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RESUMO

A angiogénese é o processo de formacgdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes. A angiogénese fisioldgica € bastante restrita durante a fase
adulta e ela ocorre sob delicado controle da expresséo génica. Doencas dependentes
de angiogénese, como retinopatias e cancer, induzem fatores capazes de alterar a
expressao desses genes, promovendo um desenvolvimento desordenado de novos
vasos sanguineos, sendo esse processo caracterizado como angiogénese patoldgica.
Sabe-se que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um dos principais
componentes que orquestram a angiogénese e, portanto, esse fator tornou-se um alvo
terapéutico para o tratamento de doencas dependentes da angiogénese. Essas
terapias sao eficazes, mas uma fragdo importante dos pacientes é refrataria ou torna-
se resistente a terapia anti-VEGF. Outra dificuldade séo os efeitos adversos, uma vez
gue o VEGF também é importante para a sobrevivéncia das células endoteliais. Por
isso, terapias alternativas mais eficientes e com menos efeitos colaterais sao
necessarias. Nas Ultimas décadas, com os avancos das tecnologias gendmicas,
constatou-se que 0os RNAs nao-codificantes (hcRNAS) tém papel central na regulacao
génica, incluindo a angiogénese.

Com isso em mente, o presente trabalho buscou identificar ncRNAs importantes na
angiogénese para produzir uma rede integrada de mRNAs e ncRNAs da angiogénese
patolégica. Foram produzidas duas redes de regulacdo génica, onde cada uma
representa uma fase da neovascularizacdo: (1) a resposta inicial & hipoxia e (2) a
consequente proliferacdo, migracéo e diferenciacdo das células endoteliais durante o
processo de neovascularizacao.

A medicina de precisdo € uma area que busca desenvolver terapias direcionadas
para cada paciente. Por exemplo, qual paciente responde ou ndo a determinado
medicamento. Utilizando os genes identificados nas duas redes, desenvolvemos 3
assinaturas génicas de angiogénese com valor progndstico para pacientes com cancer
de mama, outra doenca dependente da angiogénese. Paralelamente, foram
identificadas 60 variantes diferencialmente expressas e, portanto, possiveis alvos
terapéuticos seletivos da angiogénese patolégica. Coletivamente, os resultados
desses estudos demonstram o potencial das redes génicas produzidas para o
desenvolvimento de novas terapias ou meétodos diagndsticos para as doencas

dependentes da angiogénese.

Palavras chaves: Angiogénese, Retinopatia induzida por oxigénio (OIR), RNA néao-

codificante (ncRNA), Rede de regulacéo génica



ABSTRACT

Angiogenesis is the process of forming new blood vessels from pre-existing
vessels. Physiological angiogenesis is quite restricted during adulthood, and it occurs
under the delicate control of gene expression. Angiogenesis-dependent diseases, such
as retinopathies and cancer, induce factors capable of altering the expression of these
genes, promoting a disordered development of hew blood vessels, this process being
characterized as pathological angiogenesis. Vascular endothelial growth factor (VEGF)
is known to be one of the main components that orchestrate angiogenesis and
therefore this factor has become a therapeutic target for the treatment of angiogenesis-
dependent diseases. These therapies are effective, but a significant fraction of patients
is refractory or resistant to anti-VEGF therapy. Another difficulty is the adverse effects
since VEGF is also important for the survival of endothelial cells. Therefore, more
efficient alternative therapies with fewer side effects are needed. In recent decades,
with advances in genomic technologies, it was found that non-coding RNAs (ncRNAS)
play a central role in gene regulation, including angiogenesis.

The present work sought to identify ncRNAs important in angiogenesis to produce
an integrated network of pathological angiogenesis mRNAs and ncRNAs. Two gene
regulatory networks were produced, each representing a phase of neovascularization:
(1) the initial response to hypoxia and (2) the consequent proliferation, migration, and
differentiation of endothelial cells during the process of neovascularization.

Precision medicine is an area that seeks to develop targeted therapies for each
patient. For example, which patient responds or does not respond to a particular drug.
Using the genes identified in the two networks, we developed 3 angiogenesis gene
signatures with prognostic value for patients with breast cancer, another angiogenesis-
dependent disease. In parallel, 60 differentially expressed isoforms were identified and,
therefore, possible selective therapeutic targets of pathological angiogenesis.
Collectively, the results of these studies demonstrate the potential of the gene networks
produced for the development of new therapies or diagnostic methods for

angiogenesis-dependent diseases.

Keywords: Angiogenesis, oxygen-induced retinopathy (OIR), non-coding RNA
(ncRNA), gene regulatory network (GRN)
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1 Introducao e objetivo do estudo

1.1 Angiogénese

Angiogénese é 0 nome que se da ao processo de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de outros ja existentes (BETZ et al., 2016; FOLKMAN, 2007). Em
condi¢des normais durante a fase adulta, esse processo é restrito ao ciclo reprodutivo
feminino, placentagcdo e cicatrizagdo, sendo realizado sob um fino controle da
expressdo génica. Doencas dependentes de angiogénese, como retinopatias
(CRAWFORD et al, 2009; HARTNETT; PENN, 2012) e céancer (POTENTE;
GERHARDT; CARMELIET, 2011) induzem fatores capazes de alterar a expressao
desses genes, promovendo um desenvolvimento desordenado de novos vasos
sanguineos, sendo esse processo caracterizado como angiogénese patolégica
(SEAMAN et al., 2007).

O fator induzido por hipoxia (HIF-1) € um dos principais reguladores da
angiogénese. Durante hipoxia, a subunidade alfa do HIF-1 (HIF1A) é levada para o
nucleo onde forma um complexo transcricional com a subunidade beta (HIF1B) e
outras proteinas acessOrias, que por sua vez ativa a transcricdo de genes que
respondem ao estado de hipoxia, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). VEGF e outros fatores se acumulam nas células em hipdxia formando um
gradiente extracelular, e se ligam a proteinas com receptores tirosina quinase (ex.:
VEGFRS), ou receptores de neuropilina, na superficie de células endoteliais, induzindo
transfosforilagcdo nesses receptores, que por sua vez ativam diversas cascatas de
sinalizacdo intracelular, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo de células
endoteliais (GIORDANO; PASQUALINI; ARAP, 2010).

Sendo o VEGF um importante fator para a angiogénese, alguns farmacos foram
desenvolvidos com intuito de inibir sua agdo e de seus receptores, como bevacizumab,
sunitinib, aflibercept, ranibizumab e outros (ITATANI et al.,, 2018; ZHAO; SINGH,
2018). No entanto, o VEGF também atua como fator de sobrevivéncia dos vasos
sanguineos normais, e a inibicdo desse fator em tecidos normais pode estar
relacionado com os efeitos colaterais observados em uma fracdo dos pacientes
(KAMBA; MCDONALD, 2007). Além disso, também foi observado que alguns
pacientes adquirem resisténcia a essas drogas (ITATANI et al., 2018). Essa
resisténcia pode ser devida a existéncia de vias alternativas ndo dependentes da
sinalizacdo do VEGF (Tabela 1) (ITATANI et al.,, 2018). Esses fatos demonstram a

importancia de se entender melhor esse complexo processo biolégico.
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Tabela 1: Fatores angiogénicos, seus receptores, e as vias alternativas ndo dependentes de VEGF que
esses fatores regulam. Dados dessa tabela foram retirados da Figura 2 (figura a direita) publicada em
ITATANI et al., 2018.

Ligantes Receptores Vias
. - Ras/Raf/MEK/ERK;
Ang2 Tiez - Pi3K/AKt
Bv8 PROKR2 - Ras/Raf/MEK/ERK
- Ras/Raf/IMEK/ERK;
- Pi3K/AKkt;
bFGF FGFR _IAK/STAT
- PLCy/DAG/PKC
- NF-kB
IL-1 IL-1RI; IL-1RACP - JNK
- P38/MAPK
- Pi3K/AKkt;
PDGF PDGFR - PLCUDAG/PKC
_ - Pi3K/MAPK;
PIGF VEGFR1; NRP1/2 - P38/MAPK
TGF-B1 TGF-BRII; TGF-BRI - Smad

1.2 Modelo murino de retinopatia induzida por oxigénio (OIR)

Estudar a formacdo de novos vasos sanguineos € um desafio. Modelos celulares
sdo incompletos, pois ndo reproduzem as intrincadas interagdes que ocorrem in vivo
entre endotélio, paréngquima e matriz extracelular (ECM). Outro desafio é visualizar as
células vasculares e distinguir os vasos sanguineos dentro de um tecido. Por isso, a
retina, sendo um tecido transparente e de facil acesso é um excelente modelo de
estudos. Em particular, o0 modelo OIR é um dos que melhor reproduzem a
angiogénese in vivo. O modelo consiste em manter camundongo em camaras com alta
pressdo de oxigénio (hiperdxia, 75% de O;) do 7° ao 12° dia ap6s seu nascimento.
Durante esse periodo, a alta pressdo de O; reduz a producdo natural de VEGF,
inibindo também a neovascularizacdo na retina. No 12° dia, o jovem camundongo
retorna as condi¢cbes de normoOxia do biotério, o que paradoxalmente, leva a uma
condicé@o de hipoxia no tecido, pois 0S poucos vasos existentes ndo conseguem suprir
a demanda das células fotorreceptoras, levando a um aumento exacerbado da
expressao do VEGF e o consequente crescimento descontrolado de vasos sanguineos
Esse processo de neovascularizagdo patoldgica alcanga seu pico no 17° dia (Figura
1).
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Figura 1: Representacdo do modelo OIR. Os tempos PO, P7, P12 e P17 representam os dias pés-
nascimento do camundongo. Apds o 7° dia de nascimento do camundongo, ele é levado para a camara
onde fica exposto a um ambiente com alta pressdo de O,. Apds 5 dias, o camundongo retorna ao
ambiente com condi¢bes de normoxia. Os dias P12, P15 e P17 s&o os dias em que foram coletadas as
retinas do camundongo para extragdo de RNA total. Figura retirada de GUARISCHI-SOUSA et al. (2019) -
figura 1A.

Nosso grupo gerou dados de RNA-seq a partir de retinas do modelo OIR
(GUARISCHI-SOUSA et al., 2019). Ao final das analises, obteve-se uma lista de 153
genes diferencialmente expressos (DE) relacionados com processo de angiogénese,
sendo esses possiveis candidatos a alvos terapéuticos no tratamento de alguns tipos
de céancer, retinopatias e outras doencas promovidas pela angiogénese patoldgica.
Este estudo se restringiu aos genes codificantes DE. No entanto, cada vez mais
estudos tém evidenciado o papel de RNAs longos ndo-codificantes (ncRNAS) na
regulacdo da angiogénese, como os microRNAs (miRNAs) (FASANARO et al., 2008;
FISH et al., 2008; LANDSKRONER-EIGER; MONEKE; SESSA, 2013; SUAREZ;
SESSA, 2009; TIWARI; MUKHERJEE; DIXIT, 2018; WANG et al., 2013b), os RNAs
circulares (circRNAs) (LI; MA; YU, 2017; LIU et al., 2017a; SHAN et al., 2017) e os
RNA longos nao codificantes (IncRNAs) (CHUNHAROJRITH et al., 2015; FU et al.,
2016; GORDON et al., 2010; KUMAR; GOYAL, 2017; MICHALIK et al., 2014;
TRIMARCHI et al., 2014).

Por esse motivo, a presente tese resume 0s estudos para identificar esses
ncRNAs no modelo OIR, e analisar como esses diferentes fatores (RNAs mensageiros
[MRNAs] e ncRNASs) interagem entre si, para entdo, propor 2 redes de regulagéo
génica para angiogénese patoldgica. Nés também analisamos as variantes de splicing
dos 153 genes DE identificados por (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019) a fim de
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identificar as variantes que contribuiram para os resultados obtidos no primeiro estudo

publicado.

1.3 Objetivo

O objetivo geral do presente estudo foi obter um novo conhecimento sobre os
mecanismos moleculares da angiogénese, em particular sobre o0s principais genes que
atuam nesse processo, sejam os codificadores de proteina (e suas variantes), sejam
aqueles nao codificantes. Nosso objetivo foi ndo apenas descobrir novos genes
relacionados a angiogénese, mas também alcancar um maior entendimento sobre
como esses genes se relacionam durante esse fundamental processo celular. Assim
sendo, como parte do objetivo geral e com base no novo conhecimento sobre os
genes participantes do processo, obtivemos duas redes de coexpressdo génica que
fazem parte da regulacdo da angiogénese patolégica na retina de camundongo.

Esta tese esta estruturada da seguinte forma. No capitulo 2 sdo apresentados os
conjuntos de dados que foram analisados no presente estudo, e descreve a
metodologia para obter o genoma utilizado como referéncia nas analises. No capitulo
3, sdo apresentadas as variantes de splicing DE, suas diferencas estruturais em
relacdo as demais variantes, e seus provaveis homologos humanos. No Capitulo 4
apresentamos 0s NcRNAs (miRNAs, circRNAs e IncRNAs) DE no modelo OIR, assim
como suas provaveis fungbes nesse contexto. No Capitulo 5 apresentamos uma
proposta de rede de coexpressdo de mMRNAs e ncRNAs. Como forma de validacao dos
resultados alcancados, no Capitulo 6 apresentamos novas assinaturas génicas para
prognéstico de cancer de mama a partir dos genes presentes nas redes de

coexpresséo. A tese é finalizada com conclusées no Capitulo 7.
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2 Dados de sequenciamento de RNA e o genoma de
referéncia

2.1 Conjuntos de dados

Analisamos os dados de RNA-Seq, gerados a partir de bibliotecas de
enriquecimento de poli-A (Poli-A+), deplecdo de rRNA (Ribo-) e miRNAs, construidas
com base no RNA extraido do modelo OIR. As coletas das retinas dos camundongos
foram feitas nos dias 12, 15 e 17, com excec¢do do grupo tratado para o qual foi feita
uma coleta a mais denominada 12.5, que representa o pico de hipOxia na série de
tempo.

Para a biblioteca Poli-A+ foi feita, para cada grupo, 2 réplicas bioldgicas e 6 a 7
réplicas técnicas para cada réplica biolégica, com excec¢édo do dia 15 que ndo foram
feitas réplicas técnicas, totalizando 69 bibliotecas (Tabela 2). Para as bibliotecas Ribo-
foram feitas, para cada grupo, 2 réplicas biol6gicas para cada tempo, totalizando 14
bibliotecas (Tabela 3). E, por fim, a biblioteca de miRNA a qual ndo foi feita nenhuma

réplica, totalizando 7 bibliotecas (Tabela 4).

Tabela 2: Numero de reads sequenciados para a biblioteca Poli-A+ e a porcentagem de reads alinhadas
contra o genoma para cada réplica bioldgica de cada grupo/dia. As bibliotecas representadas pela letra P
se referem as amostras do grupo controle, enquanto as bibliotecas representadas pela letra R se referem
as amostras do grupo com retinopatia. Para os tempos 12, 12.5 e 17, os reads obtidos para cada réplica
técnica foram somados. N&o existem réplicas técnicas para o dia 15. O alinhamento foi realizado com o
software STAR no modo 2-pass.

Alinhamento Unico no genoma
Amostra # reads 9

# %

P12 212.787.025 193.320.331 90,85
149.856.330 136.842.281 91,32

P15 30.016.795 26.806.312 89,30
13.409.462 12.171.275 90,77

P17 123.309.788 112.560.932 91,28
129.650.238 120.269.531 92,76

R12 179.837.461 162.604.906 90,42
117.605.934 105.115.135 89,38

R125 130.308.871 119.652.279 91,82
122.023.496 110.803.132 90,80

R15 30.697.481 27.763.847 90,44
13.013.137 12.053.606 92,63

R17 194.750.445 176.373.067 90,56
110.163.809 99.082.266 89,94
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Tabela 3: Numero de reads sequenciados para a biblioteca Ribo- e a porcentagem de reads alinhados
contra o genoma para cada réplica bioldgica de cada grupo/dia. As bibliotecas representadas pela letra P
se referem as amostras do grupo controle, enquanto as bibliotecas representadas pela letra R se referem
as amostras do grupo com retinopatia. O alinhamento foi realizado com o software STAR no modo 2-

pass.

Amostra

# reads

Alinhamento Unico no genoma

# %

P12 34.350.321 30.131.571 87,72
19.355.217 17.648.945 91,18

P15 29.345.846 25.402.620 86,56
15.802.720 14.281.860 90,38

P17 28.383.149 24.602.343 86.68
18.715.059 17.047.108 91,09

R12 33.385.202 28.760.677 86,15
26.843.976 20.654.460 76,94

R125 25.288.362 22.034.360 87,13
16.326.175 15.163.077 92,88

R15 29.759.239 25.760.842 86,56
21.503.232 19.936.502 92,71

R17 31.314.208 26.916.383 85,95
19.029.728 17.026.606 89,47

Tabela 4: Numero de reads sequenciados para a biblioteca miRNA e a porcentagem de reads alinhados
contra 0 genoma para cada amostra de cada grupo/dia. As bibliotecas representadas pela letra P se
referem as amostras do grupo controle, enquanto as bibliotecas representadas pela letra R se referem as
amostras do grupo com retinopatia. O alinhamento foi realizado com o software Bowtie.

Alinhamento Unico no genoma

Amostra # reads
# %
P12 15.858.160 9.193.075 57,97
P15 16.715.938 9.332.424 55,83
P17 14.698.562 10.138.681 68,98
R12 12.246.680 8.178.503 66,78
R12.5 17.691.828 11.988.358 67,76
R15 13.608.053 8.510.907 62,54
R17 14.854.390 9.198.395 61,92

2.2 Obtendo o genoma de referéncia do Mus musculus da linhagem
C57BL/6N

O genoma disponivel em bancos de dados publicos (ex.: ENSEMBL e NCBI) sdo
referentes a linhagem C57BL/6J produzida por The Jackson Laboratory, a primeira a
ter o genoma sequenciado. Contudo, a linhagem utilizada nesse estudo foi a
C57BL/6N da NIH (National Institutes of Health), a qual possui algumas variacdes
genéticas comparadas a linhagem 6J (SIMON et al., 2013). Para isso foi desenvolvido
um script (rff2m) para modificar o0 genoma de referéncia (6J) com as mutac¢des da
linhagem 6N descritas em (KEANE et al., 2011). O script esta disponivel no GitHub
(https://github.com/Ibi-usp/rf2m).
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A Figura 2 mostra uma comparagéo do alinhamento de um mesmo conjunto de

C57BL/6N

Started job on

Started mapping on
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Number of input reads

Average input read length
UNIQUE READS:
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reads entre o genoma referéncia (6J) e o genoma 6N.
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Figura 2: Comparagdo do alinhamento de um mesmo conjunto de reads contra 0 genoma de referéncia
(C57BL/6J) e o genoma modificado (C57BL/6N) pela ferramenta rf2m. O alinhamento foi realizado com a
ferramenta STAR no modo 2-pass.
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3 Analise das variantes de splicing diferencialmente

expressas durante angiogénese patoldgica

Sabe-se que a diversidade de proteinas encontradas em uma grande parcela dos
eucariontes é devida ao splicing alternativo (AS) dos transcritos, que consiste na
remocéo de introns especificos e a juncdo de uma combinacgéo especifica de éxons de
um gene, permitindo que um Unico gene seja capaz de gerar distintas proteinas, que
podem desempenhar funcbes diferentes ou até mesmo opostas (CHEN et al., 2019;
EKSI et al., 2013; LAROCHELLE, 2016).

O gene VEGF-A humano possui 8 éxons (Figura 3). Os éxon 6, 7 e 8 sdo 0s que
mais participam do AS, resultando em variantes que codificam proteinas com
propriedades distintas. Por exemplo, os VEGFiss € VEGF1s9 humanos, codificados
pelas variantes que contém os éxons 6 e 7, se ligam com alta afinidade aos
proteoglicanos da ECM (PEACH et al., 2018). J4 o éxon 8 possui duas regides de
splicing, 8a e 8b, cujas variantes codificam proteinas que se diferem apenas nos 6
aminoacidos C terminais (PEACH et al., 2018; VAREY et al., 2008). As variantes que
terminam com éxon 8a codificam proteinas do tipo VEGFwa (“xxx” representa o
numero de aminoacidos da proteina gerada) e estdo associadas com funcdes pro-
angiogénicas, enquanto as variantes que terminam com éxon 8b, VEGF««b, estdo
associadas com funcBes anti-angiogénicas, pois essas competem com as variantes
VEGF«w«@a pelo sitio ativo do receptor VEGFR2, inibindo a sinalizacdo da via que
promove a proliferacéo celular e migracéo das células endoteliais (PEACH et al., 2018;
VAREY et al., 2008). Em 2014 uma nova variante foi identificada por Eswarappa et al.,
(2014), que possui tanto os éxons 8a e 8b, cuja proteina resultante (VEGF-AX) tem
sido associada tanto com fun¢des pro-angiogénicas quanto anti-angiogénicas (PEACH
et al., 2018). Essa variante € gerada a partir da extensdo da traducdo do éxon 8a,
onde a traducdo n&o termina no stop cédon candnico, mas sim em um stop coédon
alternativo dentro da regido 3' UTR (PEACH et al., 2018).
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Figura 3: Variantes de splicing do gene VEGF-A identificadas em humanos. As variantes VEGF«xa, que
possuem o éxon 8a sdo pré-angiogénicas, enquanto as variantes VEGFy«xb, que codificam o éxon 8b, sdo
anti-angiogénicas, apesar de existir estudos que contestam sua existéncia. E por fim as variantes VEGF-
Ax que codificam os éxons 8a e 8b, e que podem assumir funges pré-angiogénicas ou anti-angiogénicas.
Figura retirada de Peach et al. (2018) - figura 1.

Com relacdo as variantes anti-angiogénicas, VEGFxb, um estudo conduzido em
2017 com dados de RNA-Seq de humanos contestou a existéncia dessas variantes,
alegando que elas se encontram em baixas concentracdes ou ndo existem in vivo, e
gue as técnicas utilizadas nos estudos anteriores podem ter introduzido vieses nos
resultados (BRIDGETT; DELLETT; SIMPSON, 2017). Isso demonstra que, mesmo
para genes como o VEGF que ja vem sendo estudado a algum tempo, ainda existem
lacunas que precisam ser preenchidas. A angiogénese € um processo complexo, e o
VEGF é apenas um dentre outros diversos fatores que contribuem para esse
processo. I1sso nos permite questionar: sera que, assim como VEGF, existem variantes
de outros genes que participam da angiogénese que podem estar desempenhando
papeis diferentes da variante candnica? Por exemplo, identificar variantes
preponderantes na angiogénese patolégica pode auxiliar na identificacdo de novos
alvos terapéuticos para os tratamentos das diversas doengcas dependentes de
angiogénese. Por esse motivo, decidimos verificar quais variantes de splicing dos 153
genes DE identificados por GUARISCHI-SOUSA et al., 2019, estdo sendo reguladas

no modelo OIR.



