadas, pode-se perceber um
papel importante dos circRNAs DNMT1 (hsa_circ_28013), RUNXI, UBE3C
(hsa_circ_12017), SETD3 (hsa_circ_13006), KMT2C, ATRX (hsa_circ_0140609), FOXP1
(hsa_circ_11346) e ST18 (hsa_circ_13413) na linhagem SW620, em um possivel papel

epigenético dos circRNAs na progressao tumoral do CRC.

E possivel observar uma via geral com circRNAS os quais estdo sub
expressos e podem influenciar no avanco do CRC, como o circ ST18, sub expresso
pode corroborar com a progressao tumoral e metastase, o circ ATRX, onde sua
deficiéncia pode induzir mudancas epigenéticas e promover a tumorigénese por
meio da instabilidade do genoma e mudancas na transcricao, circ KMT2C
down-regulated pode promover o desenvolvimento de cancer colorretal por
meio da desregulacao da transcricdo em varias vias com relevancia conhecida
para o cancer e o circ SETD3 encontrado para ser significativamente regulado
para baixo em tecidos CRC em comparagao com aqueles em tecidos nao
tumorais, pode estar correlacionado com o avan¢co no tamanho do tumor,

metastases linfaticas e metastases distais no CRC.

Ha ainda os circRNAs up-regulated, como o circ DNMTI, que quando
superexpresso colabora na proliferacao e migracao das células tumorais, e circ

RUNX]I, up-regulated, ajuda no processo de metastase.



Embora encontremos diversos papéis dos circRNAs relacionados a
manutencao e avanco da progressao tumoral, ha aqueles circRNAs
dow-regulated que podem estar associados a uma resposta de break da
progressao, como circ UBE3C e circ FOXP1. Com a destruicao da expressao de
UBE3C, pode haver uma inibicdo da proliferacdo celular, da migracao e
invasividade das células tumorais. O circ FOXP1 quando down-regulated pode
aumentar a sobrevida dos pacientes e colaborar para uma progressao tumoral

mais lenta.

Importantes vias e perfis de expressao para esclarecimento do
envolvimento dos circRNAs no cancer colorretal foram detectadas. Uma analise
mais profunda sobre correlagao com fatores de transcricao e miRNAS precisa ser
feita para um melhor entendimento do mecanismo de acao desses circRNAs. A
literatura disponivel sobre os circRNAs e seu papel na regulacao e manutencao
tumoral é escassa e com poucas evidéncias. Pretendemos usar dados de
sequenciamento dessas mesmas linhagens disponiveis em nosso laboratério
para correlacionar as acdes e implicacdes da expressao dos circRNAs na
progressao tumoral do CRC, além de validar os alvos descritos em experimentos
subjacentes como gRT-PCR e verificar a eficiéncia do pipeline aplicado nas

analises apresentadas.



Anexo 1: Relatdrio FASTQC

QFastQCRepor‘c

Thu 15 Mar 2018
SW480-Circ-BC4_S2_L001_R1_001 fastq.gz

Summary

. @Basic Statistics

. @Per base sequence quality

. @Pertile sequence quality

. @Per sequence quality scores
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. @Per sequence GC content
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. @Sequence Duplication Levels
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. @Kmer Content

@Basic statistics

Measure Value

Filename SW480-Circ-
BC4_S2_L001_R1_001.fastq.gz

File type Conventional base calls
Encoding Sanger / lllumina 1.9
Total Sequences 22815504
Sequences flagged as poor 0
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Sequence length 35-150

%GC 57
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@Per tile sequence quality
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@) sequence Length Distribution

Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length

6000000
5000000
4000000
3000000
2000000

1000000

30-34  40-44 50-54 6064 70-74 5084 90-64 100-104 110-114 120-124 130-134 140-144 150-151
Seguence Length (bp)



@Sequence Duplication Levels
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@Overrepresented sequences

Sequence
CCCACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTITGGGGAAATCGC
CCCCACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTT GGGGAAATCG
CACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGGGGAAATCGCAG
CCACAAATTATGCAGTCGAGTTITCCCACATTTGGGGAAATCGCAGGGGTC
CCTTAGGCAACCTGGTGGTCCCCCG CTCCCGGGAGGTCACCATATIGATG
CCACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGGGGAAATCGCA
CACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGGGGAAATCG CAGGGGTCA
CTTAGGCAACCTGGTGGTCCCCCGCTCCCGGGAGGTCACCATATTGATGC
CTTGAACTCTCTCTTCAAAGTTCTTTTCAACTITCCCTTACGGTACTTGT
CCGGTATTTAGCCTTAGATGGAGTTTACCACCCGCTTTGGGCTGCATTCC
CTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGG GGAAATCGCAGGG
GTCGGCATGTATTAGCTCTAGAATTACCACAGTTATCCAAGTAGGAGAGG
CTTCCGTACGCCACATGTCCCGCGCCCCGCCGCEGGGCEGGRATTCGGEG
CGCCACTCCGGATTCGGGGATCTGAACCCGACTCCCTTTCGATCGGCCGA
GCCCTCTTGAACTCTCTCTTCAAAGTTCTTTTCAACTTTCCCTTACGGTA
CTCCGTTTCCGACCTGG GCCGGTTCACCCCTCCTTAGGCAACCTGGTGGT
GTCCCCCACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTITGGGGAAA
CTGGATAGTAGGTAGGGACAGTGGGAATCTCGTTCATCCATTCATGCGEG
CTAACACGTGCGCTCGTGCTCCACCTCCCCG GCGCG GCGGGCGAGACGGG
CCCGAAGTTACGGATCCGGCTTGCCGACTTCCCTTACCTACATTGTTCCA
GTCGAGTTTCCCACATTT GGGGAAATCGCAGGGGTCAGCACATCCGGAGT
CCCCTCCTTAGGCAACCTGGTGGTCCCCCGCTCCCGGGAGGTCACCATAT
CGGGCTTCTTACCCATTTAAAGTT TGAGAATAGGTTGAGATCGTITCGGC
GGCAGACGTTCGAATGGGTCGTCGCCGCCACGGGGGGCETGCGATCGGLE
CTTAGAGCCAATCCTTATCCCGAAGTTACGGATCCGGCTTGCCGACTTCC
CTCTTGAACTCTCTCTTCAAAGTTCTTTTCAACTTTCCCTTACGGTACTT
GTCTGTTCCAAGCTCCGGCAAAGGAGGCATCCGCCGGGLCCCTCCCCGAA
ACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGGGGAAATCGCAGS
CTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTICTCAGGCTCCCTCTCCGGA

GGCATGTATTAGCTCTAGAATTACCACAGTTATCCAAGTAGGAGAGGAGC

Count

599474

493632

286182

258926

235425

205985

186391

153776

132256

124613

108846

101569

97344

96166

81959

79092

73708

66022

64534

63187

62239

56443

54736

54123

52233

51168

50493

47000

46176

46004

Percentage
26.274.852.398.614.500
2.163.581.396.229.510
12.543.312.652.659.300
11.348.686.402.018.500
1.031.864.121.870.810
0.90282905869622659
0.8169488607396094
0.6739978218320314
0.5796759957614788
0.5461768453531909
0.4770703290183728
0.4451753509368016
0.42884873373825094
0.42149408577605824
0.35922502522845867
0.3466590087 161782
0.32306102026060873
0.2893734015255591
0.28285152061510455
0.2769476405167293
0.27279257122700423
0.24741070808692195
0.238907038656231292
0.23722026916433667
0.2289364284917835
0.224268550017567
0.22131003549165515
0.20600027069312166
0.20238869147926777