29

As analises de bioinformatica referentes a identificacdo, quantificacdo, expressao
diferencial, busca por homoélogos humanos e comparacdo das estruturas das
variantes, que serdo descritas ainda neste capitulo, foram desenvolvidas em conjunto
com a aluna de Iniciacéo Cientifica Débora Guerra Peixe (orientada pelo Prof. Dr. Jodo
Carlos Setubal). As validagdes das variantes por RT-PCR foram realizadas pela aluna
de doutorado Lilian Costa Alecrim de Oliveira (orientada pelo Prof. Dr. Ricardo José

Giordano)

3.1 Métodos

3.1.1 Quantificacdo e analise de expressao diferencial

O primeiro passo foi selecionar todas as variantes dos 153 genes DE identificados
por GUARISCHI-SOUSA et al., 2019. De acordo com o arquivo de anotacdo do
genoma do camundongo, disponibilizado pelo ENSEMBL (CUNNINGHAM et al.,
2019), dos 153 genes DE encontrados pelo grupo, apenas 124 genes possuem duas
ou mais variantes descritas. Criamos entdo uma lista com todas as variantes desses
124 genes, resultando em 616 variantes. Quantificamos a expressao de cada uma
delas com o software RSEM (LI; DEWEY, 2011) e filtramos as variantes com baixo
nivel de expressao (counts per million (CPM) = 1 em pelo menos 2 bibliotecas). Para a
analise de expressdo diferencial utilizamos o software edgeR (ROBINSON;
MCCARTHY; SMYTH, 2010). Utilizamos como critério o false discovery rate (FDR) <

0,05 para classificar uma variante como DE.

3.1.2 Busca por homélogos humanos para as variantes de splicing

diferencialmente expressas

A correspondéncia entre genes humanos e murinos € um passo necessario para
gue o estudo de doengas em modelo animal possa levar ao melhor entendimento das
doencas humanas e, possivelmente, identificar novos alvos farmacologicos para
desenvolvimento de novos medicamentos. No nosso caso, essa relacdo apenas entre
0S genes, sem considerar suas variantes, ndo é suficiente. O motivo é que 2 genes
podem ser considerados homdlogos, mas suas diferentes variantes podem ter papéis
bem distintos nos processos celulares dos quais participam. Entendemos que apenas

a inferéncia da homologia das variantes DEs podera efetivamente nos ajudar a
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compreender o papel dessas variantes nas doengas humanas dependentes de
angiogénese.

Para determinar a homologia das variantes, realizamos o alinhamento das
variantes de camundongo com as variantes humanas, disponiveis no ENSEMBL
(GRCh38 cdna e ncrna), utilizando o BLASTn (cobertura = 98% e e-value < 1 x e®).
Outro software utilizado foi o Exalign (PAVESI et al., 2008), onde comparamos a
composicdo e tamanho dos éxons entre as variantes humanas e de camundongo.
Também consultamos os resultados publicados de dois estudos (BLANQUART et al.,
2016; ZAMBELLI et al.,, 2010) que propuseram a homologia entre as variantes
humanas e de camundongo. Para as variantes codificantes, também fizemos o
alinhamento das proteinas de camundongo e humana com o BLASTp (identidade =
80%, cobertura = 95%, e e-value < 1,0 x e®). Nés estabelecemos algumas categorias

para os candidatos homélogos:

e evidéncia forte: transcritos com um hit tnico com BLASTN;

e evidéncia moderada: 2 ou mais resultados concordantes provenientes de
diferentes linhas de evidéncias (ferramentas e/ou literatura);

e evidéncia fraca: apenas um resultado de uma Unica linha de evidéncia.

e sem evidéncia

3.1.3 Comparacéo estrutural das variantes diferencialmente expressas

A fim de se entender melhor as implicacBes das variantes que foram DES no nosso
modelo animal, nés realizamos a comparacéo da estrutura das variantes, em termos
de composicdo de éxons e proteina gerada. Todas as variantes DEs que identificamos
sdo potenciais candidatas para serem alvos de estudos mais aprofundados para se
elucidar sua funcdo na angiogénese.

Para essa analise, consideramos apenas as variantes dos genes que codificam 2
ou mais variantes codificantes. Utilizamos as anotagfes do genoma de camundongo
(GTF mouse ENSEMBL 104) para comparar as variantes e identificar os éxons
exclusivos de cada variante, e verificamos se nesses éxons havia algum dominio de
proteina utilizando os modelos do PFAM (MISTRY et al., 2021) como referéncia e o
HMMER (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011) para fazer as buscas. Para comparacéo
das proteinas geradas por cada variante, realizamos alinhamentos par-a-par das
sequéncias de aminoacidos de cada proteina com o software EMBOSS Needle
(MADEIRA et al., 2019).
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3.14 Validacdo das variantes de interesse por RT-PCR

Seguindo os critérios citados, selecionamos para os estudos de validacdo, 6
variantes DEs que pertencem aos seguintes genes: ADGRG6, ENG, NES, PIWIL4,
COL2A1 e TNFAIP2. A sequéncia dos primers se encontram na Tabela 5.

Tabela 5: Sequéncias dos primers das variantes DEs de interesse para validagao.

Simbolo Variante Forward Primer (5'->3') Reverse Primer (5'->3")

ADGRG6  ENSMUST00000041168 CCTTCAACAAAAGTGGATCACTC CAGATGCCTTCAGCCACAG

COL2A1 ENSMUST00000088355 CCAGGATGCCCGAAAATTAGG GGTCCTCTGGGTCCTATGATATC

NES ENSMUST00000160694 CAGGAGTCCCTGAAGTCTCC CTGGTCCTCTGCTTCTTCAAAC
PIWIL4 ENSMUST00000115644 CCTGGGTTTGCCATTTCTG GATCAGTCATGAAGTCCAGAAC
ENG ENSMUST00000113272 CTGAAGAAGCGGGGAGTC GGTTGGTACTGCTGCTCTC

TNFAIP2 ENSMUST00000102745 CGACATTCTCCAGATCATTTCAC GCTTTATCTGCATCCCCAC

Retinas de filhotes de camundongos submetidos ao modelo OIR e em quatro
estagios de desenvolvimento (P12, P12.5, P15 e P17) foram dissecadas em RNAlater
(Sigma) e o RNA total foi extraido utilizando o protocolo Qiagen RNeasy Mini Kit
(Qiagen). As amostras foram tratadas com DNAse (TURBO DNA-free, Thermo Fisher
Scientific) seguindo o protocolo do fabricante e a auséncia de contaminacdo de DNA
gendmico foi confirmada por PCR convencional. Utilizamos 500 ng de RNA total para
realizar a transcricdo reversa do RNA com o kit SuperScript Ill (Invitrogen) em um
volume total de 20 yL, de acordo com as instrugbes do fabricante. gPCR foi realizada
em um volume total de 12 uL por reacdo. Colocamos 3 pL de cDNA (diluido 1:10) em
uma mistura de reacao de 9 pL que continha 3 puL do mix de primers de concentracao
1,2 UM e 6 uL de SYBR Green PCR Master Mix. O gene enddégeno utilizado foi o
SDHA.

3.2 Resultados

3.2.1 Expressao diferencial das variantes

Ao todo foram identificadas 69 variantes DEs. Dentre elas, algumas correspondem
ao HLA humano, moléculas de histocompatibilidade envolvidas na apresentacdo de
antigenos para o sistema imune. Como estes sdo genes especificos para a resposta

imune e, até onde sabemos, ndo estdo relacionados com a angiogénese, eles foram
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excluidos das andlises posteriores. Temos interesse em estudar apenas variantes
especificas para angiogénese patologica, pois estas representam potenciais alvos
para desenvolvimento de novas drogas. Com isso, obtivemos um total de 60 variantes
DEs (Apéndice Il: Lista de variantes diferencialmente expressas), as quais
correspondem a 47 genes, sendo que 10 desses genes possuem mais de uma
variante DE. Dez variantes entre as 60 DEs sdo possiveis IncRNAs, pois sdo
classificadas como né&o-codificantes de acordo com o ENSEMBL, e estdo descritas
como IncRNAs no banco de dados Alliance of Genome Resources (BULT et al., 2019).
Usando a classificacdo do APPRIS (RODRIGUEZ et al., 2018), 7 variantes foram
classificadas como Alternative ou Minor. A Figura 4 apresenta o perfil de expressao

génica das variantes DEs.
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Figura 4: Heatmap do perfil de expressdo das 60 variantes DEs. A letra P representa as amostras do
grupo controle, e a letra R representa as amostras do grupo retinopatico. Aqui notamos que as amostras
R12_1 e R12_2 possuem um perfil similar as amostras do grupo controle (P12_1 e P12_2). Como as
amostras R12 sao colhidas logo quando os camundongos retornam ao ambiente com condi¢cdes de
normoxia, € provavel que ndo houve tempo o suficiente para os genes de resposta a hipoxia serem



34

ativados, uma vez que o pico de hipdxia somente ocorre algumas horas depois (amostras R12_5 1 e
R12_5_2). A grande maioria dessas variantes comecam aumentar sua expresséo no dia 15 (R15_1 e
R15_2), e algumas delas aumentam sua expressdo ainda mais no dia 17 (R17_1 e R17_2). Ja outras
variantes, como as que pertencem aos genes VEGFA, SMTLN2, NDUFA4L2, BNIP3 e ADGRGS,
possuem uma maior expressdo no dia 12_5 e depois comeg¢am a diminuir ao longo do tempo, o que
indicam que elas estdo envolvidas com a fase de resposta a hipdxia das células da retina.

3.2.2 Homologos humanos para as variantes de  splicing

diferencialmente expressas

Seguindo a metodologia detalhada na sec¢do 3.1.2 , conseguimos apontar
candidatos homoélogos em humanos para 26 variantes das 60 DE, como mostra a
Tabela 6 (lista completa no Apéndice lll: Lista de candidatos homoélogos para as

variantes diferencialmente expressas).

Tabela 6: Total de variantes com candidatos humanos homologos em cada uma das categorias: evidéncia
forte, transcritos com um hit Gnico com BLASTN; evidéncia moderada, 2 ou mais resultados concordantes
provenientes de diferentes linhas de evidéncias (ferramentas e/ou literatura); evidéncia fraca, apenas um
resultado de uma Unica linha de evidéncia; e sem evidéncia.

Categoria Total
Evidéncia forte 6
Evidéncia moderada 20
Evidéncia fraca 11
Sem evidéncia 23

3.2.3 Comparacéo estrutural das variantes diferencialmente expressas

Seguindo a metodologia apresentada na seg¢do 3.1.3 , apenas 25 variantes DE
atendiam aos critérios. Dessas, 3 variantes geravam proteinas idénticas a pelo menos

=0

uma variante “irma@” (Tabela 7). Foi observado que para esses casos, a diferenca entre

as variantes se encontra has UTRs (Figura 5,Figura 6 e Figura 7).
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Tabela 7: Variantes DEs que possuem o mesmo produto proteico de pelo menos uma de suas variantes
“irmas”.

Gene Variante DE Variante nao-DE

TIMP1 ENSMUSTO00000009530 ENSMUSTO00000115342
PTGFR ENSMUSTO00000029670 ENSMUSTO00000106126
MAFF ENSMUSTO00000096350 ENSMUSTO00000163691
MAFF ENSMUSTO00000096350 ENSMUST00000229130

O  —i1 88—
Timpl-202 - ENSMUST00000115342 >
protein coding

protein coding

Figura 5: Comparacgéo das variantes do gene TIMP1. A5’ UTR da variante DE (ENSMUST00000009530)
€ menor que a da variante ENSMUST00000115342. Imagem retirada do ENSEMBL database.

Ptgfr-201 - ENSMUST0000002967

protein coding

— E——
< Ptgfr-202 - ENSMUSTO0000106126
protein coding

Figura 6: Comparacdo das variantes do gene PTGFR. Ambas UTRs da variante DE
(ENSMUSTO00000029670) € maior que a da variante ENSMUST00000106126. Imagem retirada do
ENSEMBL database.

e T =
Maff-203 - ENSMUST00000229130 >
protein coding

protein codin

Figura 7: Comparacgéo das variantes do gene MAFF. A 5" UTR da variante DE (ENSMUST00000096350)
é diferente quando comparada a das variantes ENSMUST00000163691 e ENSMUST00000229130.
Imagem retirada do ENSEMBL database.

Todas as demais variantes geram proteinas que diferem em tamanho e/ou

composicdo de aminodcidos de suas variantes “irmas” e requerem uma maior atengao
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para relacionar essas diferencas com o processo de angiogénese. Para esta Tese,
ndés analisamos em maiores detalhes as variantes que foram selecionadas para
validacdo em RT-PCR, sendo elas pertencentes aos genes ADGRG6, ENG, NES,
PIWIL4, COL2A1 e TNFAIP2.

A variante ADGRG6-201 (ENSMUST00000041168), uma variante alternativa do
gene ADGRGS6, foi regulada positivamente no dia 12, durante o pico de hipdxia.
Comparando a com a variante principal ADGRG6-205 (ENSMUST00000238680), eles
diferem quanto ao ultimo éxon, no qual a variante ADGRG6-201 contém a 3° UTR
maior, e essa mesma variante possui um éxon exclusivo préximo a ponta 3’ (Figura 8).
Os dominios presentes em ambas as proteinas sdo os mesmos, porém na ponta C
terminal da proteina da variante alternativa, existe uma regido de desordem intrinseca

(IDR) que nédo esté presente na variante principal.

\/

Adargb-201 - ENSMUST 00041168
otein 1inng

At A e B S e |
< Adgrg6-205 - ENSMUSTO00002 38680
protein coding

Figura 8: Comparacéo entre a variante alternativa ADGRG6-201 (ENSMUST00000041168), DE no nosso
modelo, e a variante principal ADGRG6-205 (ENSMUST00000238680) do gene ADGRG6. A seta aponta
para o éxon 24 que é exclusivo da variante ADGRG6-201, que compreende uma regido de desordem
intrinseca (IDR). Imagem retirada do ENSEMBL Database.

A variante ENG-202 (ENSMUST00000113272), conhecida como S-Eng, esta
regulada negativamente no dia 12 durante pico de hipoxia. Comparando os produtos
proteicos gerados pela variante S-Eng e a variante principal, FL-Eng (ENG-201), elas
diferem apenas na ponta C-terminal, que corresponde a porcéo citoplasmatica da
proteina, que é maior na FL-Eng e tem uma composi¢cado de aminoacidos diferente da
S-Eng. A S-Eng tem 14 éxons enquanto a FL-Eng possui 15. No entanto, o 14° éxon
da S-Eng corresponde aos éxons 14 e 15 da FL-Eng, além de reter o intron entre
esses éxons que contém um stop cédon em frame, resultando em um peptideo menor
(Figura 9).

- —t——— ————+———+*%
Eng-201 >

protein coding

[ e — e S (& 0 | s— i § i iy B
Eng-202 >

protein coding

Figura 9: Variantes do gene ENG de camundongo. A seta aponta para 0 éxon 14 da variante S-Eng
(ENG-202) que corresponde aos éxons 14 e 15, mais o intron que fica retido, da variante FL-Eng (Eng-
201). Imagem retirada do ENSEMBL Database.
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A variante principal, PIWIL4-203 (ENSMUSTO00000115644), e a variante
alternativa PIWIL4-204 (ENSMUST00000136399) estavam reguladas positivamente
do dia 12 durante o pico de hipdxia, mas somente a variante principal estava regulada
positivamente no dia 17. O éxon 11 (ENSMUSE00000380059) é exclusivo da variante
principal (Figura 10). N&o foi possivel encontrar nenhum dominio nessa regido com o
PFAM, no entanto o CDD (Conserved Domains Database) aponta que esse éxon
contém uma porgdo do dominio PIWI (cd04658).

A
< Piwil4-204
protein coding
-+t t+r— -+t - 4+~ - +— {1
< Piwil4-203 4
protein coding
oAt At A
< Piwil4-202
processed transcript
-ttt -t 4 4 = 1 1
< Piwil4-201
protein coding

Figura 10: Variantes do gene PIWIL4 do camundongo. A seta aponta para o éxon 11 que é exclusivo da
variante principal PIWIL4-203. Imagem retirada do ENSEMBL Database.

A variante alternativa NES-203 (ENSMUST00000160694) estava regulada
positivamente no dia 12 durante o pico de hipdxia. Comparamos a composi¢cdo de
éxons da variante alternativa com a variante principal NES-201
(ENSMUST00000090973), e observamos que o ultimo éxon (4°) do Nes-201 tem uma
regido de splicing que divide esse éxon em 2 novos éxons que correspondem aos
éxons 4 e 5 da variante NES-203 (Figura 11), resultando em um peptideo 44
aminoacidos menor que a variante principal. Essa regido ndo contém nenhum dominio
funcional conhecido, e ndo existe um estudo prévio sobre o papel dessa variante

alternativa.

Nes-201 >

protein coding

I 1 . |
Nes-203 >

protein coding

?

Figura 11: Variantes do gene NES de camundongo. A seta aponta para o éxon 4 da variante principal
NES-201 que corresponde a jungao dos éxons 4 e 5 da variante alternativa NES-203. Imagem retirada do
ENSEMBL Database.

Em camundongos, COL2A1 tem apenas 2 variantes codificantes de proteina. A
variante alternativa menor (COL2A1-202, ENSMUSTO00000088355) foi regulada
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negativamente no dia 17 no nosso modelo animal. Essa variante ndo possui o éxon 2
do gene, que esta presente na variante principal (COL2A1-201,
ENSMUSTO00000023123) (Figura 12), resultando em uma proteina com 68
amino&cidos a menos que o produto proteico da variante principal. Esse éxon codifica
parte do dominio VWFC (Von Willebrand factor tipo C).

o4 AEAE A A A A A A A A ——
< Col2al-201

protein coding

(AR AU A A A A A A —— ]
< Col2al-202 ?

protein coding

Figura 12: Variantes do gene COL2A1 de camundongo. A seta aponta para éxon 2 que ndo se encontra
na variante alternativa COL2A1-202, que esta DE, e que contém o dominio VWFC. Imagem retirada do
ENSEMBL Database.

O gene TNFAIP2 possui 3 variantes codificantes, uma menor (TNFAIP2-205,
ENSMUSTO00000129467) e outras duas de tamanho e composicdo de éxons bem
semelhantes, TNFAIP2-201 (ENSMUST00000102745) e a TNFAIP2-202
(ENSMUST00000109792). A APPRIS classifica a variante TNFAIP2-201 como uma
variante principal, enquanto a ENSEMBL classifica a variante TNFAIP2-202 como a
variante canonica. A variante TNFAIP2-201 foi classificada como DE no dia 17. O éxon
6 dessa variante € menor que a TNFAIP2-202, gerando uma proteina com 17
aminodcidos a menos (Figura 13). Esse éxon codifica parte do dominio conhecido
como complexo de exocitose multiproteico, o Sec6. Outra diferenca reside nas regides

5 e 3’ UTRs que sdo maiores que da variante TNFAIP2-202.

Tnfaip2-201 - ENSMUST00000102745 =
protein coding
———

Tnfaip2-202 - ENSMUST00000109792 =
protein coding

Figura 13: Variantes do gene TNFAIP2 de camundongo. A seta aponta para o éxon 6 da variante DE
TNFAIP2-201, que é menor que o éxon presente na variante “irma” TNFAIP2-202. Imagem retirada do
ENSEMBL Database.

3.24 Validacao por RT-PCR

De maneira geral, as variantes escolhidas foram validadas com sucesso, pois
existe uma correlacao significativa entre os Log. Fold Change (LFC) obtidos com RNA-
Seq e RT-PCR (Figura 14). Mas se olharmos individualmente as variantes (Figura 15),

podemos observar que para algumas delas houve uma divergéncia entre o observado
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com RNA-Seq e 0 RT-PCR em quase todos os tempos analisados. S&o elas: ENG-202

(Figura 15d) e ADGRG6-201 (Figura 15f).

RNA-Seq x RT-PCR

]
1

RT-PCR (Log2 FC)

R*= 0.776 P-value = 8.41e-06

2 4
RNA-Seq (Log2 FC)

Figura 14: Correlacéo (Pearson) entre o perfil de expressdo das variantes selecionadas com os métodos
de RNA-Seq e RT-PCR.
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Figura 15: Comparacéo dos LFC obtidos com RNA-Seq e RT-PCR para as variantes dos genes: a)
PIWIL4; b) TNFAIP2; c) COL2A1; d) ENG; e) NES; f) ADGRGS.

3.3 Discussao

Analisando as variantes dos genes DE identificados em GUARISCHI-SOUSA et
al. (2019), nés identificamos que 60 variantes estdo DE, sendo que 10 representam
variantes alternativas. Conseguimos apontar para 26 variantes DE suas possiveis
variantes homologas em humanos. Também analisamos a diferenga em termos de
composi¢cdes de éxons e o tamanho da proteina codificada entre as variantes
identificadas como DE e as demais variantes de cada gene.

Verificamos que trés variantes (TIMP1, PTGFR e MAFF - Tabela 7) geram a
mesma proteina, mas as regides ndo traduzidas (UTR) tem tamanhos diferentes.
Sabe-se que essas regides sdo importantes para regulacdo da expressdo dos mRNAs
(LIN; LI, 2012). Uma investigagéo interessante para futuros trabalhos é verificar como
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essas UTRs podem estar favorecendo a expressdo dessas variantes DE em
detrimento das demais variantes. A sequéncia de nucleotideos da UTR determina
como é feita essa regulacao (regides de ligacdo de miRNA, elementos ricos em AU,
riboswitches, e elementos de inser¢cao de sequéncias de selenocisteinas), mas o seu
tamanho também pode influenciar nesse controle. RNAs mensageiros de vertebrados
que possuem 5 UTR maiores, geralmente sdo aqueles que possuem uma regulacdo
muito mais controlada, por exemplo genes envolvidos no ciclo de divisdo celular
(KOZAK, 1987; LIN; LI, 2012), enquanto mRNAs de metazoarios com 3’ UTR maiores
tendem a ter mais regides de ligacdo de miRNAs, e, portanto, possuem sua expressao
mais controlada (CHEN et al., 2012; WANG et al., 2019).

Selecionamos 6 variantes DE para validacdo por RT-PCR. O que elas possuem
em comum € que se trata de variantes ndo-candnicas, e, portanto, sdo interessantes
candidatos para estudos mais direcionados.