0.20163481814822062

Possible
Source

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit



ACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGGGGAAATCGCAGGGGT

CCTCCTTAGGCAACCTGGTGGTCCCCCGCTCCCGGGAGGTCACCATATTG

CCCTCCTTAGGCAACCTGGTGGTCCCCCGCTCCCG GGAGGTCACCATATT

CGGTATTTAGCCTTAGATGGAGTTTACCACCCGCTTTGGGCTGCATTCCC

CTCCTTAGGCAACCTGGTGGTCCCCCGCTCCCGGGAGGTCACCATATTGA

CCGTTTCCGACCTGGGCCGGTTCACCCCTCCTTAGGCAACCTGGTGGTCC

CCCCCACTACCACAAATTATGCAGTCGAGTTTCCCACATTTGGGGAAATC

CTGCTGTCTATATCAACCAACACCTTTTCTGGGGTCTGATGAGCGTCGGC

CCACTCTCGACTGCCGGCGACGGCCGGGTATGGGCCCGACGCTCCAGCGE

CCGTACGCCACATGTCCCGCGCCCCGCCGCGGGGCEGGGATTCGGCGCTG

CTCGACTGCCGGCGACGGCCGGGTATGGGCCCGACGCTCCAGCGCCATCC

CCCGGGGCTCCCGCCGGCTTCTCCGGGATCGGTCGCGTTACCGCACTGGA

CGTGAGTCTGTTCCAAGCTCCGGCAAAGGAGGCATCCGCCGGGCCCCTCC

GGCAACCTGGTGGTCCCCCGCTCCCGGGAGGTCACCATATT GATGCCGAA

CTGATGAGCGTCGGCATCGGGCGCCTTAACCCGGCGTTCGGTTCATCCCG

CTTAGATGGAGTTTACCACCCGCTTTGGGCTGCATTCCCAAGCAACCTGA

CTGGGAACTCACCTCCCCGAAGCTCAGGGAGAGCCCTGTTAGGGCCGCCT

GTTGG GATCTGATAAATGCACGCATCCCCCCCGCGAAGGGGGTCAG

GTTTCCGACCTGGGCCGGTTCACCCCTCCTTAGGCAACCTGGTGGTCCCC

CCGGGGCTCCCGCCGGCTTCTCCGGGATCGGTCGCGTTACCGCACTGGAC

CTTACCTACATTGTTCCAACATGCCAGAGGCTGTTCACCTTGGAGACCTG

CGGATAAAACTGCGTGGCG GGG TGCGTCGGGTCT GCGAGAGCGCCAGET

CTCACTTCGCTGGCCGTGAGTCTGTTCCAAGCTCCGGCAAAGGAGGCATC

CCCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCTAACACGTGCGCTCGTGCTC

CAGGCTGGAGTGCAGTGGCTATTCACAGGCGCGATCCCACTACTGATCAG

TGAGCGTCGGCATCGGGCGCCTTAACCCGGCGTTICGGTTCATCCCGCAGC

GTTTTGATCTGATAAATGCACGCATCCCCCCCGCGAAGGGGGTCAGCGCC

CTGGGCTCTTCCCTGTTCACTCGCCGTTACT GAGGGAATCCTGGTTAGTT

CTCGCATTCCACGCCCGGCTCCACGCCAGCGAGCCGGGCTTCTTACCCAT

CCGAGGTTATCTAGAGTCACCAAAGCCGCCGGCGCCCGCCCCCCGGLCEG

CCGAAGTTACGGATCCGGCTTGCCGACTTCCCTTACCTACATTGTTCCAA

CTCGATCAGAAGGACTTGGGCCCCCCACGAGCGGCGCCGGGGAGCGGGTC

GATAAAACTGCGTGGCGGGGGTGCGTCGG GTCTGCGAGAGCGCCAGCTAT

45346

45479

44638

43056

43064

42166

41456

39992

39282

38923

38272

38112

36859

35730

35132

34399

32290

32289

31869

31765

30607

30590

30245

30037

29890

29353

29328

29287

29226

27733

27675

27656

0.20094 230659993306

0.1993337512947336

0.19564 766134467157

0.1926584659273799

0.18874384376569344

0.18481292370310995

0.181701004720299

0.17528431543743236

0.17217239645462137

0.17059890502528458

0.16774558212696067

0.1670443046097075

0.16155242505271852

0.15660403557160077

0.15298301085086702

0.1507702832249509

0.14436674289553278

0.14152656895065743

0.14152218596617458

0.139681332483385

0.1392255020971704

0.13415000606605054

0.13407549532984236

0.13256336568326518

0.13165170491083608

0.13100740619185972

0.12865374352457873

0.12854416891250792

0.12836446654871178

0.12809710449525902

0.12155330866239027

0.121299095562386

0.12121581885721218

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit



CCGGGATCGGTCGCGTTACCGCACTGGACGCCTCGCGGCGCCCATCTCCG

AGACGTTCGAATGGGTCGTCGCCGLCCACGGGGGGLGTGCGATCGGCCCGA

CTGGAGTGCAGTGGCTATTCACAGG CGCGATCCCACTACTGATCAGCACG

CCAGGCTGGAGTGCAGTGGCTATTCACAGGCGCGATCCCACTACTGATCA

CAGTTATCCAAGTAGGAGAGGAGCGAGCGACCAAAGGAACCATAACT GAT

GGATAAAACTGCGTGGCGGGGGTGCEGTCGGGTCTGCCGAGAGCGCCAGCTA

GTCTGACCTCGCGCGGAGCCCCGTTCTCTGGGAACTCACCTCCCCGAAGC

CACAGTTATCCAAGTAGGAGAGGAGCGAGCGACCAAAGGAACCATAACTG

CGGGGCTCCCGCCGGCTTCTCCGGGATCGGTCGCGTTACCGCACTGGACG

CCGCCACTCCGGATTCGGGGATCTGAACCCGACTCCCTTTCGATCGGCCG

CCCTCTTGAACTCTCTCTTCAAAGTTCTTTTCAACTTTCCCTTACGGTAC

CCCGCTTTGGGCTGCATTCCCAAGCAACCCGACTCCGGGAAGACCCGGGC

CGCGTAACTAGTTAGCATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATCGGAATTAACCA

CTGAATTGGGTTATGAGGTCCCCTGCGGGGTACCTCACCTCAGCCATT GA

TGATGAGCGTCGGCATCGGGCGCCTTAACCCGGCGTTCGGTTCATCCCGC

CCGGATTCGGGGATCTGAACCCGACTCCCTTTCGATCGGCCGAGGGCAAC

CTCGTGCCGGTATTTAGCCTTAGATGGAGTTTACCACCCGCTTTGGGCTG

GTCGATGCGTGGAGTGGACGGAGCAAGCTCCTATTCCATCTCCTATITCC

CGGATTTTCAAGGGCCAGCGAGAGCTCACCGGACGCCGUCG GAACCGCGA

CGGGTCTTCCGTACGCCACATGTCCCGCGCCCCGCCGCGGGGLGGGEGATT

CCGGATTTTCAAGGGCCAGCGAGAGCTCACCGGACGCCGCCGGAACCGLG

CCCCGCCTCACCGGGTCAGTGAAAAAACGATCAGAGTAGTGGTATTTCAC

27495

27155

26814

26275

25880

25804

25665

25648

25599

25624

25414

25307

25285

25247

24536

24462

24342

23967

23349

23727

23005

22980

0.1205101583554 7617

0.11901994363131316

0.11752534592266732

0.1151629172864 2068

0.11386993686398512

0.11309853159500662

0.11243829675189293

0.11241473601568478

0.1122000197 7602599

0.11187129593981356

0.11138916764670192

0.11082018830703894

0.1108237626454 1662

0.11065720923806897

0.10754090727077517

0.10721656641904558

0.10669060828110569

0.10504698910004356

0.10452979693106933

0.10399507282416377

0.10083055802755882

0.10072098341548799

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

No Hit

Mo Hit

No Hit

No Hit
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Sequence Count PValue Obs/Exp Max Max Obs/Exp Position
CCCCACT 101015 0.0 69.23689 1
TCCCCCA 19170 0.0 55.463863
CGAAACG 2710 0.0 49.21502
TCGAAAC 2750 0.0 46.686108
GTCAAAA 8720 0.0 46.671295
GAAACGT 3020 0.0 45.814205
CGTGCAA 3060 0.0 43.989624
CCACTAC 211660 0.0 40.875816
AATTGCC 11700 0.0 40.697105
AGGTCGA 10560 0.0 40.604828
CACTACC 218690 0.0 40.39683
AAATTGC 12070 0.0 39.9141
ATTGCCA 12210 0.0 39.150616
GGTCGAT 11735 0.0 37.92
ACCACAA 258720 0.0 36.74508
AAACGTG 3830 0.0 36.45065
CCCGCTA 9050 0.0 35.741432
CTACCAC 280050 0.0 35.54667
ACGTGCA 3855 0.0 35.40273
CCCACTA 244475 0.0 35.373905
Produced by FastQC (version 0.11.5)
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Anexo 2: Relatdrio RNASEQC