ADGRGS6, também conhecido como GPR126, pertence a familia de receptores
transmembranares GPCRs (G protein-coupled receptors) (CUI et al., 2014). Esse
receptor tem uma larga porcao extracelular que contém diversos dominios (ex. fator de
crescimento epidérmico, caderina, pentraxina e repeticbes ricas em leucina)
responsavel por mediar interacbes célula-matriz, célula-célula e proteina-proteina
(GAD; BALENGA, 2020). Estudos anteriores mostraram que ADGRG6 possui diversos
papéis em diferentes tecidos, e um deles é na angiogénese (CUI et al., 2014, 2021).
Foi observado que ADGRG6 é capaz de induzir a expressdo de STAT5 e GATA2
através da via de sinalizacdo cAMP-PKA, regulando positivamente a expressao de
VEGFR2 (CUI et al.,, 2014) e assim induzindo a angiogénese. O silenciamento de
ADGRG6 em retinas de camundongo resultou na reducdo da angiogénese induzida
por hipoxia (CUI et al., 2014). Outros trabalhos também observaram que ADGRG6 é
capaz de induzir proliferacdo celular em céancer colorretal (CUI et al.,, 2021), e
formacéo de tubo e recrutamento de células endoteliais em cancer de bexiga (WU et
al., 2019b).

Endoglina (ENG), também conhecida como CD105, é uma glicoproteina
transmembranar presente em diferentes tipos celulares (ex. células endoteliais
vasculares, mondcitos, macréfagos, células mesenquimais, fibroblastos e células
musculares lisas vasculares), e ela é essencial tanto para vasculogénese quanto para
angiogénese (GALLARDO-VARA et al., 2018; ZHU et al., 2017). A deficiéncia de ENG
em células endoteliais humanas inibiu a inducdo de angiogénese por VEGF, enquanto
em células-tronco embrionarias in vitro ndo foram capazes de se organizarem em
estruturas tubulares (ZHU et al, 2017). Embribes mutantes (ENG silenciado)

morreram entre 10 e 12 dias durante a gestacdo (ZHU et al., 2017). O gene ENG
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contém um elemento de resposta a hipdxia na regido do enhancer, o que explica a
inducdo da expressdo de ENG durante hipoxia, porém, a principio sua expressédo nao
é induzida por HIF-1, mas pelas vias de sinalizacdo ERK-p38 MAPK e JNK (ZHU et
al., 2017). ENG esta associado a diversas doencas relacionadas com endotélio
(GALLARDO-VARA et al., 2018), como doencas cerebrovasculares (ZHU et al., 2017),
cardiovasculares (SIER et al., 2021) e céancer (BERNABEU; LOPEZ-NOVOA,
QUINTANILLA, 2009; LI et al., 2000; SIER et al., 2021). Também foi observado que
super expressando a variante S-Eng em um camundongo modelo houve um
retardamento do crescimento do tumor e da neovascularizacdo em células
transplantadas de carcinoma pulmonar de Lewis, e também houve uma reducédo de
formacdo de papiloma em um modelo de carcinogénese quimicamente induzido em
células de pele, o que aponta que a variante S-Eng desempenha uma funcao anti-
angiogénica (MEURER et al., 2014; PEREZ-GOMEZ et al., 2005), o que explicaria o
porqué essa variante foi inibida durante o pico de hipdxia no nosso modelo.

Nestina (NES) é uma proteina de filamento intermedidrio do tipo IV do
citoesqueleto que foi primeiramente encontrado em células-tronco neuroepiteliais
(BERNAL; ARRANZ, 2018; DUSART et al., 2018). Alguns estudos propuseram que
NES é um biomarcador de angiogénese tumoral em diversos tipos de céancer
(DUSART et al., 2018; ISHIWATA; MATSUDA; NAITO, 2011; MATSUDA; HAGIO;
ISHIWATA, 2013; NOWAK et al.,, 2018). Porém, DUSART et al. (2018) apresentou
evidéncias que NES é independente de angiogénese e ndo é biomarcador especifico
para células endoteliais associadas com tumores, uma vez que foi observado que a
expressao do gene NES tanto em células endoteliais de tecidos normais quanto
tumorais, e sua expressao ndo foi associada a um progndstico ruim em cancer
urotelial, cancer pulmonar, cancer do estbmago e glioma. No nosso modelo, a variante
NES-203 estava regulada positivamente no dia 12 durante o pico de hipoxia, o que vai
ao encontro dos estudos que apontam para uma funcéo pré-angiogénica para esse
gene.

PIWI (P-element-induced wimpy testis) pertence a familia de proteinas
argonautas, e tem como principal funcéo se ligar a RNAs que interagem com PIWI
(piRNASs), formando o complexo PIWI-piRNA que regula a expressdo génica a nivel
epigenético e poés-transcricional (HENAOUI et al., 2017; ILIEV et al., 2016; WANG et
al., 2016). Essas proteinas sdo mais expressas em células germinativas, mas estudos
recentes tém observado sua presenca em células somaticas (HENAOUI et al., 2017,
WANG et al.,, 2016). A expressdo de PIWIL4 foi associada com a formacdo e
progressao com alguns tipos de cancer, como cancer de mama (WANG et al., 2016),
carcinoma renal (ILIEV et al., 2016), cancer de ovario (CHEN; LIU; XU, 2013), cancer
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gastrico (WANG et al., 2012) e cancer na cervical (SU et al.,, 2012). Em céancer de
mama, por exemplo, a inibicdo de PIWI4L reduziu a migracéo e proliferagcéo celular, e
aumentou a apoptose (WANG et al., 2016).

Coladgeno é uma familia de proteinas de grande diversidade, com um total de 28
tipos diferentes, tendo em comum pelo menos um dominio tripla-hélice (BIELAJEW;
HU; ATHANASIOU, 2020; RICARD-BLUM, 2011; XU et al., 2019). Essas proteinas
séo as mais abundantes na ECM e elas possuem diversas fungdes relacionadas com
cancer (DISCHER et al., 2017; XU et al., 2019), como promover metastase e regular a
imunidade tumoral (DISCHER et al., 2017; XU et al., 2019; YAMAUCHI et al., 2018).
Coladgeno tipo 2 alfa 1 (COL2A1l) foi regulado positivamente em células de
repovoamento de tumor (TRC) de melanoma linha B16F1, e assim foi proposto como
um novo biomarcador, e um potencial alvo terapéutico, para melanoma TRC (TALLURI
et al., 2020). As vias de sinalizacdo JAK/STAT, hipdéxia e AKT também estavam
reguladas positivamente em TRC (TALLURI et al., 2020), o que pode indicar que a
expressdao de COL2A1 pode ser regulada por vias similares as que promovem
angiogénese. O alto nivel de expressao de COL2A1, juntamente com inibicdo do
pseudogene SLC6A10P, foram associados com a recorréncia tardia de cancer de
ovario (GANAPATHI et al., 2016).

TNFAIP2 (Tumor necrosis factor alpha induced proteins) € um gene envolvido
principalmente com processos de inflamacéo, migracao celular, formacdo de nanotubo
e angiogénese, e € expresso em abundéancia em células tumorais (CHEN et al., 2010;
XIE; WANG, 2017). Em carcinomas de nasofaringe foi verificado que a expressao de
TNFAIP2 é correlacionada com a densidade de microvasos na célula tumoral (CHEN
et al., 2010), o que antes ja se havia observado in vitro para formacdo de tubos
capilares endoteliais (CHEN et al., 2010; SARMA et al., 1992). A expresséao elevada
de TNFAIP2 foi associada com o aumento da proliferacdo de células tumorais e
metastase em cancer de nasofaringe e de células escamosas do es6fago (CHEN et
al., 2010; XIE; WANG, 2017).

Como apresentado na secdo 3.2.4 , as variantes ENG-202 (Figura 15d) e
ADGRG6-201 (Figura 15f) foram as que mais divergiram dos resultados obtidos com
RT-PCR. Como se trata de uma quantificacdo a nivel de variante, em alguns casos
uma variante difere da outra por alguns nucleotideos apenas (uma das variantes pode
apresentar um éxon menor), sendo todo restante da sequéncia idéntica a outra
variante. Para esses casos, o alinhador pode ter dificuldade em definir de qual variante
o read foi gerado. Mesmo usando quantificadores como RSEM, que conseguem lidar
com reads ambiguos, para esses casos podem ocorrer algumas imprecisées na

estimativa de abundancia da variante. Realizar sequenciamento do tipo paired-end, ou
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utilizar tecnologias que permitem gerar reads longos, pode auxiliar na preciséo dos
alinhadores e na estimativa dos quantificadores. Apesar desses casos, de maneira
geral, as variantes escolhidas foram validadas com sucesso, pois existe uma
correlacao significativa entre os LFCs obtidos com RNA-Seq e RT-PCR (Figura 14).
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4 Andlise dos ncRNAs diferencialmente expressos durante

angiogénese patologica

Por um periodo, regides nédo codificadoras de proteina eram chamadas de "DNA
lixo", e em humanos essas regibes correspondem a cerca de 98% do genoma
(DHANOA et al., 2018). Com o0 passar dos anos, notou-se que essas regiées nao so
eram expressas, como também essas moléculas auxiliavam na regulacdo de
processos biolégicos e no ajuste fino da expressdo génica (VIEIRA et al., 2018), e
entdo essas moléculas passaram a ser conhecidas como ncRNA.

Um ncRNA é definido como uma molécula de RNA sem potencial para codificar
proteina (DHANOA et al.,, 2018). Além dos RNAs ribossomais (rRNA) e os RNAs
transportadores (tRNA), que sdo os principais ncRNAs envolvidos na sintese proteica,
existem também os IncRNAs, RNAs com mais de 200 nucleotideos, e ncRNAs
pequenos (tamanho menor que 200 nt), formado pelos miRNAs, pequenos RNAs
nucleares (SnoRNAS) e os piwi interacting RNA (piRNA) (VIEIRA et al., 2018).

No presente capitulo nés apresentamos as analises de identificacao, quantificacao
e andlise de expressao diferencial de 3 tipos de ncRNAs, os miRNAs (secdo 4.1 ), os
CircRNAs (secdo 4.2 ) e os IncRNAs (secédo 4.3 ). No capitulo 5 nés realizamos a
integracdo desses resultados com a rede de co-expressao de RNAs, a fim de se obter
a rede de regulacédo génica para angiogénese patolégica. A Figura 16 apresenta um
resumo do pipeline executado, o qual sera mais bem detalhado no atual capitulo e no

préximo.

[IDataset  []pipeline [ldentified/Predicted RNAs [ Differential expressed RNAs

ORmodel | [TSHESTL [ |
RSEM

L
Poli-A+ Ryuto/Scallop/Stringtie

RNASeq v IncRNAs \
RNASamba/CPAT/BLAST -
/Infernal = _
Ribo- RSEM = edgeR DE IncRNAs
RNA-Seq
M miRDEEpZ
R;zas - edgeR >
= TargetScan

DE miRNAs

Figura 16: Resumo do pipeline executado para construcao da rede de regulagdo génica da angiogénese
patoldgica.
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4.1 miRNAs

Os miRNAs sdo ncRNAs com tamanho aproximado de 22 pares de base. "Cerca
de metade dos miRNAs conhecidos sao originados de introns e de éxons (mas séo
poucos) do gene hospedeiro. Os restantes sdo originados de regifes intergénicas,
independente de gene hospedeiro, com seus préprios promotores” (O'BRIEN et al.,
2018). A biogénese de miRNAs é classificada em canénica e ndo-candnica (Figura
17). Quando o miRNA é transcrito, parte da sequéncia se dobra (hairpin) formando o
pri-miRNA. O hairpin entdo é reconhecido pelo complexo formado pela endonuclease
Drosha e DGCRS, e é clivado, formando o pré-miRNA. Entao, o pré-miRNA é enviado
para o citoplasma, onde ele sera processado pela endonuclease Dicer, que ira clivar a
regido do laco (loop), resultando em um RNA fita-dupla chamado de miRNA-miRNA
duplex. Essa estrutura contém o miRNA maduro, que sera alocado junto a familia de
proteinas argonauta (AGO2), formando o complexo de silenciamento induzido por
miRNA (miRISC) (MCCREIGHT et al.,, 2017; O'BRIEN et al.,, 2018). Essa via
caracteriza a via candnica, sendo essa a mais dominante (O’'BRIEN et al., 2018). A via
ndo-candnica pode ser dividida em 2: a via independente de Drosha/DGCRS8, onde o
pri-miRNA é diretamente exportado para o citoplasma e processado pela Dicer; e a via
independente de Dicer, onde o pré-miRNA é alocado diretamente ao AGO2, sem ser
processado pela Dicer (O’'BRIEN et al., 2018).
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Figura 17: As Vias canbnica e ndo canénica da biogénese de miRNAs. A via canénica envolve o
processamento do pri-miRNA pela endonuclease Drosha/DGCRS8, e o produto dessa reagdo (Pré-miRNA)
€ posteriormente processado no citoplasma pela endonuclease Dicer, gerando assim o miRNA maduro.
Nas vias ndo-canénicas o miRNA serd processado apenas por uma das endonucleases citadas
anteriormente. Ambas as vias resultam na formagéo do complexo miRISC que ir4 atuar tanto na inibicao
da traducéo ou na degradacdo do mRNA alvo. Figura retirada de O'BRIEN et al. (2018) — Figura 1.

Os miRNAs iréo atuar principalmente no controle da regula¢éo génica, se ligando
a regidao 3’ UTR dos mRNAs alvo, reprimindo sua traducgédo, e removendo a cauda poli-
A e 0 5’ CAP, mediado pelo miRISC (HA; KIM, 2014; O'BRIEN et al., 2018). Também
existem evidéncias de que miRNAs também podem se ligar a outras regides do mRNA
(5" UTR, regiao codificante e regido promotora), podendo também promover a indugéo
da expressdo do mRNA alvo, porém sédo casos mais raros de acontecer (O'BRIEN et
al., 2018). Os miRNAs também podem ser secretados para fluidos extracelulares
(como plasma e soro, saliva, urina, entre outros), associados a vesiculas ou proteinas,

e atuar como sinalizador celular (O’BRIEN et al., 2018). Os miRNAs extracelulares sé&o
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potenciais biomarcadores para doencas, como cancer e diabetes tipo 2 (CHEN et al.,
2008).

Sabe-se que miRNAs também atuam na regulagéo da angiogénese, sendo esses
chamados de angiomiR (TIWARI; MUKHERJEE; DIXIT, 2018). Eles podem atuar, até
onde se conhece, de 2 maneiras: se ligando a reguladores negativos da angiogénese,
promovendo a vascularizagdo, ou se ligando a reguladores positivos, inibindo a
angiogénese (TIWARI; MUKHERJEE; DIXIT, 2018). O miR-126 tem propriedades pro-
angiogénicas, reprimindo reguladores negativos da via de sinalizagédo do VEGF, como
0 SPRED1 (sprouty-related protein) e PIK3R2 (phosphoinositol-3 kinase regulatory
subunit 2) (FISH et al.,, 2008). O miR-210 também possui propriedades pro-
angiogénicas, estimulando a formacdo de capilares e a quimiotaxia de células
endoteliais em resposta ao VEGF. O mecanismo utilizado pelo miR-210 é a inibicdo do
gene Ephrin-A3 (ENFA-3) (FASANARO et al., 2008; TIWARI; MUKHERJEE; DIXIT,
2018). Em carcinoma hepatocelular, a inibicdo do miR-195 foi associada com o
aumento da angiogénese, metastase, e uma pior sobrevida livre de recorréncia, tendo,
portanto, 0 miR-195 propriedades anti-angiogénicas. Foi verificado em seguida que o
fator pr6-angiogénico VEGF, e os fatores pro-metastaticos VAV2 e CDC42 sao alvos
diretos do miR-195 (TIWARI; MUKHERJEE; DIXIT, 2018; WANG et al., 2013b).

Algumas revisdes (LANDSKRONER-EIGER; MONEKE; SESSA, 2013; SUAREZ;
SESSA, 2009; TIWARI; MUKHERJEE; DIXIT, 2018) apresentam estudos que
exploraram as funcBes de miRNAs como agentes pré- e anti-angiogénicos, mostrando
ser um topico bem estudado e que ainda continua sendo explorado, e a principal
justificativa € que os padrdes de expressdao dos miRNAs sdo especificos para cada
célula/tecido e que mais estudos com diferentes fontes de células endoteliais com uma
ampla cobertura de miRNAs ira fornecer uma compreensao mais completa na
regulacdo de diferentes aspectos da angiogénese (LANDSKRONER-EIGER;
MONEKE; SESSA, 2013). Por esse motivo, nds implementamos um pipeline para
predicdo de miRNAs no modelo OIR, a fim de identificar quais miRNAs podem estar

atuando na regulacado da angiogénese patoldgica.

411 Métodos

Para a analise dos miRNAs, nés utilizamos os dados de sequenciamento de
mMiRNAs, que sdo compostos por 7 amostras, 1 para cada tempo (12, 12.5 [exclusivo
do grupo retinopatico], 15 e 17) e condi¢do (controle e retinopatia). Para predicao,
anotacdo e quantificagdo de miRNAs utilizamos o software miRDeep2

(FRIEDLANDER et al., 2012). Uma vez identificados e quantificados, verificamos quais
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mMiRNAs estavam DE com o edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010). No
entanto, a auséncia de réplicas biologicas impossibilita realizar esta analise, pois é a
partir das réplicas que o software consegue estimar a dispersdo dos dados e
consequentemente calcular o coeficiente de variacdo biol6gica (BCV), que captura
todas as fontes de variacdo técnica e biolégica entre réplicas biologicas (MCCARTHY;
CHEN; SMYTH, 2012). Quanto maior o BCV, maior sera a variacdo da expressao dos
mesmo genes entre as réplicas bioldgicas, e portanto maior devera ser a diferenca de
expressao de um gene entre 0s grupos/tratamentos para que ela seja significante e
entdo o0 gene ser considerado como DE. Para estas situacdes, o pacote edgeR
oferece a possibilidade de apontar manualmente o BCV, inclusive até fornece algumas
sugestdes de valores (0,4 para amostras humanas; 0,1 para animais geneticamente
idénticos; 0,01 para réplicas técnicas) (CHEN et al., 2020). Para determinar o valor de
BCV para a nossa analise, decidimos utilizar os dados de sequenciamento das
bibliotecas poli A+ (bibliotecas enriquecidas com mRNA), as quais possuem 2 réplicas
biolégicas e no minimo 6 réplicas técnicas por condi¢do (com excecao do dia 15, onde
as amostras do grupo controle e retinopatico ndo possuem réplicas técnicas), e entdo
calcular o BCV dessas amostras com o edgeR. O valor de BCV obtido foi de 0,17
aproximadamente, o que € bem préximo do valor esperado para amostras de animais
modelos geneticamente idénticos. O passo seguinte foi rodar o software edgeR com
os dados de sequenciamento de miRNA, definindo o BCV com o valor de 0,17. Os
miRNAs com FDR < 0,05 foram considerados como DE.

Para predicdo dos alvos dos miRNAs DE, nds utilizamos o algoritmo do
TargetScan (AGARWAL et al., 2015), utilizando como referéncia as sequéncias 3° UTR
dos transcritos de camundongo, obtidos com a ferramenta BioMart do ENSEMBL (7 de
marco 2021). Como a inibicdo da traducéo, ou degradacdo, de um mRNA é principal
mecanismo de regulacdo do miRNA, para reduzir o nimero de falsos positivos,
consideramos que um transcrito s6 € um alvo valido se: 1) a regido 3’ UTR possuir 2
ou mais regides de ligacdes de miRNA; e 2) O miRNA precisa ter um LFC 21 e o

transcrito alvo precisa ter o LFC < -1, ou vice-versa.

4.1.2 Expressao diferencial dos miRNAs

Ao todo foram identificados 390 miRNAs, dos quais 313 ja sdo conhecidos e 77
sdo novos. Com a analise de expressao diferencial, identificamos 99 miRNAs DE, dos
guais 91 ja sao conhecidos e 8 sdo novos (Tabela 8 e Apéndice IV: Lista de miRNAs
diferencialmente expressos (DE)). O perfil de expresséo desses miRNAs se encontra

na Figura 18.
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Tabela 8: Total de miRNAs DE em cada um dos dias em que o experimento foi conduzido.

R12 x P12 R12.5 x P12 R15 x P15 R17 x P17
Regulados 42 26 0 29
positivamente
Regulados 24 9 1 29

negativamente
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Figura 18: Heatmap do perfil de expressao dos 25 miRNAs DE com maior LFC e dos 25 miRNAs DE com
menor LFC, considerando todas as comparagdes realizadas (R12 vs P12, R12.5 vs P12, R15 vs P15 e
R17 vs P17). A letra P representa as amostras do grupo controle, e a letra R representa as amostras do
grupo retinopatico. E possivel observar que a maioria dos miRNAs apresentados no heatmap tem sua
expressao reduzida no dia 12, quando comparamos R12 vs P12, e que depois no dia 17 esse padrdo é
invertido.
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4.1.3 Predicéo dos alvos

Dos 99 miRNAs DE, 97 possivelmente regulam a expressdo de 2.358 transcritos.
Para verificar o provavel papel desses miRNAs na regulacdo da angiogénese, nés
realizamos uma andlise de enriquecimento funcional com Gene Ontology
(ASHBURNER et al., 2000) (Tabela 9) e vias do KEGG (KANEHISA; GOTO, 2000)
(Tabela 10) para os genes alvos desses miRNAs utilizando a ferramenta DAVID
(SHERMAN et al., 2022).

Tabela 9: Os 10 termos GO (ontologia “Biological process”) mais enriquecidos para os genes alvos dos
miRNAs DE. A analise de enriquecimento foi realizada com a ferramenta web DAVID, e o método de
correcdo do p-valor utilizado foi a de Benjamini-Hochberg.

Termo GO Contagem o-valor Correcao do p-
de genes valor
Angiogenesis 60 9,0E13 4,6E°
Positive re_)gula_\tlon of cell 51 5 4E 1 1.4E7
migration
Positive re_gulat!on of cell 91 1.7E% 2 9E
proliferation
Cell adhension 83 3,3E® 4,2E°
Positive regulat!on of gene 71 7 6E 7 8E®
expression.
Blood vessel development 23 1,97 1,6E*
Positive regulation of
transcription from RNA 140 2,1E7 1,6E*
polymerase Il promoter
Positive regulation of smooth o4 4.5E7 2 5E

muscle cell proliferation

Negative regulation of
transcription from RNA 108 5,5E7 2,5E*
polymerase Il promoter

Protein phosphorylation 90 5,6E” 2,5E4
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Tabela 10: As 10 vias do KEGG mais enriquecidas para os genes alvos dos miRNAs DE. A andlise de
enriquecimento foi realizada com a ferramenta web DAVID, e o método de corre¢éo do p-valor utilizado foi
a de Benjamini-Hochberg.

Via do KEGG Contagem p-valor Corregéo do p-
de genes valor
Focal adhesion 55 2,2E13 6,2E11
PI3K-Akt signaling pathway 75 1,1E12 1,510
ECM-receptor interaction 30 2,410 2,2E®
Pathways in cancer 75 4,1E10 2,8E8
Osteoclast differentiation 35 2,2E° 1,5E7
Proteoglycans in cancer 44 6,4E8 3,0E®
Rap1 signaling pathway 42 2,1E® 8,4E°
Dilated cardiomypathy 23 2,5E° 8,4E°
Transcrlpt_lonell misregulation 35 3.0E 8.4E 5

in cancer

Small cell lung cancer 23 3,1E® 8,4E°

414 Discussao

O estudo de miRNA do modelo OIR permitiu identificar 99 miRNAs DE na
angiogénese patoldgica, além, de 77 novos miRNAs. Um dos limitantes do nosso
estudo foi a falta de réplicas biolégicas. Mesmo assim, com a estratégia adotada na
secao 4.1.1 , observamos que os miRNA identificados tém como alvos moléculas
sabidamente envolvidas em angiogénese, o que de certa forma valida nossa
estratégia. Porém, estudos de validacdo experimental serdo essenciais para confirmar
Nnossos resultados.