Total Reads
_Tntal Purity Alternative Failed Read Estimated
Sample Note Flg:;zir?:::s Aligments Vegﬁ:;lt‘lc Length Library Size
SW480circlanel sw480 39,560,458 149 622 909 MNA 150 MNA
SW480circlane?2  sw480 37,987,089 147 278 579 NA 150 NA
SW480circlane3 sw480 35,079,903 132,645 636 MNA 150 NA
SW480circlaned sw480 34,749,886 142,885,837 NA 150 NA
SW480ribolane1l sw480 47 344 410 94,151,353 MNA 150 MNA
SW480ribolane?2 sw480 45 852,108 92,440,362 NA 150 MNA
SW480ribolane3 sw480 42 225 524 83,799,483 MNA 150 NA
SW480ribolaned sw480 43 585,602 86,617,825 NA 150 NA
SWe20circlanel sw620 41,986,237 150,284,579 NA 150 NA
SWe20circlane2  sw620 41,876,597 146,215 403 MNA 150 MNA
SWE20circlaned  sw620 38,358,688 124 875 515 NA 150 MNA
SWE20circlaned sw620 39613179 140,258 862 MNA 150 NA
SWe20ribolane1l sw620 41,123,340 92,251,975 NA 150 NA
SWe20ribolane?2 sw620 39,632,144 88,204 270 MNA 150 MNA
SWe20ribolane3d sw620 36,842 650 81,668,252 NA 150 MNA
SWe20ribolaned sw620 37,770,646 84,064,121 NA 150 MNA

Total Purity Filtered Reads Sequenced are filtered for vendor fail flags and exclude alternative alignment
reads. Altemative Aligm ents are duplicate read entries providing alternative coordinates. Failed Vendor
QC Check are reads which have been designated as failed by the sequencer. Read Length is the maximum
length found for all reads. Estimated Library Size isthe number of expected fragments based upon the total
number of reads and duplication rate assuming a Poisson distribution.

Mapped Reads

. Ma;_}ped Unique Duplication Base
Sample Note Mapped MaRF;FtHEng T;?::: g::gu:f R.atllz:l of R?;te of Mismatch rRNA r:l':l:

Total Mapped Mapped Rate
SW480circlane1 sw480 39,560,458 1.000 39,560,458 1.000 1.000 NA 0.007 2,346,127 0.059
SW480circlane?2 sw480 37,987,080 1.000 37,987,080 1.000 1.000 NA 0.008 2,256,868 0.059
SW480circlane3 sw480 35,079,903 1.000 35,079,903 1.000 1.000 NA 0.008 1852492 0.053
SW480circlaned4 sw480 34749836 1.000 34749886 1.000 1.000 NA 0.008 370,855 0.0M
SW480ribolane1 sw480 47,344 410 1.000 47,344 410 1.000 1.000 NA 0.007 4477839 0.095
SW480ribolane2 sw480 45852108 1.000 45,852,108 1.000 1.000 NA 0.007 4,161,410 0.091
SW480ribolane3 sw480 42225524 1.000 42225524 1.000 1.000 NA 0.008 3,931,920 0.093
SW480ribolaned sw480 43585602 1.000 43585602 1.000 1.000 NA 0.008 4062991 0.093
SW620circlane1 swB20 41986237 1.000 41986237 1.000 1.000 NA 0.007 1,340,043 0.032
SW620circlane2 sw620 41,876,597 1.000 41,876,597 1.000 1.000 NA 0.008 3,198,873 0.076
SWE20circlane3 swB20 38,358,688 1.000 38,358,688 1.000 1.000 NA 0.009 2725174 0.071
SW820circlane4 sw820 39613179 1.000 39613179 1.000 1.000 NA 0.008 3,001,312 0.076
SW620ribolane1 swB20 41,123 340 1.000 41123340 1.000 1.000 NA 0.007 4,710,730 0.115
SW620ribolane2 swB20 39,632 144  1.000 39,632 144 1.000 1.000 NA 0.007 4597796 0.116

SWE20rbolane3 swb20 36,842 650 1.000 36,842650 1.000 1.000 NA 0.008 4275027 0.116



Mapped reads are those that were aligned. Mapping Rate is per total reads. Mapped Unigue are both aligned
as well as non-duplicate reads. Mapped Unique Rate of Total is per total reads. Unique Rate of Mapped
are unique reads divided by all mapped reads. Duplication Rate of Mapped is the duplicate read divided by
total mapped reads. Base Mismatch Rate is the number of bases not matching the reference divided by the
total number of aligned bases. rRNA reads are non-duplicate and duplic ate reads aligning to rRNA regions as
defined in the transcript model definition. rRNA Rate is per total reads.

Mate Pairs
; End 1 End 2 End 1 End 2 Fragment
sample Note Mapped Pairs UnPars!  Mapping Mapping Mismatch  Mismatch L:;gmﬁg;“ Length  Chimeric Pairs
Rate Rate Rate Rate stdDev
SWdeOciclaned  swd80 18,554 805 NA 1.000 1.000 0.006 0.008 125 74 2241858
SW4g0ciclane2 w420 18,123,068 NA 1.000 1.000 0.007 0.009 126 72 2,077,450
SW4s0ciclane w420 16,203,872 A 1.000 1.000 0.008 0.008 128 75 2219844
SWde0crdlaned  SwAB0 17,340,750 NA 1.000 1.000 0.007 0.010 125 71 2,127,427
SwdsOribolanel  swaS0 23,650,203 A 1.000 1.000 0.006 0.008 136 128 7,206,625
Sw4slribolane?  swdg0 22,911,330 NA 1.000 1.000 0.006 0.008 137 140 5,950,204
SW4sOribolaned  swaS0 21,008,233 A 1.000 1.000 0.007 0.008 137 129 6,474,046
SWdslribolaned  swdB0 21781541 NA 1.000 1.000 0.006 0.009 137 140 5,609,745
SWEciclanel  SwB20 20,743,050 A 1.000 1.000 0.006 0.008 126 26 2,037,375
SWEciclane?  swS20 19,925 338 NA 1.000 1.000 0.007 0.009 126 84 3,027,832
SWE20ciclane?  swB20 18,327,063 NA 1.000 1.000 0.008 0.009 127 o1 2,845,761
SWEciclaned  swB20 18745784 NA 1.000 1.000 0.006 0.010 127 7 704,649
SWE20ribolane1  sw620 20,550,648 NA 1.000 1.000 0.006 0.007 13 130 7,006,639
SWE20ribolane?  sw820 19,805,301 NA 1.000 1.000 0.006 0.008 13 122 5,983,040
SWE20ribolaned  swe20 18,412 206 NA 1.000 1.000 0.007 0.008 EN 124 5,370,038
SWE20ribolaned  swG20 18,875,880 NA 1.000 1.000 0.006 0.009 173 121 5,551,873

Mapped Pairs is the total number of pairs for w hich both ends map. Unpaired Reads are the number of reads
that are lacking a mate. End 1/2 Mapping Rate is the number of mapped divided by the total number of
End1/End2 reads. End 1/2 Mismatch Rate is the number of End 1 and 2 bases not matching the reference
divided by the total number of mapped End 1 and 2 bases. Fragment Length Mean/StdDev is themean
distance, standard deviation between the start of an upstream read and the end of the downstream one. Only
fragments contained within single exons are used. Chimeric Pairs are pairs whose mates map to different
genes.