Nés procuramos na literatura o que j se conhecia para 0 miRNA com maior LFC
e para o miRNA com menor LFC entre todos os dias do experimento. O mir-144-5p foi
o miRNA com maior LFC. Esse miRNA foi identificado como DE no dia 17, com
expressao aproximadamente 7 vezes maior no grupo retinopatico. O miR-144-5p atua
como um supressor tumoral, inibindo proliferacdo, migracdo e invasdo celular em
cancer renal, cancer de bexiga e em células endoteliais de veia umbilicais humanas
(HUVEC) (FU et al., 2020; MATSUSHITA et al., 2015; YAMADA et al., 2018). A baixa
expressao desse miRNA foi associado significativamente com um prognéstico ruim
para pacientes com cancer renal (YAMADA et al., 2018). O miRNA com o menor LFC
foi 0 miIRNA miR-20a-5p, com expressao quase 8 vezes menor no grupo retinopatico

comparado ao controle. Em neuroblastoma, o miR-20a-5p regula negativamente o
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gene ATG7 se ligando a regido 3° UTR do gene, inibindo autofagia e proliferacdo
celular, e promovendo apoptose (YU et al.,, 2018). Por outro lado, outros estudos
atribuem a esse miRNA um papel pro-tumor por promover a proliferagdo, migracéo e
invasdo celular em cancer de bexiga e em carcinomas de células escamosas da
cabeca e do pescogo (WU et al., 2018; YANG; CHEN; LIU, 2021). Ambos miRNAs séo
bons candidatos para validagdo em bancada para confirmar seus niveis de expressao
durante angiogénese patoldgica e para realizar ensaios que confirmem seus possiveis

alvos nesse processo.

4.2 circRNAs

Os circRNAs ja foram observados a algumas décadas atrds, mas se acreditava
gue se tratava de erros de splicing com baixo potencial funcional (CHEN, 2016;
KRISTENSEN et al., 2019). S6 apés o desenvolvimento das novas tecnologias de
sequenciamento de RNAs ndo poliadenilados é que se observou que circRNAs
possuem um padrao de expressao tecido-especifico, apesar de ainda ser em menor
nivel que os mMRNAs lineares (CHEN, 2016; KRISTENSEN et al., 2019).

Os circRNAs séo produzidos a partir do backsplicing de pré-mRNAs, e esse
processo é dependente da maquinaria de splicing candnica. A hipbtese é que a
complementaridade de elementos repetidos invertidos nas regides dos introns
flanqueadores, ou a dimerizacao por proteinas ligantes de RNA (RBPs) que se ligam a
motivos has regibes dos introns flanqueadores, auxiliam na circularizacéo,
aproximando as regides doadoras das regides receptoras (Figura 19a) (CHEN, 2016;
KRISTENSEN et al., 2019). Outra forma que da origem aos circRNAs é durante a
formacédo do laco (lariat) durante éxon skipping no AS, onde os éxons que ficam no
interior do laco sofrem backsplicing, ou quando lacos intrénicos escapam da
desramificagdo e acabam originando circRNAs intrénicos (CiRNAs) (Figura 19b)
(KRISTENSEN et al., 2019).
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Figura 19: Vias de biogénese de circRNAs: a) regifes de repeticdo nos introns flanqueadores ou os RPBs
auxiliam na circularizagdo do RNA aproximando as porg¢ées receptoras e doadoras. b) Formacao do lagco
(lariat) durante AS, podem ocorrer o backsplicing dos éxons internos ou a circularizacdo do lariat,
formando um circRNA intrénico. Figura retirada de KRISTENSEN et al. (2019) — Figura 1.

Foi observado que ao desacelerar o processamento do pré-mRNA, o processo de

backsplicing é favorecido, aumentando a concentracdo de circRNAs em relagdo aos
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RNAs lineares (KRISTENSEN et al., 2019). A maior parte dos circRNAs s&o formados
por éxons (um ou multiplos), originados de genes codificantes de proteina, sem CAP 5’
e a cauda poli-A. Existem circRNAs que retém os introns, sendo esses conhecidos
como éxon-intron circRNAs. Exon-intron circRNAs e ciRNAs permanecem no nucleo,
enguanto os circRNAs exdnicos séo exportados para o citoplasma. A estrutura circular
garante maior estabilidade a molécula, pois a protege da degradacdo por
exonucleases.

A funcdo mais conhecida dos circRNAs é a inibicdo de miRNAs, em que os
miRNAs se ligam ao circRNA ao invés do alvo RNA linear, atuando como uma
"esponja”. Mas a interacdo de circRNAs com o complexo RBPs, sugere que eles
também possam atuar como "esponja" de proteinas, inibindo suas funcbes, ou
atuando como um reservatorio, permitindo uma rapida resposta a um estimulo
extracelular. O préprio processo de formagao de circRNA pode ser um mecanismo de
controle de expressdo de mRNAs lineares, uma vez que o processo de backsplicing
dos circRNAs compete com o splicing do pré-mRNA, diminuindo os niveis de mMRNA
linear (CHEN, 2016). Apesar da grande maioria dos circRNAs atuarem como RNAs
nao codificantes, alguns sdo capazes de serem traduzidos mesmo sem o CAP 5,
apesar de os peptideos oriundos de circRNAs ainda n&o terem sua funcéo definida.

Alguns estudos apontam que alguns circRNAs podem atuar na regulacdo da
angiogénese em alguns tipos celulares humanos (LI; MA; YU, 2017; LIU et al., 2017b).
Um deles é o circHIPK3, cuja expressao foi induzida em retinas diabéticas e células
endoteliais de retina seguida por estressores relacionados com diabetes mellitus.
Descobriu-se que o circHIPK3 atua como uma "esponja" para o miR-30a-3p,
sequestrando-o e inibindo sua atividade, o que leva ao aumento da expressado de
VEGF-C, FZD4 e WNT2. Em um ensaio in vivo, o circHIPK3 foi silenciado e se
observou uma diminuicdo da disfuncdo vascular na retina, devido a inibicdo da
formacéo de capilares acelulares na retina e inflamagéo (SHAN et al., 2017). Para o
modelo murino OIR foi realizado o silenciamento do circRNA cZNF609, e se observou
gue o processo de angiogénese foi inibido in vivo. O provavel mecanismo é o
sequestro do miR-615-5p, inibindo sua atividade, o que leva ao aumento da expressao
do gene MEF2A (LIU et al, 2017a). O papel dos circRNAs na regulacdo da
angiogénese ainda precisam ser explorados, uma vez que os trabalhos que se
propdem a investiga-los sdo relativamente recentes, mas apresentam resultados

promissores.
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42.1 Métodos

Para essa analise utilizamos os dados de sequenciamento das bibliotecas Ribo-.
Os reads de todas as bibliotecas foram agrupados em um U(nico arquivo e
processadas simultaneamente, garantindo uma maior cobertura, auxiliando a
ferramenta na identificacdo de novos circRNAs. Os reads entdo foram alinhados ao
genoma utilizando o BWA (LI; DURBIN, 2009), e para a predi¢cdo dos circRNAs foi
utilizado o software CIRI2 (GAO; ZHANG; ZHAO, 2018). Os introns dos circRNAs
exobnicos foram removidos da sequéncia pseudolinear, conforme descrito em LIU et al.
(2019). Utilizando o banco de dados circBase (GLAZAR; PAPAVASILEIOU;
RAJEWSKY, 2014) e o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) para fazer os alinhamentos,
nés verificamos quais circRNAs j4 haviam sido descritos anteriormente por outros
estudos. Para verificar quais circRNAs podiam estar atuando como “esponjas” para
miRNAs, utilizamos o TargetScan para predizer sitios de ligacdo de miRNAs nas
sequéncias pseudolineares.

Para andlise de expressdo diferencial dos circRNAs consideramos apenas 0s
reads que mapeiam na regido chamada de “back-spliced junction” (BSJ) (Figura 20),
que sao identificadas pelos reads em que a porcao proxima a ponta 5’ se alinha a um
éxon/intron de transcrito mais préximo da ponta 3’, e a outra por¢gdo do read (mais
préxima da ponta 3’) se alinha a um éxon/intron de um transcrito mais proximo da
ponta 5’ (KRISTENSEN et al., 2019). Ap6s a quantificacdo, a andlise de expressao

diferencial foi realizada com edgeR.

| | | BSJ read

Gene

Figura 20: Representacdo de um BSJ read de um circRNA exdnico. A por¢do 3’ do junction read alinha
com o éxon da ponta 5’ do gene, enquanto a por¢ao 5’ do junction read alinha com o éxon da ponta 3’ do
gene. Figura baseada na figura 1A publicada em GAO et al. (2015).

4.2.2 circRNAs preditos

Ao todo foram preditos 5691 circRNAs oriundos de 2484 genes parentais. A Figura
21 sumariza os tipos de circRNAs preditos nas retinas dos camundongos. Quase

metade (~43%) dos circRNAs preditos estdo presentes no circBase quando
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consideramos apenas os alinhamentos que resultaram em 100% de identidade e

cobertura (Figura 22).

M Exonico Mintronico M Intergénico

Figura 21: Classificacdo dos circRNAs dada pelo software CIRI2. Os circRNAs exbnicos séo aqueles em
que seus limites ocorrem dentro da regido de um éxon. Os circRNAs intrénicos sdo aqueles em que seu
inicio ou fim se encontra na regido de um intron. Os circRNAs intergénicos sdo aqueles em que seus
limites se encontram fora dos limites de um gene.
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Figura 22: Resultados do BLAST entre os circRNAs preditos e o banco de dados do circBase. Os nomes
pident e qcover se referem ao percentual de identidade e de cobertura do alinhamento, respectivamente.

4.2.3 Expressao diferencial dos circRNAs

Devido & baixa cobertura de reads na regido BSJ (Figura 23), a analise de

expressao diferencial ndo apontou nenhum circRNA como DE.
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Figura 23: Histograma do ndimero de reads BSJ alinhados nos circRNAs preditos. A quantificacéo foi

realizada pelo proprio software CIRI2. A grande maioria dos circRNAs tem no maximo 2 BSJ reads,
impossibilitando a analise de expresséo diferencial.

4.2.4 Predicéo de sitios de ligacdo de miRNAs

Encontramos sitios de ligacdo para todos os 99 miRNAs DE em 4646 circRNAs
utilizando o TargetScan para fazer as predicoes. A Tabela 11 apresenta alguns

exemplos de miRNAs que podem ser alvos de circRNAs preditos em nossos dados.

Tabela 11: Alguns dos circRNAs preditos e seus respectivos miRNAs alvos.

CircRNA ID Transcript ID Gene miRNA ID
1:52479115|52490632 ENSMUST00000069792 NAB1 mmu-miR-1968-5p
15:25800032|25801271 ENSMUST00000110457 MYO10 mmu-miR-181b-5p
18:35221976|35223486 ENSMUST00000042345 CTNNA1 mmu-miR-133a-5p

3:122747816|122748404 ENSMUST00000200389 PDESA mmu-miR-532-5p
3:122781494|122817999 ENSMUST00000200389 PDESA mmu-miR-383-5p
7:134724030|134876012 ENSMUST00000084488 DOCK1 mmu-miR-135b-5p
7:134782048|134788984 ENSMUST00000084488 DOCK1 mmu-miR-3099-5p
7:134847839|134876012 ENSMUST00000084488 DOCK1 mmu-miR-378a-5p
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425 Discussao

A partir dos dados de sequenciamento de RNA total com deplecao de rRNA, nés
conseguimos predizer 5691 circRNAs, e identificamos quase metade deles no banco
de dados do circBase. No entanto, as caracteristicas dos nossos dados de
sequenciamento nao nos permitiram explorar o potencial maximo do pipeline de
predicdo dessas sequencias por se tratar de um sequenciamento single-end. Os
algoritmos de predi¢éo de circRNAs fazem melhor uso de sequenciamentos do tipo
paired-end podendo aplicar filtros mais restritivos na hora de determinar se o circRNA
predito é valido ou ndo. A informacdo do read par também auxilia na estimativa de
abundancia desses circRNAs, o que néo foi bem-sucedido em nossas andlises (Figura
23). Outro fator que contribuiu para esse cenério foi o fato de que a maioria dos
circRNAs sao significativamente menos abundantes que a forma linear canonica do
gene parental (ENUKA et al.,, 2016). Hoje existem métodos de enriquecimento de
circRNAs nas amostras para um melhor aproveitamento do sequenciamento para
esses tipos de RNAs.

Nossos resultados mostraram que existe um potencial para exploracdo de
circRNAs no modelo OIR, mas para se ter melhores resultados nessas analises, faz-se
necessario utilizar métodos para enriquecer as amostras com circRNAs e realizar um

novo sequenciamento do tipo paired-end.

4.3 IncRNAs

Os IncRNAs podem ser transcritos a partir de regides intronicas, intergénicas,
exbnicas e de regides codificantes de proteinas distantes, pela RNA polimerase Il
(DHANOA et al., 2018), e séao classificados em 5 tipos (Figura 24), de acordo com sua
localizagdo no genoma: senso, quando o IncRNA se encontra na mesma fita do gene
codificante de proteina mais proximo; antisenso, quando se encontra na fita oposta ao
gene codificante de proteina mais proximo; bidirecional, quando se iniciam na regido
promotora do gene codificante de proteina; intrdnico, quando sdo encontrados nos
introns de genes codificantes de proteina; e intergénico, quando se encontram na
regido intergénica de dois genes codificantes de proteina (KUMAR; GOYAL, 2017).
Eles ainda podem ser processados de forma semelhante aos mRNAs (recebem o CAP
5, cauda poli-A e sofrem AS) (DHANOA et al.,, 2018). Os IncRNAs possuem

mecanismos de acdo cis, quando seu alvo se encontra no mesmo locus génico, e



61

trans, quando seu alvo se encontra em um locus génico diferente (DHANOA et al.,
2018).

Types of LncRNA

1. Sense LncRNA

. . :
XOQOQOQOOOO RN XOODORRRRRGDO00C
Coding Exon Intron Coding Exon Intron 3'UTR
mRNA Transcript >

2. Antisense LncRNA
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Coding Exon Intron Coding Exon Intron 3'UTR
mRNA Transcript >

3. Budnrcctnonal LncRNA
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Figura 24: As 5 classes de IncRNAs: Senso, quando o IncRNA se encontra na mesma fita do gene
codificante de proteina mais préximo; antisenso, quando se encontra na fita oposta ao gene codificante de
proteina mais préximo; bidirecional, quando se iniciam na regido promotora do gene codificante de
proteina; intrdnico, quando sdo encontrados nos introns de genes codificantes de proteina; e intergénico,
guando se encontram na regido intergénica de dois genes codificantes de proteina. Figura retirada de
KUMAR and GOYAL (2017) — Figura 1.

Algumas das funcdes desempenhadas pelos IncCRNAs séo: auxiliar na formacgéo
de estruturas quartenarias de algumas proteinas ou RNA regulatérios; precursores de
mMiRNAs; regulacdo poés-transcricional de RNAs; e regulacdo epigenética, onde o
estado de condensacao da cromatina é alterado através da modificacdo de histonas, a
fim de se silenciar ou ativar o gene alvo (KUMAR; GOYAL, 2017).

A revisdo de Kumar and Goyal (2017) lista diversos estudos reportando
evidéncias experimentais do papel dos IncRNAs na regulagdo de genes anti- e pro-
angiogénicos. Um deles é o LUNAR1, um IncRNA regulado pelo oncogene NOTCH1
em células-T humanas de leucemia linfoblastica aguda (T-ALL), e tem como funcao
aumentar a expressao do receptor do fator de crescimento similar a insulina tipo 1
(IGFR-1) por meio do mecanismo de ativacdo cis, que por sua vez promove a
angiogénese e sobrevivéncia da célula (KUMAR; GOYAL, 2017; TRIMARCHI et al.,
2014). Outro IncRNA conhecido por promover angiogénese é o HOTAIR. Em células
de cancer de nasofaringe, o silenciamento do HOTAIR suprimiu a proliferacdo celular

7

e a angiogénese tanto in vitro quanto in vivo. O HOTAIR é capaz de inativar



62

diretamente a transcricdo do VEGFA, assim como suprimir a expressao da proteina-78
regulada pela glicose (GRP78), regulando indiretamente a expressdo de VEGFA e
angiopoietina 2 (ANG2) (FU et al., 2016; KUMAR; GOYAL, 2017). Outros IncRNAs que
apresentam funcdes importantes na regulacéo da angiogénese sdo MEG3 (maternally
expressed gene 3) e MALAT1 (metastasis associated lung adenocarcinoma transcript
1). A inibicdo da expressdo de MEG3 foi associada com a supressédo da migragéo de
células endoteliais e angiogénese induzida por VEGF em HUVEC e em células de
adenocarcinoma pulmonar (LI et al., 2019; RUAN et al., 2018; SHEN et al., 2022). Ja
MALAT1 possui propriedades pré-angiogénicas, uma vez que foi observado que a
supressao da expressao de MALAT1 reduziu a angiogénese em células endoteliais na
presenca de altas concentracfes de glicose (KUMAR; GOYAL, 2017; MICHALIK et al.,
2014).

Em resumo, esses trabalhos demonstram que os INcRNAs tém um papel central
na neovascularizacdo e séo, portanto, potenciais alvos terapéuticos no tratamento de
doencas promovidas por angiogénese patoldgica. Claro, mais estudos nesse campo
sdo necessarios para elucidar os papeis de muitos desses INcRNAs, moléculas cujas

funcdes moleculares na célula ainda sdo pouco conhecidas.

431 Métodos

Nés realizamos a predicdo de novos transcritos utilizando dois conjuntos de dados
distintos, os dados do sequenciamento da biblioteca poli-A+ e da biblioteca Ribo-, pois
INcRNAs podem ou ndo possuir caudas poli-A (WILUSZ, 2016; ZHANG; YANG;
CHEN, 2014). Para realizar a montagem dos transcritos utilizamos os softwares
StringTie (PERTEA et al., 2015), Ryuto (GATTER; STADLER, 2019) e Scallop
(SHAO; KINGSFORD, 2017). Com a funcdo “merge” do StringTie, nés montamos um
conjunto de transcritos ndo redundantes utilizando os resultados dos 3 softwares,
tendo como referéncia a anotacdo do genoma do camundongo. Realizamos um
BLAST (identidade e cobertura acima de 90%) contra as sequéncias de mRNAs e
NncRNAs do GENCODE (GRCm38.p6) (FRANKISH et al., 2019; HARROW et al., 2012)
de humano, camundongo e rato, e utilizamos o INFERNAL (NAWROCKI; EDDY, 2013)
utilizando como referéncia os modelos de covaridncia depositados no RFAM
(GRIFFITHS-JONES et al., 2003), para identificar se algum dos novos transcritos é
semelhante a outro INcCRNA ja descrito. Também medimos o potencial codificador dos
novos transcritos com as ferramentas CPAT (WANG et al.,, 2013a) e RNASamba
(CAMARGO et al., 2020).
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Uma vez identificados os potenciais novos INncRNAs, nés estimamos a abundancia
dos novos IncRNAs e dos ja descritos em camundongo com o software RSEM. Para
gue ndo houvesse uma superestimativa da expresséo dos IncRNAs, a quantificacdo foi
feita simultaneamente com RNAs codificadores de proteina. Ao todo foram analisados
19.488 IncRNAs (8.996 ja descritos e 10.492 novos) com o0 pacote edgeR para
identificar quais INCRNAs estavam DE. Ao realizar a analise de componentes principais
(PCA) para observar como as amostras se agrupavam, verificamos que elas se
separavam de acordo com a técnica de sequenciamento (Figura 25). Entre as
amostras da biblioteca Ribo- é ainda pior, pois como as réplicas foram sequenciadas
em lanes diferentes na plataforma Illumina, isso induziu uma diferenga entre as
réplicas bioldgicas. Por isso decidimos prosseguir as analises apenas com as
amostras da biblioteca poli-A+ que possuem uma profundidade de sequenciamento
muito maior que a biblioteca Ribo-, e 0 sequenciamento de réplicas técnicas em

diferentes lanes garantiu o ndo enviesamento dos dados observado na biblioteca Ribo-
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Figura 25: Anélise de componentes principais (PCA) com as amostras das bibliotecas Ribo- e poliA+. E
possivel ver uma separacao clara das amostras Ribo- e poliA+ com relacdo ao componente principal 1. E
possivel observar também que existe uma segregagdo entre as réplicas biolégicas 1 e as réplicas
biolégicas 2 da biblioteca Ribo-, 0 que aponta para um efeito de batch introduzido pelo sequenciamento
dessas amostras em lanes diferentes do Illumina.
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4.3.2 Deteccao dos IncRNAs

Utilizando os 3 montadores de transcritos, e levando em conta o0 genoma do
camundongo como referéncia, nds identificamos 52.926 novos transcritos, mas
apenas 10.492 sdo potencialmente IncRNAs (Tabela 12).

Tabela 12: Resumo dos resultados obtidos com o pipeline para detec¢éo de potenciais novos INCRNAs.

Total
Novos transcritos 52.926
Tamanho médio 5.696 pb (min: 147 pb; max: 111.912
pb)

Potenciais INCRNAs
CPAT + RNAsamba 10.394
BLAST 181
Infernal 89
Total de potenciais IncRNAs (ndo 10.492

redundante)

4.3.3 Expressao diferencial dos IncRNAs

Ao todo foram 218 IncRNAs DE, os quais 57 jA sdo conhecidos e 161 sédo
potenciais novos INncCRNAs. A Tabela 13 apresenta o nimero de IncRNAs DE em cada
um dos dias (a lista completa se encontra no Apéndice V: Lista de IncRNAs
diferencialmente expressos (DE)). A Figura 26 apresenta o perfil de expressado génica

dos 50 IncRNAs de maior LFC absoluto nas diferentes amostras.
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Tabela 13: Total de IncRNAs DE em cada um dos dias em que o experimento foi conduzido.

R12 x P12 R125vs P12 R15vsP15 R17 vs P17

Regulado 2 26 48 110

Positivamente

Regulado 10 3 28 34
Negativamente
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p

-2 01 2
Row Z-Score

39303
9166
114812
27117
57074
75916
26803
28256
59025
75417
38018
113229
32492
17081
10755
75920
24186
62942
101122
99280
83650
121281
111302
28637
78730
7807
103070
59032
65938
118615
126451
60637
38030
69892
38029
141779
75915
113234
67807
39301
27272
65936
64114
93362
115731
79180
Gm6634-201
Gm37799-201
Tmem250-ps-202
32952

P12 2
R12_1
R12 2

R12 5 1

R12.5 2

P15 1
P15 2
R15_1
R15 2
P17 1
P17 2
R17 1
R17 2

P12_1

Figura 26: Heatmap do perfil de expresséo de 25 IncRNAs DE com maior LFC e 25 IncRNAs DE com
menor LFC, considerando todas as comparacgdes realizadas (R12 vs P12, R12.5 vs P12, R15 vs P15 e
R17 vs P17). A letra P representa as amostras do grupo controle, e a letra R representa as amostras do
grupo retinopético. A grande maioria dos IncRNAs com maior LFC absoluto sédo novos candidatos preditos
em nosso pipeline. Apenas 3 IncRNAs previamente descritos se encontram entre eles (Gm6634-201,
Gm37799-201 e Tmem250-0s-202)
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A grande maioria dos IncRNAs com maior LFC s&o novos candidatos que foram
preditos in silico com os nossos dados de sequenciamento (Figura 26). O IncRNA
“62942” apresentou o maior LFC entre os IncRNAs DE. Ele foi identificado como DE
no dia 12, onde sua expressdo era aproximadamente 10 vezes menor no grupo
retinopatico, e no dia 15, sendo encontrado 10 vezes mais expresso no grupo
retinopatico (Figura 26). Sua posicdo cromossémica coincide com a posi¢do do gene
MTPAP, um dos fatores responsaveis pela poliadenilacdo da ponta 3° dos mRNAs e
também é envolvido na degradacdo de histonas (“NCBI”, 2022), podendo ser uma
variante ndo-codificante do gene. Ja o IncRNA “32952” foi o que apresentou o0 menor
LFC entre os IncRNAs DE, tendo sua expressao reduzida em até 17 vezes no grupo
retinopatico no dia 17 (Figura 26). A sua posicdo cromossémica coincide com lincRNA
MEGS3, podendo ser uma nova variante do gene. Foi demonstrado em células HUVEC
sob hipoéxia, que a expressao do MEG3 é regulada por HIF-7qa, e ele é responsavel por
manter a expressao do VEGFR2 (RUAN et al., 2018). A inibicdo da expresséo desse
lincRNA foi associada com a supressdo da migracdo de células endoteliais e
angiogénese induzida por VEGF em HUVEC e em células de adenocarcinoma
pulmonar (LI et al., 2019; RUAN et al., 2018; SHEN et al., 2022). Existem 3 IncRNAs
gue apresentaram um alto LFC e que ja haviam sido descritos anteriormente,
Gm6634, Gm37799 e 0 Tmem250-ps (Figura 26). Todos os 3 sao lincRNAs (IncRNAs
intergénicos), e estdo localizados nos cromossomos 3, 1 e 2, respectivamente. Até o
presente momento, ndo identificamos estudos mais detalhados com relagédo a funcéo
desses lincRNAs na angiogénese ou no cancer.

Os IncRNAs discutidos nessa secdo sao bons candidatos para validacfes por RT-
PCR. Uma vez validados, eles sdo alvos interessantes para estudos mais especificos
a fim de se entender melhor sua fungdo em angiogénese, e podem acabar se tornando
alvos para desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de doencas

dependentes de angiogénese.
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5 Rede de regulacéo génica da angiogénese patologica

Uma compreensao mais detalhada dos processos moleculares da angiogénese é
um passo importante para o desenvolvimento de novas terapias e métodos
diagnosticos para as doencas dependentes da angiogénese. Nesse sentido, as redes
de regulacdo génica (GRNs) sdo modelos Uteis e importantes, utilizados para
descrever e predizer dependéncias entre entidades moleculares complexas (genes,
RNA, proteinas, metabdlitos...). Geralmente sdo representados por grafos, onde os
nés representam moléculas, e as arestas que conectam 0s nOs representam as
interacbes entre elas (DELGADO; GOMEZ-VELA, 2019). As GRNs possibilitam
visualizar processos bioldgicos complexos, auxiliando na identificacdo de relacbes
causais entre seus componentes, algo que nao é possivel de ser feito analisando, por
exemplo, individualmente os genes, como numa analise de expressado diferencial.
Existem diferentes métodos de inferéncia de GRNs, sendo uma delas as redes de
coexpressdo (DELGADO; GOMEZ-VELA, 2019). As interacdes nessas redes S&o
determinadas por medidas de dependéncias entre 0os nos da rede, que podem ser
coeficientes de correlacdo (Pearson, Spearman ou Kendall), medidas de distancia
(euclidiana por exemplo) e informacdo muatua. Dentre as vantagens desse modelo se
encontram a sua simplicidade, baixo custo computacional e um baixo nimero de
amostras requisitadas.

Um estudo recente, realizado no Hospital infantil da Universidade de Soochow na
China (ZHOU et al., 2019), prop6és redes de correlacdo circRNA-miRNA-mMRNA para o
modelo OIR. Foram feitos sequenciamentos de alto rendimento (RNA-Seq) com
bibliotecas de RNA total e miRNAs. O estudo trouxe como contribuicdo a identificacdo
de 9 circRNAs candidatos que podem atuar na regulacdo de 3 miRNAs, que por sua
vez podem estar relacionados com o controle da expressdo de genes relacionados
com angiogénese. No entanto, o trabalho se restringiu a analisar o perfil de expressao
génica dos circRNAs, miRNAs e mRNAs apenas no dia 17, e os autores utilizaram
como threshold para classificar como DE o p-value menor que 0.05, mas nao esta
explicito no texto se foi utilizado algum método de correcdo para multiplos testes, o
gue pode elevar o nimero de falsos-positivos nos resultados. Os dados também nao
se encontram disponiveis publicamente, e ndo foi divulgado o namero de reads
sequenciados, ndo sendo possivel saber a profundidade do sequenciamento.

Nossos dados de sequenciamento sdo de alta cobertura (>100 milhdes
reads/amostra) e nossas duplicatas biologicas apresentam alta correlacdo entre si.

Num estudo de validagdo com mais de 50 genes individuais, os resultados de
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expressao obtidos por qRT-PCR mostram altissima correlagdo com os dados de RNA-
seq (R?= 0.93; pr= 2.31x107'%%) (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019). Esta alta
correlacdo é esperada, pois nosso modelo se baseia em animais isogénicos (com
mesmo background genético), bastante diferentes de amostras humanas ou mesmo
de linhagens celulares, que apresentam backgrounds genéticos bastante diversos. O
modelo do OIR é um modelo sincronizado, onde a angiogénese € induzida ao mesmo
tempo em todos os animais, outro aspecto que diferencia este modelo de amostras
humanas, por exemplo, de tumores. Por todas estas razfes, tudo indica que as redes
de coexpressao génica geradas no presente trabalho sdo robustas e oferecem uma
boa representacdo do processo de regulacdo génica da angiogénese patolégica na

retina do camundongo.

5.1 Métodos

5.1.1 Identificacdo dos médulos de coexpressao de genes

Para a construcdo da rede de coexpressdo de genes, utilizamos o pacote
WGCNA (LANGFELDER; HORVATH, 2008) para o R. O WGCNA comeca primeiro
calculando a correlacdo entre todos os pares de genes, montando a matriz de
similaridade. Em seguida, os valores de correlacao sao elevados a uma poténcia (B),
chamada de soft threshold, transformando a matriz de similaridade em uma matriz de
adjacéncia. Uma vez calculado a matriz de adjacéncia, entdo é calculada a matriz de
sobreposicéo topolédgica (TOM), que é determinada pelo nimero de nés vizinhos que
sdo compartilhados por 2 nés conectados, de modo que, quanto maior esse numero,
maior sera o valor de TOM (YIP; HORVATH, 2007). E por fim é calculada a matriz de
dissimilaridade (1 — TOM). Com a matriz de dissimilaridade calculada, um método de
clusterizacdo hierarquica é aplicado, e os ramos do dendrograma resultante sdo
“cortados” pelo algoritmo implementado no pacote dynamicTreeCut (LANGFELDER,;
ZHANG; HORVATH, 2008), definindo-se assim os clusters (médulos) de genes co-
expressos (FARHADIAN et al.,, 2021; LANGFELDER; HORVATH, 2008; NIU et al.,
2019).

Para esta analise consideramos apenas a biblioteca poli-A+, pois como observado
na secdo 4.1.1 , ndo é possivel utilizar os dados de sequenciamento da biblioteca
Ribo-, pois 0 sequenciamento introduziu uma diferenca artificial entre as réplicas. A
guantificagdo foi realizada com o software RSEM, considerando apenas como

referéncia as variantes principais de cada gene, classificada segundo o banco de
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dados APPRIS. Na auséncia de uma classificacéo, foi considerada a variante de maior
tamanho como a principal. Além das variantes principais de cada gene, também foram
adicionados a referéncia os 10.492 novos IncRNAs apresentados na se¢ao 4.3.2 . Os
dados de expressdo foram normalizados e transformados para estabilizacdo da
variancia com o método aplicado pelo pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS,
2014). Descartamos 0s transcritos cujas variancias estimadas fossem menores que a
mediana das variancias estimadas de todos os transcritos, resultando em um total de
35.331 transcritos.

Os mobdulos de co-expressdo foram determinados utilizando a funcéo
blockwiseModules (networkType = “signed”, corType = *“bicor”, corOptions = list
(maxPOQutliers = 0.05), soft threshold power = 20) do WGCNA. O soft threshold power
(B) foi determinado usando a funcao pickSoftThreshold do WGCNA, onde foi escolhido
0 menor valor capaz de gerar uma rede com uma topologia livre de escala
(BARABASI; OLTVAI, 2004) (Figura 27).
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Figura 27: Selecéo do valor do soft threshold (8), que foi utilizado para gerar a matriz de adjacéncia. A
linha horizontal vermelha marca o coeficiente de determinagéo (R?) = 0.9 de um modelo de topologia livre
de escala. O melhor valor de B € o menor valor mais proximo da linha horizontal vermelha.

Uma vez identificados os moédulos, calculamos a correlacdo da expressdo do
eigengene, que é o primeiro componente principal de todos os genes que compdem o
modulo, com cada grupo e tempo, para verificar quais médulos e seus respectivos

transcritos estdo mais associados com o0 grupo retinopético. Os modulos com
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correlagdo positiva (o > 0) e significativa (p-valor < 0.05) com amostras do grupo
retinopético (R12, R12.5, R15 e R17) foram selecionados para andlise de
enriquecimento funcional com Gene Ontology (GO) e KEGG com a ferramenta online
DAVID.

5.1.2 Analise de preservacédo dos modulos de interesse

Para avaliar a robustez dos modulos selecionados, calculamos o indice de
preservacdo Zsummary com teste de permutacdo (n = 100). Utilizamos como
referéncia para a andalise o conjunto de dados utilizados para constru¢do da rede
(transcritos com variancia maior que a mediana). Para o conjunto teste, construimos
dois conjuntos de dados: 1) transcritos com variancia maior que o primeiro quartil
(49.618 transcritos, ou seja, um conjunto maior que a referéncia); 2) transcritos com
variancia maior que o terceiro quartil (17.666 transcritos, ou seja, um conjunto menor

gue a referéncia).

5.1.3 Selecdo dos genes mais relevantes para angiogénese

O préximo passo entdo € selecionar os transcritos de maior relevancia para o
modulo, e assim poupar tempo de processamento nos passos seguintes. Para isso
calculamos 2 métricas dentro do WGCNA que permitem fazer essa selecdo: 1) gene
significance (GS), que é a correlacdo entre a expressado do transcrito e o grupo de
tratamento, 2) module membership (MM), que é a correlacdo do transcrito com o
eigengene do mddulo. Apenas os transcritos com GS e MM significativos (p-valor <
0,05) foram selecionados.

Para estabelecer as interacdes entre os transcritos selecionados de cada maédulo,
submetemos a lista de genes para o banco STRING para gerar uma rede de
interacdes proteina-proteina (PPi) para cada modulo. Os parametros utilizados foram:
‘Network Type’ = physical subnetwork, medium confidence (0.400) score e FDR
stringency = medium (5%).

Uma vez obtida a rede de cada mddulo, precisamos verificar se 0s genes que
participam dessa rede possuem alguma relevancia biolégica. Para esta tarefa
utilizamos os dados do METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer
International Consortium) (CURTIS et al., 2012; PEREIRA et al., 2016) baixados do
banco de dados do cBioPortal (CERAMI et al., 2012; GAO et al., 2013), que contém

dados clinicos e de expresséo génica de 1.904 pacientes diagnosticadas com cancer
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de mama e que nao receberam tratamento com drogas anti-HER2. O recente estudo
publicado pelo nosso grupo (GUARISCHI-SOUSA et al, 2019) mostrou que a
assinatura génica para angiogénese obteve uma boa resposta preditiva para as
pacientes com cancer de mama, sendo portanto uma 6tima doenca modelo para se
investigar a angiogénese patoldgica. Os pacientes foram divididos em 2 conjuntos de
dados (conjunto de treinamento com 961 pacientes, e conjunto de validacdo com 943
pacientes), e o tempo de sobrevivéncia dos pacientes foi truncado para 15 anos, 0s
mesmos passos seguidos por (GUARISCHI-SOUSA et al.,, 2019). A validagéo foi
realizada por meio da analise de regressdo de Cox univariada, onde se verificou a
associacdo entre o perfil de expressédo de cada gene com o tempo de sobrevida da
paciente. Para realizar o teste, nés identificamos os homélogos humanos para os
genes de camundongo selecionados e verificamos quais desses genes estavam
presentes nos dados do METABRIC. Além dos valores continuos de expressao dos
genes, adicionamos também valores discretos para cada gene, sendo 1 para expresso
e 0 para nao-expresso. Um gene era considerado expresso se o valor continuo de
expressao estivesse acima da mediana da expressdo do mesmo gene em todas as
amostras, e ndo-expresso se esse valor estivesse abaixo da mediana (GUARISCHI-
SOUSA et al., 2019). Os genes que tiveram uma associacao significativa (p-valor <
0,05) foram considerados validados e por isso foram selecionados para as demais

analises.

5.1.4 Construcéo da rede de regulacéo génica para angiogénese

Para os genes que foram validados na etapa anterior, n0s recuperamos as redes
PPi geradas pelo STRING (SZKLARCZYK et al., 2021), e verificamos quais miRNAs
regulam esses genes, quais INCRNAS estdo co-expressos com esses genes, e se
existem circRNAs preditos também para esses genes, e quais miRNAs sdo seus
possiveis alvos. As redes obtidas foram visualizadas e analisadas pelo software
Cytoscape (SHANNON et al., 2003).

5.2 Resultados

5.2.1 Identificacdo dos mddulos de coexpressao de genes

Para construir a rede foram utilizados os dados de expressédo de 25.218 mRNAs e

10.133 IncRNA (3436 conhecidos e 6.667 novos) como input para o programa



73

WGCNA. Ao todo foram identificados 46 mddulos, onde cada mddulo é identificado por
uma cor (Figura 28). Desses 46, 12 modulos estdo positivamente correlacionados com
amostras do grupo retinopatico, sendo eles: blue, brown, darkgrey, darkred, floralwhite,
grey60, lightsteelbluel, mediumpurple3, sienna3, violet e yellowgreen (Figura 29). A
analise de enriquecimento funcional com Gene Ontology (GO) mostrou que termos GO
relacionados com angiogénese estdo entre as funcdes mais enriquecidas nos médulos
“darkred” e “brown” e por isso esses moédulos foram selecionados para as proximas
etapas. Os termos GO mais enriqguecidos para cada um dos maodulos,
respectivamente, foram “cellular response to hypoxia” (Tabela 14) e “angiogenesis”
(Tabela 15), e como é possivel observar na Figura 29, o moédulo “darkred” esta
principalmente associado com o grupo R12.5, quando ocorre o pico de hipoxia no
tecido, e o modulo “brown” esta principalmente associado com o grupo R17, que é

guando ocorre o pico de neovascularizacéao do tecido.
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Figura 28: Tamanho, em nimero de transcritos, de cada modulo identificado. No médulo 0 (cor cinza) se
encontram os transcritos que néao se agruparam em nenhum dos maédulos.
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Tabela 14: Os 5 termos GO (ontologia “Biological process”) mais enriquecidos entre os genes do mddulo
"Darkred". A andlise de enriquecimento foi realizada com a ferramenta web DAVID, e o método de

correcao do p-valor utilizado foi a de Benjamini-Hochberg.

Termo GO Contagem P-valor Correcéo do p-
de genes valor.
Celullar response to 11 7
hypoxia 19 57E 1,5E
Glycolytic process 12 1,2E1° 1,6E”
Response to hypoxia 20 5,0E® 4,5E°
Antigen processing and
presentation of
endogenous peptide 7 4
antigen via MHC class | via 9 2,58 1,38
ER pathway, TAP-
independent
Antigen processing and
presentation of 9 2 5E7 1.3E

endogenous peptide
antigen via MHC class Ib

Tabela 15: Os 5 termos GO (ontologia “Biological process”) mais enriquecidos entre os genes do médulo
"Brown". A analise de enriquecimento foi realizada com a ferramenta web DAVID, e o método de corregdo
do p-valor utilizado foi a de Benjamini-Hochberg.

Termo GO Contagem P-valor Correcao do p-

de genes valor.

Angiogensis 19 57E 1,57

Inflammatory response 12 1,2E10 1,6E7

Regulation of cell shape 20 5,0E® 4,5E°

Positive regulatl_on of 9 2 5E7 1364
angiogenesis

Cell migration 9 2,5E7 1,3E*
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Figura 29: Heatmap dos valores de correlacéo (Pearson) dos eigengene de cada médulo com os grupos
de tratamento. O eigengene corresponde a primeira componente principal do médulo e representa o perfil
de expresséo de todos os genes do médulo. As setas indicam os modulos “Darkred” e “Brown” que foram
selecionados para as etapas seguintes da andlise. E possivel ver que o médulo “Darkred” tem uma
correlacd@o positiva e significativa (p-valor < 0,05) com as amostras do grupo R12_5, enquanto o médulo
“Brown” possui uma correlagéo positiva e significativa com as amostras do grupo R17.
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5.2.2 Analise de preservacédo dos modulos de interesse

A analise de preservacdo dos modulos darkred e brown mostrou que em ambas
as comparacdes realizadas os médulos se mantiveram entre 0os mais preservados,
mesmo variando o tamanho do conjunto de dados, uma vez que ambos estdo com

Zsummary acima de 10 (Figura 30).
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Figura 30: indice de preservacdo Zsummary: a) entre o conjunto de referéncia (35.331 transcritos) e o
conjunto 1° quartil (transcritos com variancia maior que o primeiro quartil, um total de 49.618 transcritos) e
b) entre o conjunto de referéncia e o conjunto 3° quartil (transcritos com variancia maior que o terceiro
quartil, um total de 17.666 transcritos).
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5.2.3 Selecdo dos genes mais relevantes para angiogénese

Ap6s filtrar os transcritos com p-valor significativo (< 0,05) em GS e MM, restaram
204 e 1407 transcritos nos moédulos darkred e brown, respectivamente. Com a
ferramenta STRING nos geramos duas redes PPi, uma para cada modulo. A rede PPi
do médulo “darkred” possui 55 transcritos e 71 interagbes (Figura 31), enquanto o

modulo “brown” possui 631 transcritos e 1700 interagdes (Figura 32).
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Figura 31: Rede PPi dos genes do modulo “darkred” gerada pelo software STRING.
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Figura 32: Rede PPi dos genes do modulo “brown” gerada pelo software STRING.

Encontramos 50 e 615 homologos humanos para os genes das redes PPi dos

modulos “darkred” e “brown”, respectivamente. Destes, 49 e 573 genes estao
presentes nos dados do METABRIC. A partir da andlise de regressdao de Cox

verificamos que 18 e 220 genes dos médulos “darkred” e “brown”, respectivamente,

estdo associados significativamente com o tempo de sobrevivéncia das pacientes com

cancer de mama (Tabela 16 Tabela 17).

Tabela 16: Os 10 genes mais significativos (em ordem decrescente) do modulo “darkred”.

Posicdo Gene Posicdo Gene
1° ENO1 6° PDK1
20 GPI 7° TRFC
30 GAPDH 8° P4HAl
40 VEGFA 9o P4HB
50 CCNE2 10° PTGS
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Tabela 17: Os 10 genes mais significativos (em ordem decrescente) do modulo “brown”.

Posicdo Gene  Posicdo  Gene

1° CST3 6° F2RL2
2° CDKN2C 7° NQO1
3° BCL2 8° EZR

40 EPHX1 9o EFEMP2
5° KIF14 10° DNMT3B

5.24 Construcao da rede de regulagéo génica

Verificamos que dos 99 miRNAs DE na retina do nosso modelo animal, 30 sé&o
potencialmente reguladores de 7 genes do médulo “darkred”. Ja no moédulo “brown”

identificamos 58 miRNAs potencialmente regulando 67 genes (Tabela 18).

Tabela 18: Resumo com o total de miRNAs DE (conhecidos e novos) interagindo com genes validados
dos médulos “darkred” e “brown”.

Modulos miRNAs conhecidos novos mMiRNAs
Darkred 26 4
Brown 52 6

Verificamos também se para 0s genes mais significativos dos modulos foram
preditos circRNAs e se eles possuem sitios de ligacdo para os miRNAs que regulam
seus genes parentais. A predicdo dos sitios de ligacéo foi realizada com TargetScan
(Tabela 19).

Tabela 19: Resumo com o total de circRNAs preditos para os genes validados nos modulos “darkred” e
"brown".

Moédulos circRNAs miRNAs DE alvos
Darkred 3 0
Brown 17 0

Para determinar se um INcCRNA esta coexpresso com 0s genes mais significativos
dos modulos, descartamos as interacdes fracas apontadas pelo WGCNA, para as

quais a probabilidade de serem verdadeiras é menor. Consideramos como interagédo
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fraca toda interagdo com peso < 0.2. A Tabela 20 resume os resultados obtidos nessa

analise.

Tabela 20: Resumo com o total de INcRNAs co-expressos nos modulos “darkred” e “brown”.

Modulos IncRNAs conhecidos novos IncRNAs
Darkred 1 4
Brown 13 17

A partir desses resultados, somados aos genes selecionados na sec¢do 4.4, nés
geramos as redes de regulagédo génica (GRN) para os médulos “darkred” (Figura 33 e
Apéndice VI. Lista de RNAs que pertencem a rede “darkred”) e “brown” (Figura 34 e

Apéndice VII: Lista de RNAs que pertencem a rede “brown”).
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Figura 33: Rede de regulagdo génica baseada no mddulo “darkred”. Os mRNAs est@o representados
pelos retangulos, os miRNAs pelos hexagonos, os INcRNAs pelos octégonos e os circRNAs pelas elipses.
A cor do no representa a centralidade do RNA na rede. Quanto mais quente, maior a centralidade do no,
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e, portanto, mais caminhos (arestas) passam por ele. Esta imagem, assim como das Figura 34 Figura 35
foram geradas pelo software Cytoscape.