Transcript-associated Reads

Intragenic Exonic  Intronic Intergen . . Expressio roncoiipts  Genes

Sample Note R.Ete Rate Rate  ic Rgte Split Reads E;E?:IL'{';’? Deteckfcl Detected
SW4B0circlanel  sw480 0.654 0.329 0325 0284 1644164 0329 105992 17,058
SW4B0ciclane2  sw480 0.662 0.343 0319 0292 1,564,855 0343 105441 16,976
SW4B0ciclane?  sw480 0.659 0.331 0328 0209 1,455 506 033 104025 16,773
SW4B0ciclaned  sw480 0.703 0.363 0341 0295 1486515 0363 104438 16872
SW4B0ribolanel  sw4B0 0.803 0.501 0302 0197 6582567 0.501 123211 21,356
SW4B0ribolane?  sw480 0.798 0.499 0299 0201 6,256,447 0499 123019 21448
SW4BOribolane3  sw480 0.801 0.501 0300 0198 5303961 0.501 122070 21,100
SW4B0ribolaned  sw4B0 0.806 0.497 0309 0194 5056986 0497 122400 21214
SWe20circlanel  swé20 0.729 0.354 0.375 0250 2,001,220 0354 111001 18,073
SWe20cirlane2  swh20 0.694 0.349 045 0257 1,909,980 0349 110,698 18,027
SWE20ciclaned  swh20 0.685 0.324 0360 0270 1,766,190 0324 109691 17,770
SWe20cirlaned  swh20 0.690 0.389 0301 0256  1.814739 0389 110120 17931
SWe20ribolanel  swe20 0.785 0.473 0311 0215 4,661,365 0473 118921 20,390
SWe20ribolane?  swh20 0.785 0.468 0317 0215 443175 0468 118762 20,378
SWe20ribolane3  swh20 0.776 0.464 0311 0224 4,123,847 0464 117620 20,088

SWe20ribolaned  swi20 0.779 0.466 033 0221 422693 0.466 17927 20,168



All of the above rates are per mapped read. Intragenic Rate refers to the fraction of reads that map within

genes (within introns or exons). Exonic Rate is the fraction mapping within exons. Intrenic Rate is the
fraction mapping within introns. Intergenic Rate is the fraction mapping in the genomic space between

genes. Split Reads is the number of reads spanning an exon exon junction. Expression Profile Efficiency
is the ratio of exon reads to total reads. Transcripts/Genes Detected is the number of transcripts/Genes
with at least 5 reads.

Strand Specificity

Sample

SW4a0circlanel
SW4B0circlane2
SW480circlane3
SW4B0circlaned
SW4B0ribolane
SW4B0ribolane2
SW48B0ribolane3
SW4B0ribolane4
SWE20circlane
SW620circlane2
SWE20circlanel
SWe20circlaned
SWe20ribalane
SW620ribolane2
SWe20ribolane3
SW620ribolaned

Note

swdB0
sw4B0
swdB0
sw4B0
sw4B0
sw4B0
sw4B0
sw4B0
swiB20
SwE20
swB20
SwE20
swiB20
swiE20
swE20
swiE20

End 1
Sense

545,152
533,659
477128
507 437
708,734
721,721
714,525
728,645
750,543
723,689
652,945
689,631
713,782
755,462
615,738
686,293

10,990,569
10,532,867

9,563,169
10,279,705
16,366,876
15,785,336
14,576,854
15,169,553
12,488,809
12,075,668
10,324,309
11,001,170
13,913,947
13,407,433
12,279,663
12725358

End 1 Antisense End 2 Sense

10,976,987
10,512,903

9,534 499
10,254,734
16,369,808
15,808,411
14,583,651
15,180,649
12,452,818
12,045,562
10,312,334
10,949,876
13,918,583
13415127
12285822
12,733,388

End 2
Antisense

543,385
531,547
475,439
505,245
705,996
718,855
712,076
725,733
746,950
720,389
548,911
686,557
710,124
752,900
610,916
682,816

End1%
Sense

4726
4.822
4752
4704
4.151
4372
4.673
4.583
5.669
5.654
5.948
5.899
4.830
5334
4775
5117

End 2%
Sense

95.283
95.187
95.250
95.304
95.866
95.650
95.345
95.437
94.341
94.357
94.071
94.100
95.146
94.686
95.263
94.911

End 1/2 Sense are the number of End 1 or 2 reads that were sequenced in the sense direction. Similarly,
End 1/2 Antisense are the number of End 1 or 2 reads that were sequenced in the antisense direction End

1/2 Sense % are percentages of intragenic End 1/2 reads that were sequenced in the sense direction.
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