Figura 34: Rede de regulagao génica baseada no modulo “brown”.

O maodulo “brown” ficou ilegivel devido a sua grande quantidade de nos e arestas.
Por isso, nos calculamos com o Cytoscape algumas estatisticas relacionadas com a
rede. Uma delas é a betweenness centrality, que quantifica a centralidade de um no6 na
rede. Quanto maior a centralidade de um nd, maior a importancia dele na rede, uma
vez que mais caminhos na rede passam por esse nd. Para o médulo “brown” nés

geramos uma sub-rede com os 20 nos (RNAS) mais centrais da rede (Figura 35).
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Figura 35: Os 20 RNAs de maior centralidade (betweenness centrality) na GRN do médulo “brown”. Os
mMRNAs sdo os retangulos, os miRNAs sdo os hexagonos, os IncRNAs sdo os octégonos e os CircRNAs
sdo as elipses. Os mMRNAs estdo representados pelos retangulos, os miRNAs pelos hexagonos, os
INcRNAs pelos octégonos e os circRNAs pelas elipses. A cor do né representa a centralidade do RNA na
rede. Quanto mais quente, maior a centralidade do nd, e, portanto, mais caminhos (arestas) passam por
ele.

5.3 Discussao

A partir dos resultados gerados com WGCNA, juntamente com as analises de
enriquecimento funcional com o GO, nds identificamos 2 mddulos de coexpressao de
genes que recapitulam 2 distintas etapas da angiogénese em nosso modelo animal: o
estagio inicial de resposta ao estado de hipéxia, onde fatores pré-angiogénicos sdo
expressos para ativar a via de sinalizacdo da angiogénese, sendo essa etapa
representada pelo modulo “darkred”; e a fase da neovascularizagcdao em si, onde
células endoteliais especializadas se proliferam e migram para formar novos vasos
sanguineos, fase essa representada pelo modulo “brown” (ADAIR; MONTANI, 2010).
Ambos 0s modulos séo robustos quanto a sua composi¢cdo de genes, pois eles se
mantiveram preservados mesmo alterando o tamanho do conjunto de dados de
entrada para o WGCNA (Figura 30), o que aumenta a confiabilidade dos nossos
resultados. ApoOs selecionar os genes mais relevantes para ambos os modelos
(utilizando as métricas GS e MM, recuperando as redes PPi com STRING e validando
com os dados do METABRIC), e cruzar com os resultados obtidos com as analises de
mMiRNAs, circRNAs e IncRNAs (Sec¢éo 5.2.4 ), nés obtivemos duas redes de regulagao

génica, cada uma representando uma fase da angiogénese do nosso modelo animal.
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Entre os RNAs mais centrais da rede do modulo “darkred” (Figura 33), nds temos
0os mMRNAs dos genes VEGFA, PGK1, P4HB e PTGS2, sendo todos esses anotados
com o termo GO “cellular response to hypoxia”, e 0s mRNAs dos genes Gapdh, PDK1,
ENO1, PGK1 e GPI1, que sdo genes essenciais da via glicolitica. J& é conhecida a
relacdo da expressdo de HIF-1A com a expressédo de genes da via glicolitica (DU et
al., 2021; KIERANS; TAYLOR, 2021; ROBEY et al., 2005), assim como a importancia
da via glicolitica para a progressédo da angiogénese, sendo essa via a principal fonte
de energia das células endoteliais em angiogénese (DRAOUI; DE ZEEUW,
CARMELIET, 2017; DU et al., 2021; STAPOR et al., 2014; YETKIN-ARIK et al., 2019).
E provavel que o gene PGK1 seja um dos responséaveis por fazer a ponte entre essas
2 vias, pois 0 gene PGK1 ndo s6 é induzido por hipoxia (LI; KO; WHITLOCK, 1996;
ZHANG et al., 2020c), mas como também contribui para o crescimento e progressao
de tumores (HE et al., 2022; ZHANG et al., 2020c), sendo ele um potencial candidato
para alvo de terapias anti-angiogénicas.

Na rede “darkred” nés observamos 5 IncRNAs, 4 preditos in silico em nossas
andlises e um previamente anotado, 0 Gm15283. Esse ultimo é um IncRNA do tipo

antisenso, e se encontra na fita oposta ao gene HIF-7A (Figura 36).
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Figura 36: O IncRNA Gm15283 se encontra na fita oposta ao gene HIF-1a. Imagem retirada do ENSEMBL
(ENMUSG00000087700)
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Em humano, existem 3 HIF-1A IncRNAs antisenso, HIF1A-AS1, -AS2 e -AS3.
HIF1A-AS3, chamado pelos autores como HIFAL, auxilia o HIF-71A a se ligar aos
elementos de resposta a hipoxia (HRE) dos seus genes alvos, tornando o IncRNA
essencial na manutencdo da expressdo desses genes, incluindo os que pertencem a
via glicolitica (ZHENG et al.,, 2021). O mesmo estudo apontou que alto niveis de
expressao desse INCRNA estdo associados com um progndstico ruim para pacientes
com cancer de mama. HIF1-AS1 apresenta fungbes similares ao HIF1-AS3. Um
estudo relacionou a resisténcia a droga Gemcitabina (GEM) no tratamento de
pacientes com cancer de pancreas com a expressao do HIF1-AS1. Eles observaram
gue o IncRNA induz a expressao do HIF-1A, o que promove a glicélise, aumentando a
resisténcia das células de cancer pancreético contra GEM (XU et al., 2021). HIF1-AS2
ja foi associado com aumento da progressao associada a hipdxia de diversos tumores
e doencas (MINEO et al., 2016; WU et al., 2019a; ZHANG et al., 2022, 2020b; ZHU et
al., 2020). HIF1-AS2 foi capaz de induzir angiogénese em células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVEC) sob hipdxia. Esse IncRNA sequestra o miR-153-3p,
impedindo o silenciamento do gene HIF-7A (LI et al.,, 2017). Nossa rede mostra a
correlacdo entre a expressdo do INncRNA Gm15283 com os genes de resposta a
hipéxia e da via glicolitica, corroborando com o que foi observado pelos estudos
apresentados acima. Isso torna esse INcRNA um bom candidato para futuros estudos
de desenvolvimento de novas terapias anti-angiogénicas.

Quantos aos novos INncRNAs preditos em nossos dados, o INcRNA “19170” se
encontra na mesma regiao do gene P4HA2, podendo ser uma variante ndo codificante
do gene. O IncRNA “42839” se encontra na fita oposta ao gene ZFHX2 (Zinc finger
homeobox 2), que é um fator de transcricdo expresso principalmente no cérebro, e
estd associado a fun¢des como sensibilidade a dor (AKSHAYAA et al., 2019; HABIB et
al., 2018), diferenciacdo de neurbnios e distdrbios comportamentais (KOMINE et al.,
2012). O IncRNA “28938” se encontra na mesma regiao do pseudogene CT030170.4,
e 0 IncRNA “41628” localiza-se em uma regido intergénica no cromossomo 14, entre
0s pseudogenes Gm16439 (ENSMUSG00000072594) e Gm8256
(ENSMUSG00000091605). A relagdo desses novos IncRNAs com angiogénese ainda
nao é clara, sendo necessarios estudos mais especificos para elucidar seus papéis
nesse processo.

Para a sub-rede com os 20 RNAs mais centrais da rede “brown” (Figura 35)
observa-se que os mMRNAs dessa rede pertencem a genes que estdo envolvidos com
regulagdo da angiogénese, seja na regulacdo da proliferacdo, migragdo e/ou na

diferenciacdo das células endoteliais, 0 que corrobora com o experimento executado,



85

onde o dia 17 € quando a neovascularizagédo atinge o0 seu pico. Todos esses genes
s&o potenciais alvos para o desenvolvimento de terapias anti-angiogénicas.

Ainda sobre a sub-rede do moddulo “brown”, nds observamos 4 IncRNAs, 3
preditos in silico em nossas andlises e um previamente anotado, o FGF20S, também
conhecido com FGF2-AS. Esse ultimo é um IncRNA do tipo antisenso, e se encontra
na fita oposta ao gene FGF2. O FGF20S é complementar a regidao 3’ UTR do gene
FGF2, e ao se ligar a essa regido, ele impede a transcricdo do gene FGF2, regulando
assim sua expressdo. A expressdo elevada de FGF2 em pacientes com cancer
esofagico representa um prognaostico ruim, sendo associado com recorréncia do tumor
e tempo de sobrevivéncia reduzido, mas quando coexpresso com FGF20S ocorre
uma melhora desse prognéstico (BARCLAY et al., 2005; MACFARLANE et al., 2010).

Quanto aos novos IncRNAs preditos em nossos dados, o IncRNA “36289” se
encontra em regido intergénica entre os genes NSD1 e FGFR4. O IncRNA “72430” é
possivelmente uma variante ndo codificante do gene EGFL7, um fator angiogénico que
atua na proliferacdo, migracdo e invasao de células endoteliais, expresso durante
embriogénese e angiogénese fisioldgica e patolégica (NICHOL; STUHLMANN, 2012).
O IncRNA “61969” se encontra na fita oposta préximo ao gene RAB12, que esta
associado com radioresisténcia de células de céancer cervical de pacientes HPV-
positivo (HUANG et al., 2021). A relacdo desses novos IncRNAs com angiogénese
ainda ndo é clara, sendo necessario estudos mais especificos para elucidar seus
papéis nesse processo.

Trés miRNAs apareceram entre os RNAs mais centrais da rede “Brown”, o miR-
30e-5p, miR-30c-5p e 0 miR-1224-5p. A baixa expressao de miR-30e-5p em pacientes
com carcinoma em células escamosas da cabeca e do pescoco (SCCHN) foram
associados com progndstico ruim (ZHANG et al., 2020a). O mesmo estudo observou
em experimentos in vitro e in vivo que 0 miRNA inibiu a migracao, invasao e metastase
de SCCHN bloqueando a angiogénese por meio da inibicdo de fatores pro-
angiogénicos como VEGF, HGF, FGF1/2, CSF1/2/3, IL-8, IGF1/2 (ZHANG et al.,
2020a). Da mesma familia do miR-30e, 0 miR-30c-5p também é associado ao papel
de supressor tumoral. Seu nivel de expressédo é um fator progndstico para cancer de
estdmago, onde a baixa expressdo desse miRNA é associada a um progndstico ruim
para a doenca (HU et al., 2021). Em células endoteliais do figado, foi observado que o
miR-30c-5p inibe a angiogénese ao se ligar ao gene DLL4, reduzindo os efeitos da
fibrose hepatica (GU et al., 2021). O miR-1224 por outro lado pode atuar como um
fator pré-angiogénico. Em ensaios in vitro com HUVEC foi observado que o aumento
de expressdo desse miRNA também aumentou a sinalizagdo por VEGF e inibiu a via
de sinalizacdo do NOTCH, estimulando a formacédo de tubo (SAKAI et al., 2017). O
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mesmo estudo observou que a expressdo do miR-1224 é controlada pela expressao
do EPSIN2, um fator anti-angiogénico. Quando a expressdo do EPSIN2 é inibida, a
expressdo do miR-1224 aumenta, e vice-versa (SAKAI et al., 2017). A literatura
mostra, portanto, que os 3 miRNAs séo reguladores da angiogénese, e por isso sao
bons candidatos para futuras validacdes e para estudos que visam desenvolver novas

terapias anti-angiogénicas para tratamento de doencas dependentes de angiogénese.
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6 Assinatura génica de angiogénese para prognostico de

cancer de mama

O cancer esta entre as principais causas de mortes no mundo; no Brasil, por
exemplo, a doenca ocupa a segunda posicédo (SUNG et al., 2021). Em 2020, o cancer
de mama foi o tipo de cancer de maior incidéncia (24,5%) e a de maior mortalidade
(15,5%) em mulheres (SUNG et al.,, 2021). Quadro semelhante ocorre em muitos
paises do mundo e, portanto, € uma doenca de preocupacao global.

O céncer de mama pode ser subdividido em 3 classes moleculares, com
caracteristicas clinicas importantes. Os do tipo luminal (subdivido em A e B) sédo
aqueles que expressam receptores de estrogénio e progesterona e que nhao
expressam ERBB2, sendo esses associados com um melhor prognéstico, por crescer
mais lentamente. Os do tipo HER2 positivos, sdo agueles que expressam ERBB2 mas
nao expressam o0s receptores hormonais; ja os Triplo negativos (também conhecido
como Basal), ndo expressam nem 0s receptores hormonais e nem a proteina HER2,
sendo esse o tipo de pior prognostico e sem medicamentos especificos disponiveis
para o tratamento (HARBECK et al., 2019; LOIBL et al., 2021; WAKS; WINER, 2019).
Mesmo com essa classificacdo molecular, o tumor de mama (como outros tipos
tumorais) ainda € uma doenca bastante heterogénea, e a decisao sobre o tratamento
adequado para cada paciente baseada nessa classificacdo ainda é limitada. Por isso,
a aplicacdo de assinaturas génicas para classificar as pacientes em diferentes
categorias de risco/sobrevivéncia, em conjunto com os dados clinico-patoldgicos,
podem auxiliar na decisdo do tratamento mais adequado ao paciente (ARRANZ et al.,
2012; QIAN et al., 2021).

Desde 2002, quando a primeira assinatura génica prognéstica para cancer de
mama foi publicada, a AGENDIA MammaPrint (VAN DE VIJVER et al., 2002), novas
assinaturas vém sendo desenvolvidas para auxiliar no prognéstico de pacientes com
cancer de mama (QIAN et al., 2021). Em 2019, nosso grupo publicou uma assinatura
génica de angiogénese com poder prognoéstico para pacientes diagnosticadas com
esse tipo de cancer (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019), que foi capaz de distinguir
significativamente (p = 2.56 x 10™%') as pacientes em 3 grupos de risco: risco baixo,
guando probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% ap6s 15 anos do diagnéstico da
doenca; risco médio: quando P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais
casos. A assinatura foi construida a partir dos resultados de expressao diferencial,
onde foram identificados 153 genes DE. Como nds geramos as redes de coexpressao

(secdo 5.2.4 ), abrangendo um conjunto de genes diferentes (em parte) dos 153 genes
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DE, mas que também sdo relevantes para a regulagdo da angiogénese, nés
desenvolvemos 3 novas assinaturas génicas para progndstico de cancer de mama

utilizando os genes co-expressos presentes nessas redes.

6.1 Métodos

A partir dos genes validados dos mddulos “darkred” (18 genes) e “brown” (220
genes) (Secdo 5.2.3 ) nos desenvolvemos 3 modelos de assinatura génica de
angiogénese para prognostico de cancer de mama: 1) utilizando apenas os genes do
modulo “darkred”; 2) apenas os genes do moédulo “brown”; e a unido dos genes dos
modulos “darkred” e “brown”. Para realizar esta tarefa, utilizamos o pacote
randomForestSRC do R, que aplica um algoritmo de aprendizado de maquina
conhecido como Survival Random Forest. O algoritmo gera diversas arvores de
decisdo com diferentes combinacfes aleatérias (com repeticdes) de features e de
amostras (bootstrap). As arvores crescem conforme seus nés sao divididos seguindo a
regra “log-rank test”. Ao final, todas as arvores geradas sdo combinadas, fazendo-se
uma média das estatisticas dos nds terminais de cada uma das arvores, e entdo uma
funcdo de sobrevivéncia e uma funcdo de risco acumulado sdo estimadas para o
modelo final.

Esse algoritmo foi utilizado para construir um modelo capaz de predizer o tempo
de sobrevivéncia das pacientes. Primeiro, nés ranqueamos, em ordem crescente, a
lista de genes de interesse de acordo com o p-valor calculado na analise de regressao
de Cox univariada (secdo 5.2.3 ). Em seguida, os genes dessa lista foram
incrementados um a um (forward selection) na formula da fungédo “rfsrc” do pacote
randomForestSRC. Cada vez que um gene era incrementado a férmula, um novo
modelo era gerado. E por fim, utilizando o Harrell’s C-index (HARRELL et al., 1982)
para determinar a taxa de erro nas predicdes dos modelos, nés selecionamos como
modelo final aquele que obteve a menor taxa de erro. Além dos valores continuos de
expressao dos genes, também foram utilizados valores discretos para cada gene

(representado pelo nome do gene seguido do sufixo “__B”) na constru¢do dos
modelos, sendo 1 para expresso e 0 para hdo-expresso. Um gene era considerado
expresso, se o valor continuo de expresséao estivesse acima da mediana da expressao
do mesmo gene em todas as amostras, e ndo-expresso, se esse valor estivesse
abaixo da mediana (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019). Também foram incluidos nos

modelos os dados de idade do paciente quando recebeu o diagndstico e o estagio do
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tumor. Cada modelo foi gerado e testado com o conjunto de treinamento do
METABRIC (Tabela 21).

Uma vez obtido o modelo final de cada assinatura, nés as aplicamos no conjunto
de validacdo do METABRIC para gerar as predigdes. Para categorizar os pacientes,
nds seguimos as mesmas regras aplicadas em (GUARISCHI-SOUSA et al., 2019):
risco baixo, quando probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% apdés 15 anos do
diagnodstico da doenca; risco médio: quando P >50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto
nos demais casos. Para visualizar os resultados foram plotadas curvas de Kaplan-

Meier geradas com a fungéo ggsurvplot do pacote “survminer”.

Tabela 21: Dados clinicos das pacientes do banco de dados do METABRIC nas coortes de Treinamento e
Validacdo. NA = N&o disponivel; * = Mediana (Quartil inferior, Quartil superior).

Treinamento Validagcéao
NUmero de pacientes 961 943
Idade no diagnéstico (Anos)* 61.26 (50,98, 70.22) 62.61 (51.90, 70.93)
Tempo de sobrevivéncia (Anos)* 9.70 (5.09, 15.43) 9.46 (5.03, 15.26)
Tamanho do tumor* 23 (18, 30) 23 (17, 30)
Estagio do tumor
0 1 3
1 300 175
2 517 283
3 72 43
4 8 1
NA 63 438
Estado ER
Positivo 772 687
Negativo 189 256
Subtipos PAM50
Basal 69 130
HER2 77 143
LumA 436 243
LumB 255 206
Normal 37 103

NA 0 6
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6.2 Resultados
6.2.1 Modulo “Darkred”

Para construcédo da assinatura referente ao médulo darkred, nés utilizamos os 18
genes (sec¢do 5.2.3 ) do modulo que foram associados significativamente com o tempo
de sobrevivéncia das pacientes com cancer de mama presentes no banco de dados
METABRIC. A assinatura gerada é composta por 8 desses 18 genes (Figura 37). A
Figura 38 apresenta a curva de Kaplan-Meier resultante do teste da assinatura com o
conjunto de validacdo do METABRIC. E possivel notar que a assinatura foi capaz de
categorizar as pacientes nas diferentes categorias de risco, 0 que mostra que a
assinatura possui um bom poder prognostico para essa doenca (p-valor = 7e®, teste

log-rank).
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Figura 37: Atributos da assinatura génica do modulo “Darkred” em ordem de importancia para o modelo.
O sufixo “__B” representa o valor discreto da expressao do gene. A importancia da variavel (VIMP) foi
calculada utilizando o método de Breiman-Cutler VIMP. Quanto maior o VIMP, maior é a capacidade
preditiva da variavel, enquanto VIMP negativo, ou igual a zero, indicam variaveis ruidosas (ISHWARAN et
al., 2021).
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Figura 38: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica do modulo “Darkred” aplicada no conjunto de
validacdo do METABRIC. O eixo X representa o tempo desde o diagnéstico (em anos), e o eixo Y
representa a probabilidade de sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da curva de Kaplan-
Meier) apresenta o numero de pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias sdo: risco baixo,
guando probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% apds 15 anos do diagnéstico da doencga; risco médio:
guando P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-Rank mostra que a
assinatura foi capaz de distinguir as diferentes categorias de riscos das pacientes. Esta imagem, assim
como as Figura 39Figura 41Figura 42,Figura 44Figura 45Figura 47 Figura 48, foram geradas pela fungéo
“ggsurvplot” do pacote “survminer’.

Também verificamos a performance da assinatura nos diferentes subtipos do
cancer de mama (Figura 39). A assinatura foi eficiente em categorizar os pacientes
nos subtipos LumA (p-valor < 2e%) e LumB (p-valor = 6e3), mas para os subtipos

HER2 (p-valor = 0.8) e Basal (p-valor = 0.4) néo foi eficiente.
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Figura 39: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica do modulo “Darkred” aplicada para cada um dos
subtipos PAM50 de céncer de mama utilizando o conjunto de validacdo do METABRIC. O eixo X
representa o tempo desde o diagndstico (em anos), e 0 eixo Y representa a probabilidade de
sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da curva de Kaplan-Meier) apresenta o nimero de
pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias sdo: risco baixo, quando probabilidade de
sobrevivéncia (P) > 50% apds 15 anos do diagnostico da doenca; risco médio: quando P > 50% entre 7,5
e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-Rank mostra que a assinatura apenas teve um
bom desempenho em classificar as pacientes do subtipo Luminal (LumA e LumB) do cancer de mama,
mas nao foi eficaz nos subtipos mais agressivos (Her2 e Basal).

6.2.2 Modulo “Brown”

Para construcdo da assinatura referente ao modulo brown, nés utilizamos os 220
genes (secdo 5.2.3 ) do modulo que foram associados significativamente com o tempo
de sobrevivéncia das pacientes com cancer de mama presentes no banco de dados
METABRIC. A assinatura gerada é composta por 29 desses 220 genes (Figura 40). A

Figura 41 apresenta a curva de Kaplan-Meier resultante do teste da assinatura com o
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conjunto de validagdo do METABRIC. Assim como o médulo “darkred”, a assinatura do

maodulo “brown” também obteve um bom poder progndstico para essa doencga (p-valor

< 2e'®, teste log-rank).
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Figura 40: Atributos da assinatura génica do modulo “Brown” em ordem de importancia para o modelo. O
sufixo “__B” representa o valor discreto da expressdo do gene. A importancia da variavel (VIMP) foi
calculada utilizando o método de Breiman-Cutler VIMP. Quanto maior o VIMP, maior é a capacidade
preditiva da varidvel, enquanto VIMP negativo, ou igual a zero, indicam variaveis ruidosas (ISHWARAN et

al., 2021).
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Figura 41: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica do mdédulo “Brown” aplicada no conjunto de
validacdo do METABRIC. O eixo X representa o tempo desde o diagnéstico (em anos), e o eixo Y
representa a probabilidade de sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da curva de Kaplan-
Meier) apresenta o numero de pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias sdo: risco baixo,
guando probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% apds 15 anos do diagnéstico da doencga; risco médio:
guando P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-Rank mostra que a
assinatura foi capaz de distinguir as diferentes categorias de riscos das pacientes. Porém, para pacientes
das categorias de risco médio e alto que sobreviveram 15 ou mais, a assinatura ndo foi muito eficaz em
separar essas categorias.

Também verificamos a performance da assinatura nos diferentes subtipos do
cancer de mama (Figura 42). A assinatura foi eficiente em categorizar os pacientes
nos subtipos LumA (p-valor = 6e®) e LumB (p-valor = 2e?®), mas para os subtipos

HER2 (p-valor = 0.9) e Basal (p-valor = 0.5) néo foi eficiente.
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Figura 42: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica do modulo “Brown” aplicada para cada um dos
subtipos PAM50 de céncer de mama utilizando o conjunto de validacdo do METABRIC. O eixo X
representa o tempo desde o diagndstico (em anos), e o eixo Y representa a probabilidade de
sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da curva de Kaplan-Meier) apresenta o nimero de
pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias sdo: risco baixo, quando probabilidade de
sobrevivéncia (P) > 50% ap6s 15 anos do diagnostico da doenga; risco médio: quando P > 50% entre 7,5
e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-Rank mostra que a assinatura apenas teve um
bom desempenho em classificar as pacientes do subtipo Luminal (LumA e LumB) do cancer de mama,
mas nao foi eficaz nos subtipos mais agressivos (Her2 e Basal).

6.2.3 Moédulos “Darkred” + “Brown”

A assinatura gerada a partir da unido dos genes dos médulos “darkred” e “brown”
resultou em um modelo composto por 35 genes (Figura 43). A Figura 44 apresenta a
curva de Kaplan-Meier resultante do teste da assinatura com o conjunto de validagéo
do METABRIC.
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Figura 43: Atributos da assinatura génica da unido dos mdédulos “darkred” e “brown” em ordem de
importancia para o modelo. O sufixo “_B” representa o valor discreto da expressdao do gene. A
importancia da variavel (VIMP) foi calculada utilizando o método de Breiman-Cutler VIMP. Quanto maior o
VIMP, maior é a capacidade preditiva da varidvel, enquanto VIMP negativo, ou igual a zero, indicam

variaveis ruidosas (ISHWARAN et al., 2021).
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Figura 44: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica da unido dos mddulos “Darkred” e “Brown’
aplicada no conjunto de validagdo do METABRIC. O eixo X representa o tempo desde o diagndstico (em
anos), e o eixo Y representa a probabilidade de sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da
curva de Kaplan-Meier) apresenta o numero de pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias
sdo: risco baixo, quando probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% ap6s 15 anos do diagndéstico da
doenca; risco médio: quando P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-
Rank mostra que a assinatura foi capaz de distinguir as diferentes categorias de riscos das pacientes.
Porém, para pacientes das categorias de risco médio e alto que sobreviveram 15 ou mais, a assinatura
nao foi muito eficaz em separar essas categorias.

Também verificamos a performance da assinatura nos diferentes subtipos do
cancer de mama (Figura 45). A assinatura foi eficiente em categorizar os pacientes
nos subtipos LumA (p-valor = 6e2°), LumB (p-valor = 3e7) e Normal (p-valor = 6e™),

mas para 0s subtipos HER2 (p-valor = 0.6) e Basal (p-valor = 0.4) ndo foi eficiente.
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Figura 45: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica da unido dos modulos “Darkred e “Brown”
aplicada para cada um dos subtipos PAM50 de cancer de mama utilizando o conjunto de valida¢éo do
METABRIC. O eixo X representa o tempo desde o diagndéstico (em anos), e 0 eixo Y representa a
probabilidade de sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da curva de Kaplan-Meier)
apresenta 0 numero de pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias sdo: risco baixo, quando
probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% apds 15 anos do diagnéstico da doenga; risco médio: quando
P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-Rank mostra que a assinatura
apenas teve um bom desempenho em classificar as pacientes do subtipo Luminal (LumA e LumB) do
cancer de mama, mas nao foi eficaz nos subtipos mais agressivos (Her2 e Basal).

6.2.4 Comparacdo com a assinatura génica para angiogénese proposta

em Guarischi-Sousa et al. (2019)

Decidimos comparar nossas assinaturas com a assinatura publicada em
GUARISCHI-SOUSA et al. (2019) (Figura 46). Apesar de nossas assinaturas terem
sido construidas a partir dos dados do METABRIC, esses dados foram coletados de

fontes diferentes e em datas diferentes, podendo haver divergéncias entre os dados
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utilizados no presente estudo e os dados utilizados por GUARISCHI-SOUSA et al.

(2019). Por isso, nés seguimos 0s mesmos passos em GUARISCHI-SOUSA et al.

(2019) para recriar seu modelo de assinatura utilizando os nossos dados (Figura 47

Figura 48).
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stage
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UHRF1
CH25H
VEGFA
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VEGFA_B
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MKle7__B
S100A11_B
SERPINA3_B
SERPINE1_B
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PIEZO2_ B

0.00 0.02

0.04 0.06 0.08
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Figura 46: Atributos da assinatura génica proposta por GUARISCHI-SOUSA et al. (2019) em ordem de
importancia para o modelo. O sufixo “__B” representa o valor discreto da expressdo do gene, sendo 0
para ndo-expresso e 1 para expresso. A importancia da variavel (VIMP) foi calculada utilizando o método
de Breiman-Cutler VIMP. Quanto maior o VIMP, maior é a capacidade preditiva da variavel, enquanto
VIMP negativo, ou igual a zero, indicam variaveis ruidosas (ISHWARAN et al., 2021).
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Figura 47: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica proposta por GUARISCHI-SOUSA et al. (2019)
aplicada no conjunto de validagdo do METABRIC. O eixo X representa o tempo desde o diagndstico (em
anos), e o eixo Y representa a probabilidade de sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da
curva de Kaplan-Meier) apresenta o numero de pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias
sdo: risco baixo, quando probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% ap6s 15 anos do diagndéstico da
doenca; risco médio: quando P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-
Rank mostra que a assinatura foi capaz de distinguir as diferentes categorias de riscos das pacientes.
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Figura 48: Curva de Kaplan-Meier da assinatura génica proposta por GUARISCHI-SOUSA et al. (2019)
aplicada para cada um dos subtipos PAM50 de cancer de mama utilizando o conjunto de valida¢éo do
METABRIC. O eixo X representa o tempo desde o diagnoéstico (em anos), e 0 eixo Y representa a
probabilidade de sobrevivéncia. A tabela de risco (posicionada abaixo da curva de Kaplan-Meier)
apresenta o0 numero de pacientes vivas em cada um dos tempos. As categorias sdo: risco baixo, quando
probabilidade de sobrevivéncia (P) > 50% apds 15 anos do diagnéstico da doenga; risco médio: quando
P > 50% entre 7,5 e 15 anos; e risco alto nos demais casos. A teste de Log-Rank mostra que a assinatura
teve um bom desempenho em classificar as pacientes do subtipo Luminal (LumA e LumB) e Basal, mas
néo foi eficaz para o subtipo Her2.

E possivel verificar que a assinatura proposta em GUARISCHI-SOUSA et al.
(2019) separa com mais eficiéncia os pacientes em suas categorias de risco, em
comparagdo com as assinaturas desenvolvidas em nosso estudo, principalmente, para
0s subtipos de cancer de mama, em que a assinatura proposta por GUARISCHI-
SOUSA et al. (2019) consegue distinguir significativamente os pacientes do subtipo

Basal, enquanto as nossas assinaturas ndo conseguem. Porém, quando comparamos
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a taxa erro das assinaturas, todas possuem uma performance semelhante, com uma

pequena vantagem para a assinatura do médulo “Darkred” (Figura 49).
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Figura 49: Taxa de erro de predi¢cdo de cada uma das assinaturas apresentadas nesse estudo. Todas as
assinaturas apresentam taxas de erro muito similares, com uma diferenca inferior a 1%. Observa-se
também que a taxa de erro atingiu uma estabilidade apds 375 arvores geradas (eixo X), o que indica que
0 aumento do nimero de arvores geradas ndo traria nenhuma melhoria para as assinaturas.

6.3 Discussao

Nés geramos 3 modelos de assinatura génica de angiogénese a partir dos genes
coexpressos dos moédulos “darkred” e “brown”, e todas as assinaturas foram capazes
de discriminar significativamente as pacientes com cancer de mama nas 3 categorias
de risco: baixo, intermediario e alto. No entanto, no caso das assinaturas que
envolvem os genes do modulo “brown”, é possivel observar que para os pacientes que

foram classificados nos grupos de risco intermediario e alto, as curvas de
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sobrevivéncia se cruzam quando se aproximam dos 15 anos (Figura 41 e Figura 44),
isso mostra uma imprecisdo do modelo para distinguir o grupo de risco desses
pacientes, pois era esperado que os pacientes do grupo de alto risco tivessem uma
probabilidade de sobrevivéncia significativamente menor que os pacientes do grupo
intermediario. Uma hip6tese seria que uma das possiveis causas desse
comportamento pode estar relacionada com o nimero maior de variaveis (genes) que
0 modulo “brown” traz para as assinaturas, aumentando a complexidade do modelo, e
assim, dificultando o algoritmo de Random Forest de identificar um padréo na
expressdo desses conjuntos de genes entre os pacientes. E necessario rever os filtros
aplicados e talvez deixa-los mais restritivos, para tentar eliminar os genes que estao
causando a imprecisdo das assinaturas e assim tornar o modelo mais simples.

A assinatura génica apresentada por GUARISCHI-SOUSA et al. (2019) foi
construida a partir dos genes DE identificados no modelo OIR. Como nossas
assinaturas foram construidas a partir de genes co-expressos, abrangendo um nimero
maior de genes com funcdes relevantes para angiogénese, hipotetizavamos que
nossas assinaturas poderiam ser ainda mais eficientes no prognéstico de pacientes
com céncer de mama, mas ndo foi o que observamos quando comparamos 0s
resultados. A assinatura proposta por GUARISCHI-SOUSA et al. (2019) conseguiu
classificar as pacientes com subtipo Basal nos diferentes grupos de risco, enquanto
nossas assinaturas nao foram capazes de fazer o mesmo. Também n&o sofreu com o
problema observado para as assinaturas com os genes do médulo “brown”, as quais
nao foram tdo eficientes em distinguir as pacientes entre os grupos de risco
intermediario e alto. No entanto, ndo podemos descartar as contribuicbes que as
novas assinaturas podem trazer, uma vez que essas assinaturas sdo compostas por
um conjunto de genes diferentes da assinatura de GUARISCHI-SOUSA et al. (2019).
Por exemplo, a assinatura do modulo “darkred” traz os genes da via glicolitica que
contribuem para progressdo da angiogénese em alguns tipos de cancer, como
discutimos na secdo 5.3 . Isso amplia 0 nUmero de genes que podem ser alvos para
desenvolvimento de novos farmacos para tratamento da doencga, ou ainda como novos

marcadores de doencas dependentes de angiogénese.
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7 Conclusao

O objetivo geral deste trabalho foi conhecer melhor os mecanismos moleculares da
angiogénese, identificando os principais genes, codificantes e ndo-codificantes, que
atuam nesse processo e como eles se relacionam entre si. N6s propomos duas redes,
uma apelidada de “darkred” e a outra de “brown”, devido as cores que foram atribuidas
aos modulos de coexpressao génica 0s quais sdo a base dessas redes. As analises
de enriguecimento funcional nos mostraram que 0s genes que compdem essas redes
ndo sO estdo relacionados com o processo de angiogénese, mas como também
representam as fases do experimento executado (secao 5.2.4 ). Além disso, essas
andlises revelaram RNAs importantes para regulagcdo da angiogénese que podem
nortear novas pesquisas de desenvolvimento de farmacos para tratamento de doengas
dependentes de angiogénese, ou ainda em pesquisas que buscam identificar novos
marcadores para as mesmas doencas. Com base nisso, podemos afirmar que nosso
objetivo foi alcancado.

Nossos resultados reforcam a capacidade do modelo OIR em reproduzir a
angiogénese induzida por processos patolégicos em humanos, pois conseguimos
observar no nosso modelo algumas associacdes que ja haviam sido feitas em células
tumorais humanas, como por exemplo a dependéncia entre a via glicolitica e a de
resposta a hipdxia presente na rede “darkred” (sec¢édo 5.3 ). Outro exemplo é o IncRNA
Gm15283, que se trata de um transcrito ndo caracterizado em camundongo, mas que
pelo contexto da rede em que ele se encontra e sua posicdo no genoma do
camundongo, muito provavelmente se trata de um homdélogo da familia de IncCRNAs
HIF1A-AS descritos em humanos, cujos papéis ha manutencdo da angiogénese em
alguns tipos de cancer ja foram descritos em estudos anteriores (secdo 5.3).

Houve algumas limitacdes em nosso estudo que n&o permitiram explorar mais a
fundo o papel de alguns RNAs na angiogénese. A principal delas é referente a falta de
um sequenciamento do tipo paired-end, que trouxe dificuldades na quantificacdo das
variantes dos 153 genes DE (se¢do 3.3 ), e na identificagdo e quantificagdo dos
circRNAs (secédo 4.2.5). A outra foi a falta de uma metodologia capaz de enriquecer
os circRNAs na amostra e assim ter um melhor aproveitamento do sequenciamento
desse tipo de RNA. Por isso sugerimos que estudos futuros da expressao diferencial
de variantes de mRNAs, ou que buscam por circRNAs, sejam realizados por
sequenciamentos do tipo paired-end ou utilizando-se das novas plataformas de
sequenciamento (PacBio e/ou Nanopore) que conseguem gerar reads mais longas, e,

portanto, seriam suficientes para superar as limitagdes do nosso trabalho.
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Também desenvolvemos novas assinaturas génicas de angiogénese para
prognosticos de pacientes com cancer de mama. Conforme descrito na sec¢do 6.2 ,
obtivemos bons resultados nesta tarefa, ja que todas os modelos de assinaturas
proposta conseguiram categorizar as pacientes nas 3 distintas categorias de risco de
forma significativa segundo os testes de log-rank, mas existe espago para melhorar
suas eficiéncias (secdo 6.3 ). Para essas assinaturas nés enxergamos algumas
investigacdes que podem ser interessantes de serem realizadas futuramente. Uma
delas € verificar se existem mutagfes conhecidas para 0s genes que compdem as
assinaturas, e se essas mutag¢fes possuem alguma associacdo com o prognéstico das

pacientes com cancer de mama.

Em resumo, nosso trabalho apresentou quatro principais contribuicdes:

1) uma lista de variantes DEs que pertencem aos 153 genes DE identificados por
GUARISCHI-SOUSA et al. (2019)

2) uma lista de ncRNAs DE também no modelo OIR

3) 2 redes de regulacéo génica para angiogénese patolégica que representam as
fases do experimento do nosso modelo animal

4) 3 novas assinaturas génicas com conjunto de genes diferentes do proposto por
GUARISCHI-SOUSA et al. (2019).
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Apéndice I: Artigos publicados ao longo do doutorado

Aqui estdo listados os artigos que participei como co-autor ao longo do meu

doutorado, mas que ndo se relacionam com a presente Tese. O primeiro artigo da lista

se refere a tese de doutorado do Rodrigo Guarischi-Souza, cujo trabalho antecedeu o

estudo apresentado nesta tese. Os artigos 2, 3, e 4 séo frutos de colaboracdes do

orientador e co-orientador do meu doutorado. E os artigos 5 e 6 sédo frutos de

colaboracdes do meu co-orientador de mestrado. O artigo referente a esta Tese se

encontra em preparo.
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3)

4)

5)

6)
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Apéndice IlI: Lista de variantes diferencialmente expressas
(DE)

Gene ID Simbolo Nome Transcrito ID dcéosrigf;ﬂg,r? LFC DDlé
ENSMUSG00000039116 | Adgrgé Adhesion G protein-coupled receptor G6 ENSMUST00000041168 Sim 1.15 | 12 5
ENSMUSG00000039167 | Adgrl4 adhesion G protein-coupled receptor L4 ENSMUST00000046977 Sim -1.20 | 12.5
ENSMUSG00000030790 Adm Adrenomedullin ENSMUST00000033054 Sim 160 | 12_5
ENSMUSG00000030790 Adm Adrenomedullin ENSMUST00000033054 Sim 02.03 | 17
ENSMUSG00000030790 Adm Adrenomedullin ENSMUST00000033054 Sim 2.49 15
ENSMUSG00000053175 Bcl3 B cell leukemia/lymphoma 3 ENSMUST00000120537 Sim 3.22 17
ENSMUSG00000053175 Bcl3 B cell leukemia/lymphoma 3 ENSMUST00000135609 Sim 2.37 17
ENSMUSG00000078566 Bnip3 BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3 ENSMUST00000106112 Sim 1.46 | 12 5
ENSMUSG00000035385 Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 ENSMUST00000000193 Sim 04.06 | 17
ENSMUSG00000035385 Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 ENSMUST00000124479 | Nao (IncRNA) | 6.99 17
ENSMUSG00000031871 | Cdh5 cadherin 5 ENSMUST00000034339 Sim -1.44 | 12 5
ENSMUSG00000071637 | Cebpd CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta ENSMUST00000096232 Sim 129 | 12 5
ENSMUSG00000071637 | Cebpd CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta ENSMUST00000096232 Sim 1.31 17
ENSMUSG00000022483 | Col2al collagen, type Il, alpha 1 ENSMUST00000088355 Sim -1.02 | 17
ENSMUSG00000045382 Cxcr4d chemokine (C-X-C motif) receptor 4 ENSMUST00000052172 Sim -1.29 | 12 5
ENSMUSG00000031616 Ednra endothelin receptor type A/ B ENSMUST00000034029 Sim -2.05 | 12 5
ENSMUSG00000037868 Egr2 early growth response 2 ENSMUST00000048289 Sim 10.69 | 17
ENSMUSG00000026814 Eng endoglin ENSMUST00000113272 Sim -1.19 | 12 5
ENSMUSG00000032035 Etsl E26 avian leukemia oncogene 1, 5' domain ENSMUST00000034534 Sim -1.17 | 12 5
ENSMUSG00000089984 | Fbxo24 F-box protein 24 ENSMUST00000136028 NMD 4.20 17
ENSMUSG00000026193 Fnl fibronectin 1 ENSMUST00000055226 Sim 1.98 17
ENSMUSG00000026193 Fnl fibronectin 1 ENSMUST00000189821 Sim -9.82 | 12 5
ENSMUSG00000026193 Fnl fibronectin 1 ENSMUST00000190780 Sim 11?86 12_5
ENSMUSG00000021250 Fos FBJ osteosarcoma oncogene ENSMUST00000021674 Sim 1.75 | 12.5
ENSMUSG00000021250 Fos FBJ osteosarcoma oncogene ENSMUST00000136122 | N&o (IncRNA) | 02.03 | 12_5
ENSMUSG00000030406 Gipr gastric inhibitory polypeptide receptor ENSMUST00000094790 Sim 3.68 | 125
ENSMUSG00000030406 Gipr gastric inhibitory polypeptide receptor ENSMUSTO00000206857 | N&o (IncRNA) | 1.89 15
ENSMUSG00000030406 Gipr gastric inhibitory polypeptide receptor ENSMUSTO00000206857 | N&o (IncRNA) | 1.91 17
ENSMUSG00000030406 Gipr gastric inhibitory polypeptide receptor ENSMUSTO00000206857 | N&o (IncRNA) | 04.01 | 12_5
ENSMUSG00000030406 Gipr gastric inhibitory polypeptide receptor ENSMUST00000206971 NMD 418 | 125
ENSMUSGO00000042284 Itgal integrin alpha 1 ENSMUSTO00000061673 Sim -1.14 | 12 5
ENSMUSG00000041782 Ladl ladinin 1 ENSMUSTO00000038760 Sim 257 | 12 5
ENSMUSG00000041782 Ladl ladinin 1 ENSMUSTO00000038760 Sim 3.34 17
ENSMUSG00000019846 | Lama4 laminin, alpha 4 ENSMUST00000019992 Sim -1.00 | 12_5
ENSMUSG00000021998 Lepl lymphocyte cytosolic protein 1 ENSMUST00000124608 | N&o (IncRNA) | -3.25 | 12_5
ENSMUSG00000042622 | Maff v-maf musc“'?:nﬂﬁ;‘fg:gfieci;ig?:ﬁ?n(;ma ONCOgENE | ENSMUST00000096350 Sim 296 125
ENSMUSG00000031004 | Mki67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 ENSMUST00000033310 Sim 02.03 | 17



ENSMUSG00000025515
ENSMUSG00000040280
ENSMUSG00000040280
ENSMUSG00000040280
ENSMUSG00000040280
ENSMUSG00000040280
ENSMUSG00000004891
ENSMUSG00000022146
ENSMUSG00000024440
ENSMUSG00000024440
ENSMUSG00000040204
ENSMUSG00000029718
ENSMUSG00000041482
ENSMUSG00000036912
ENSMUSG00000036912
ENSMUSG00000036912
ENSMUSG00000028036
ENSMUSG00000028036
ENSMUSG00000026678
ENSMUSG00000045667
ENSMUSG00000053113
ENSMUSG00000020303
ENSMUSG00000037820
ENSMUSG00000001131
ENSMUSG00000021281
ENSMUSG00000023905
ENSMUSG00000026414
ENSMUSG00000026414
ENSMUSG00000020914
ENSMUSG00000032554
ENSMUSG00000023951
ENSMUSG00000001930
ENSMUSG00000001930

Muc2
Ndufa4l2
Ndufa4l2
Ndufa4l2
Ndufa4l2
Ndufa4l2

Nes
Osmr
Pcdh12
Pcdh12
Pclaf
Pcolce
Piezo2

Piwil4

Piwil4

Piwil4

Ptgfr

Ptgfr

Rgs5

Smtnl2
Socs3
Stc2
Tgm2
Timpl
Tnfaip2

Tnfrsfl2a

Tnnt2
Tnnt2
Top2a
Trf
Vegfa
Vwf
Vwf

mucin 2
Ndufa4, mitochondrial complex associated like 2
Ndufa4, mitochondrial complex associated like 2
Ndufa4, mitochondrial complex associated like 2
Ndufa4, mitochondrial complex associated like 2
Ndufa4, mitochondrial complex associated like 2
nestin
oncostatin M receptor
protocadherin 12
protocadherin 12
PCNA clamp associated factor
procollagen C-endopeptidase enhancer protein
piezo-type mechanosensitive ion channel component 2
piwi-like RNA-mediated gene silencing 4
piwi-like RNA-mediated gene silencing 4
piwi-like RNA-mediated gene silencing 4
prostaglandin F receptor
prostaglandin F receptor
regulator of G-protein signaling 5
smoothelin-like 2
suppressor of cytokine signaling 3
stanniocalcin 2
transglutaminase 2, C polypeptide
tissue inhibitor of metalloproteinase 1
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a
troponin T2, cardiac
troponin T2, cardiac
topoisomerase (DNA) Il alpha
Transferrin
vascular endothelial growth factor A
Von Willebrand factor

VVon Willebrand factor

ENSMUST00000187945
ENSMUST00000035735
ENSMUST00000035735
ENSMUSTO00000035735
ENSMUST00000218302
ENSMUST00000218492
ENSMUST00000160694
ENSMUST00000022746
ENSMUST00000025311
ENSMUST00000195747
ENSMUSTO00000045802
ENSMUST00000128755
ENSMUSTO00000047480
ENSMUST00000115644
ENSMUST00000115644
ENSMUST00000136399
ENSMUST00000029670
ENSMUSTO00000029670
ENSMUST00000027997
ENSMUST00000050226
ENSMUST00000054002
ENSMUST00000020546
ENSMUST00000103122
ENSMUST00000009530
ENSMUST00000102745
ENSMUST00000024698
ENSMUST00000186225
ENSMUST00000191055
ENSMUST00000068031
ENSMUST00000035158
ENSMUST00000142321
ENSMUST00000112254
ENSMUST00000147101
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Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
N&o (IncRNA)
Sim
N&o (IncRNA)
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
N&o (IncRNA)

N&o (retained
intron)

Sim
Sim

N&o (IncRNA)
Sim

NMD

02.04
1.58
2.18
2.25
3.45
1.74
1.33
1.10
-1.56
-1.52
2.99
2.20
1.88
2.80
4.22
2.77
1.73
2.78
-1.59
2.00
1.49
1.63
1.32
2.11
02.09
2.38
2.84
4.30
2.14
-1.39
-1.37
-1.51
-1.62

125
125
15
17
125
125
125
125
125
125
17
17
17
17
125
125
17
125
125
125
17
125
125
17
17
125
17
17
17
15
17
125
125
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Lista de candidatos homologos para as

Apéndice I
Variante camundongo | Simbolo
ENSMUSTO00000055226 Fnl
ENSMUST00000120537 Bcl3
ENSMUST00000088355 | Col2al
ENSMUST00000189821 Fnl
ENSMUSTO00000061673 ltgal
ENSMUSTO00000019992 | Lama4
ENSMUST00000103122 Tgm2
ENSMUST00000112254 Vwf
ENSMUST00000041168 | Adgrg6
ENSMUST00000034029 Ednra
ENSMUST00000048289 Egr2
ENSMUST00000034534 Etsl
ENSMUSTO00000021674 Fos
ENSMUST00000094790 Gipr
ENSMUST00000035735 | Ndufa4l2
ENSMUST00000025311 | Pcdhl2
ENSMUST00000045802 Pclaf
ENSMUSTO00000047480 | Piezo2
ENSMUSTO00000027997 Rgs5
ENSMUST00000020546 Stc2
ENSMUSTO00000068031 | Top2a
ENSMUST00000034339 Cdh5
ENSMUST00000038760 Ladl
ENSMUSTO00000050226 | Smtnl2
ENSMUSTO00000102745 | Tnfaip2
ENSMUSTO00000024698 | Tnfrsf12a
ENSMUSTO00000046977 | Adgrl4
ENSMUST00000033054 Adm
ENSMUST00000106112 Bnip3
ENSMUSTO00000096232 | Cebpd
ENSMUST00000113272 Eng
ENSMUST00000033310 Mki67
ENSMUST00000022746 Osmr
ENSMUST00000054002 Socs3
ENSMUSTO00000009530 | Timpl
ENSMUST00000035158 Trf
ENSMUST00000142321 Vegfa

Variante humana
ENST00000354785.10
ENST00000164227.10

ENST00000337299.7
ENST00000357867.8
ENST00000282588.7
ENST00000424408.6
ENST00000361475.7
ENST00000261405.9
ENST00000367608
ENST00000651419
ENST00000242480
ENST00000330871.3
ENST00000303562.9
ENST00000590918.6
ENST00000554503
ENST00000231484.4
ENST00000300035
ENST00000503781.7
ENST00000313961.10
ENST00000265087.8

ENST00000423485.6

NM_001795 /
CCDS10804

NM_005558 /
CCDS1410

ENST00000389313.9

NM_006291 /
CCDS9979
NM_016639 /
CCDS10489

NM_022159
CCDS7801
NM_004052
ENST00000408965.4
NM_000118
NM_002417
NM_003999
ENST00000330871.3
CCDS14281
NM_001063
NM_003376

BLASTN | BLASTP

X X
X
X X
X X
X
X X
X
X X
X
X
X X

BLANQUART | ZAMBELLI

et al., 2016
X

X

X

et al., 2010
X

X

Exalign
X

X

Categoria
evidéncia
Forte
Moderado
Forte
Forte
Moderado
Forte
Moderado
Forte
Moderado
Moderado
Forte
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Moderado

Moderado

Moderado
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca
Fraca

Fraca
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Apéndice IV: Lista de miRNAs diferencialmente expressos

(DE)

miRDeep2_ID miRBase_ID LFC FDR Dia_DE
X_22195 mmu-miR-676-5p |1.248916 | 0.00621 12
X_22300 mmu-miR-98-5p | 1.489884 | 0.005511 17
X_22300 mmu-miR-98-5p | -1.53636 | 0.00082 12
X_22369 mmu-miR-532-5p |1.090021 | 0.018067 12
X_22466 mmu-miR-92a-2-5p | -1.49183 | 0.000756 17
X_22466 mmu-miR-92a-2-5p | 1.493899 | 0.000596 12
X_22481 mmu-miR-351-5p | -2.23091 | 0.000513 12
X_22481 mmu-miR-351-5p | 4.74876 | 6.77E-06 17
X_22485 mmu-miR-322-5p | -1.84439 | 0.025552 12.5
X_22485 mmu-miR-322-5p | -2.85873 | 0.00629 12
X_22660 - 1.739138 | 0.000181 12
11018 mmu-miR-375-5p | -1.35726 | 0.011699 17
11463 mmu-miR-205-5p | 1.290072 | 0.025552 12.5
11463 mmu-miR-205-5p | -8.57009 | 7.33E-05 12
1 224 mmu-miR-26b-5p | -1.71368 | 5.84E-05 12
1 224 mmu-miR-26b-5p | 1.978905 | 5.67E-06 17
1 37 mmu-miR-206-5p |1.422562 |0.001787 12.5
1 37 mmu-miR-206-5p |-2.83151 | 2.19E-08 12
1 37 mmu-miR-206-5p |2.956154 | 3.24E-06 17
1 436 mmu-miR-135b-5p | -6.24507 | 0.049774 12.5
145 mmu-miR-30c-5p |2.073231| 3.73E-06 12
145 mmu-miR-30c-5p | -2.22868 | 2.57E-07 17
1492 mmu-miR-181b-5p |1.234713 | 0.003754 12
1 595 mmu-miR-199a-5p | -2.22406 | 0.03011 12
211130 mmu-miR-669c-5p |1.301414|0.017322 12.5
211198 mmu-miR-126a-5p | -1.62477 | 0.000826 12.5
211198 mmu-miR-126a-5p | -1.72966 | 0.000581 12
211253 mmu-miR-199b-5p | -2.22406 | 0.03011 12
211320 mmu-miR-181b-5p | 1.230511 | 0.003754 12
211424 mmu-miR-10b-5p | -1.12394 | 0.016482 12
211424 mmu-miR-10b-5p | 1.955968 | 7.43E-06 12.5
211987 mmu-miR-1a-1-5p | -2.28796 | 0.000254 12
211987 mmu-miR-1a-1-5p | 3.343804 | 7.66E-05 17
212128 mmu-miR-219a-5p |-5.43711 | 2.17E-07 15
212383 mmu-miR-129-5p |1.943415 | 4.65E-06 12
212383 mmu-miR-129-5p |1.990336 | 6.11E-06 12.5
212383 mmu-miR-129-5p | -2.9403 | 1.64E-12 17
212724 mmu-miR-296-5p | -1.29076 | 0.005185 17
212724 mmu-miR-296-5p | 1.743718 | 6.69E-05 12




3_13062 mmu-miR-9-5p 1.6029 |0.000127 17
313479 - -2.2977 |0.012888 17
4 14783 mmu-miR-873a-5p | -1.38896 | 0.011699 17
4 15000 mmu-miR-101a-5p |1.438645 | 0.000736 12
4 15110 mmu-miR-30e-5p |1.577853 | 0.000369 12.5
4 15110 mmu-miR-30e-5p |[2.746851 | 4.63E-11 12
4 15110 mmu-miR-30e-5p |-2.79393 | 1.32E-11 17
515432 mmu-miR-879-5p |-2.11903 | 0.048147 12
515432 mmu-miR-879-5p |-2.51807 | 0.004532 12.5
516372 - -1.56318 | 0.044729 17
516372 - 2.314681 | 0.000925 12
5_16651 mmu-miR-93-5p | -1.84397 | 0.000192 12.5
5_16651 mmu-miR-93-5p | -2.14814 | 3.84E-05 12
5_16654 mmu-miR-106b-5p | 1.305057 | 0.003754 12
5_16654 mmu-miR-106b-5p | 1.307463 | 0.005465 12.5
6_16808 mmu-miR-129-5p | 1.943415 | 4.65E-06 12
6_16808 mmu-miR-129-5p | 1.990875 | 6.11E-06 12.5
6_16808 mmu-miR-129-5p | -2.93934 | 1.64E-12 17
6_17413 mmu-miR-182-5p |1.589173 | 0.000343 12.5
6_17413 mmu-miR-182-5p |2.209169 | 1.35E-07 12
6_17413 mmu-miR-182-5p | -2.3806 | 1.02E-08 17
6_17417 mmu-miR-183-5p | 1.289695 | 0.004532 12.5
6_17417 mmu-miR-183-5p | -1.74463 | 2.93E-05 17
6_17417 mmu-miR-183-5p |2.201891 | 1.35E-07 12
6_17516 mmu-miR-148a-5p |1.515399 | 0.000355 12
718320 mmu-miR-7a-5p | -1.14936 | 0.017797 12
718320 mmu-miR-7a-5p | 1.732823 | 0.00295 17
718330 mmu-miR-9-5p 1.6029 |0.000127 17
718350 mmu-miR-1839-5p |1.036238 | 0.022404 12
718417 mmu-miR-708-5p | 1.10164 |0.038296 12.5
718417 mmu-miR-708-5p |1.971152 | 2.11E-05 12
718417 mmu-miR-708-5p | -2.35828 | 1.25E-07 17
7_19414 mmu-miR-210-5p |-1.11221 | 0.020618 12
719414 mmu-miR-210-5p |1.866344 | 4.70E-05 17
8 19785 mmu-miR-24-2-5p | -1.42907 | 0.003754 12
8 19785 mmu-miR-24-2-5p | -1.43549 | 0.003312 12.5
8 19786 mmu-miR-24-3p | -1.39419 | 0.00444 12.5
8 19786 mmu-miR-24-3p | -1.42814 | 0.003396 12
8 20105 mmu-miR-486a-5p |0.975963 | 0.045591 17
8 20312 mmu-miR-7068-5p |1.512166 | 0.048147 12
8 20349 mmu-miR-181d-5p |1.283868 | 0.004606 12.5
8 20349 mmu-miR-181d-5p |-1.33706 | 0.001923 17
8 20349 mmu-miR-181d-5p | 1.719879 | 4.71E-05 12
8 20351 mmu-miR-181c-5p | -1.16378 | 0.012958 12.5
9 20818 mmu-miR-100-5p |1.380642 | 0.007044 12.5
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9_20818 mmu-miR-100-5p | 1.598088 | 0.001449 12
9_20820 mmu-let-7a-5p 1.209294 | 0.005511 17
9_ 21132 mmu-let-7g-5p 1.060003 | 0.019763 17
921348 mmu-miR-199a-5p | -2.22406 | 0.03011 12
9 21672 mmu-miR-184-5p | -1.38435 | 0.001334 17
9 21672 mmu-miR-184-5p |3.070232 | 2.68E-13 12
9 21672 mmu-miR-184-5p |3.622344 | 6.42E-18 12.5
10_1861 - 1.785679 | 0.003754 12
11_2744 mmu-miR-340-5p | 1.20918 | 0.011699 17
11_2997 mmu-miR-22-5p | 1.140736 | 0.012888 17
11_3014 - -1.46102 | 0.021376 17
11_3014 - 2.2434490.001865 12
11_3014 - 2.714677 | 7.43E-06 12.5
11_3016 mmu-miR-144-5p | 6.93943 |0.021965 17
11_3101 mmu-miR-301a-5p |-1.39484 | 0.047576 12.5
11_3101 mmu-miR-301a-5p | -2.0987 |0.014396 12
11 3174 mmu-miR-10a-5p |1.412372|0.012627 12.5
11_3633 mmu-miR-146a-5p |2.972129 | 1.45E-05 17
11_3634 mmu-miR-146a-5p |3.376223 | 9.41E-06 17
11_3961 mmu-miR-21a-5p |1.993921 | 5.67E-06 17
12_4340 - 1.725462 | 0.000213 12
12_4387 mmu-miR-5099 | 1.396044 | 0.005188 12
12_4701 mmu-miR-770-5p | 1.28604 | 0.008509 12.5
12_4701 mmu-miR-770-5p | 1.398929 | 0.003127 12
12_4701 mmu-miR-770-5p | -1.44216 | 0.001829 17
12_4703 mmu-miR-673-5p | -1.33661 | 0.004567 17
12_4703 mmu-miR-673-5p |2.019043 | 8.35E-06 12.5
12_4703 mmu-miR-673-5p |2.212605 | 1.32E-06 12
12_4725 mmu-miR-341-5p | 1.415256 | 0.001627 12
12_4725 mmu-miR-341-5p | -1.68353 | 0.000118 17
12_4729 mmu-miR-370-5p | 1.246112 | 0.004236 12
12_4741 mmu-miR-379-5p | -1.24029 | 0.005511 17
12_4741 mmu-miR-379-5p | 1.291646 | 0.003396 12
12_4741 mmu-miR-379-5p | 1.63477 | 0.00029 12.5
12_4742 mmu-miR-379-5p | 1.258325 | 0.003754 12
12_4742 mmu-miR-379-5p | -1.28601 | 0.003945 17
12_4742 mmu-miR-379-5p | 1.531025 | 0.000702 12.5
12_4745 mmu-miR-299a-5p |1.484252|0.017322 12.5
12_4775 mmu-miR-381-5p | 1.14249 |0.012112 12
12_4784 mmu-miR-382-5p | -1.11247 | 0.012997 17
12_4784 mmu-miR-382-5p | 1.182706 | 0.00629 12
12_4784 mmu-miR-382-5p | 1.430982 | 0.001493 12.5
13_5604 mmu-miR-9-5p 1.6029 |0.000127 17
13_5636 mmu-miR-5624-5p | -4.52795 | 0.019763 17
13_5711 mmu-miR-582-5p | 1.470191 | 0.001037 12
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13_5711 mmu-miR-582-5p | -2.21049 | 2.47E-06 17
13_5907 mmu-let-7d-5p 0.996861 | 0.037391 17
13_5909 mmu-let-7f-5p 1.055022 | 0.018661 17
13_5949 mmu-miR-7a-5p | -1.15085 | 0.017797 12
13_5949 mmu-miR-7a-5p | 1.658992 | 0.004276 17
13_6049 mmu-miR-5624-5p | -4.52795 | 0.019763 17
14 6459 mmu-miR-598-5p | 1.47119 |0.001091 12.5
14_6660 mmu-miR-20a-5p | -7.5556 | 0.00621 12
14 6929 mmu-miR-15a-5p | -2.60977 | 0.000689 12
15_7281 - -1.42029 | 0.038446 17
15_7281 - 2.314211|0.001841 12
15_7709 mmu-miR-30b-5p | 1.771733 | 0.006567 17
15_7711 mmu-miR-30d-5p |1.112773|0.013172 17
16_8078 mmu-miR-1224-5p | 1.624475 | 0.000946 12.5
16_8078 mmu-miR-1224-5p | -1.83569 | 7.66E-05 17
16_8078 mmu-miR-1224-5p | 1.864006 | 0.00012 12
16_8443 mmu-miR-185-5p | -6.73554 | 0.048147 12
16_8559 - 2.615902 | 0.008809 12
16_8559 - -4.3891 | 0.001346 17
17_8782 mmu-let-7e-5p 1.274565 | 0.003959 17
17_9110 mmu-miR-7b-5p | 1.393185|0.021637 17
17_9410 mmu-miR-3082-5p | 1.483543 |0.045289 12.5
17_9410 mmu-miR-3082-5p |2.539207 | 3.46E-05 12
18_10156 mmu-miR-1a-2-5p | -2.28796 | 0.000254 12
18_10156 mmu-miR-1a-2-5p |3.343804 | 7.66E-05 17
18_10338 mmu-miR-378a-5p |1.248528|0.003739 12
18_10348 mmu-miR-143-5p | 1.173084 | 0.00629 12
18_9861 mmu-miR-12191-5p | -1.36885 | 0.029834 17
18_9861 mmu-miR-12191-5p | 1.727113 | 0.011454 12.5
19_10604 mmu-miR-204-5p | 1.382601 | 0.001346 17
19_10718 mmu-miR-146b-5p |2.011257 | 1.87E-05 17
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Apéndice V: Lista de IncRNAs diferencialmente expressos
(DE)

IncRNA_ID Simbolo LFC FDR Dia DE
ENSMUST00000084713 Gm10475-201 3.075844 | 9.99E-05 17
ENSMUST00000111270 | 4631405J19Rik-202 | -1.48655 | 0.0176 17
ENSMUST00000111906 Kcnip2-204 -0.78123 | 0.028014 17
ENSMUST00000122926 | 4930470G03Rik-201 | 1.881172 | 5.41E-07 17
ENSMUST00000122926 | 4930470G03Rik-201 | 2.142584 | 4.15E-06 15
ENSMUST00000125308 Gm15283-201 2.062447 | 1.25E-07 17
ENSMUST00000125308 Gm15283-201 2.470027 | 5.16E-11 12.5
ENSMUST00000125308 Gm15283-201 2.599457 | 1.36E-05 15
ENSMUST00000128165 Rapgefdos2-201 2.54441 | 0.010923 17
ENSMUST00000137373 Gm16174-201 3.646438 | 2.35E-08 17
ENSMUST00000137629 Gm14342-201 1.350382 | 0.010407 12.5
ENSMUST00000140000 Gm15983-201 2.667521 | 0.000437 17
ENSMUST00000140000 Gm15983-201 -2.96827 | 0.017007 15
ENSMUST00000140000 Gm15983-201 3.054865 | 0.001368 12.5
ENSMUST00000145510 Gm12802-201 1.613747 | 0.001815 15
ENSMUST00000145510 Gm12802-201 2.150608 | 6.18E-07 17
ENSMUST00000148585 | 2610203C22Rik-204 | 2.173408 | 0.036267 17
ENSMUST00000153753 | C230035I16Rik-202 1.86307 | 0.033717 17
ENSMUST00000153785 Fgf20s-201 2.157875 | 0.000146 12.5
ENSMUST00000153785 Fgf20s-201 3.762125 | 3.36E-10 15
ENSMUST00000153785 Fgf20s-201 6.305324 | 1.32E-43 17
ENSMUST00000154848 Parvaos-201 -2.0027 | 0.00452 17
ENSMUST00000155331 Sept9-210 1.02557 | 0.04606 17
ENSMUST00000160385 | 4833422C13Rik-202 | 1.530777 | 2.47E-05 17
ENSMUST00000163836 Tmem?250-ps-202 6.765659 | 0.000291 17
ENSMUST00000163892 | 4930523C07Rik-203 | 1.512152 | 0.000298 17
ENSMUST00000173672 Neat1-201 1.601282 | 0.009119 12.5
ENSMUST00000174728 BC023719-201 4.001501 | 0.01613 12.5
ENSMUST00000174728 BC023719-201 6.539766 | 0.021633 17
ENSMUST00000176742 Gm20633-201 1.565979 | 0.000673 17
ENSMUST00000176760 Gm20632-201 1.465588 | 0.014656 17
ENSMUST00000180497 Gm6634-201 7.308509 | 0.001289 17
ENSMUST00000180519 | F630040KO05Rik-201 | 1.720982 | 0.000146 12.5
ENSMUST00000180569 | 9330179D12Rik-201 | 3.185637 | 0.002174 17
ENSMUST00000181222 Gm16754-201 1.578619 | 1.36E-05 17
ENSMUST00000181222 Gm16754-201 2.03952 | 1.32E-08 12.5
ENSMUST00000181222 Gm16754-201 2.054039 | 7.87E-06 15
ENSMUST00000181362 Gm26704-201 2.214993 | 0.003661 17
ENSMUST00000181502 Gm17586-201 1.252096 | 0.008816 17




ENSMUST00000181502 Gm17586-201 -4.27545 | 9.93E-05 15
ENSMUST00000185662 Mir155hg-202 2.660932 | 0.01247 17
ENSMUST00000186132 Gm29611-201 2.689308 | 2.23E-05 12.5
ENSMUST00000190320 | B130024G19Rik-203 | 1.664639 | 0.009167 17
ENSMUST00000190488 BC055402-201 -2.22247 | 2.85E-05 15
ENSMUST00000190488 BC055402-201 -2.50307 | 5.17E-08 17
ENSMUST00000191603 | 2900052N01Rik-203 | 0.762203 | 0.001965 17
ENSMUST00000192691 Gm38250-201 5.168278 | 0.003827 17
ENSMUST00000194018 Gm37799-201 6.961893 | 0.00043 17
ENSMUST00000197321 Gm10030-203 1.40701 | 0.000917 17
ENSMUST00000197905 Gm32051-202 4.118818 | 0.003191 17
ENSMUST00000199631 Gm15903-202 -2.06812 | 0.00043 17
ENSMUST00000199941 Al1506816-205 1.27184 | 0.002534 17
ENSMUST00000201551 Gm19590-201 2.968668 | 0.008816 17
ENSMUST00000204911 | 4930417013Rik-203 | -2.67557 | 0.027071 17
ENSMUST00000206358 AU020206-202 1.095811 | 0.013521 17
ENSMUST00000206829 Gm35040-201 1.884389 | 0.005551 12.5
ENSMUST00000206829 Gm35040-201 2.823751 | 5.01E-05 15
ENSMUST00000206829 Gm35040-201 2.878883 | 9.32E-08 17
ENSMUST00000207965 Gm44658-201 3.184172 | 4.04E-08 17
ENSMUST00000208024 Gm15635-204 -1.82387 | 3.88E-05 17
ENSMUST00000208302 Gm44751-201 1.416987 | 0.002179 17
ENSMUST00000209340 Gm45552-201 -2.88226 | 0.006761 17
ENSMUST00000211251 Gm6145-206 -1.5911 | 0.001395 17
ENSMUST00000211483 Gm45601-201 3.207652 | 0.045617 15
ENSMUST00000212253 Gm39822-201 2.586263 | 0.010602 17
ENSMUST00000216170 AC160562.1-201 1.715515 | 1.85E-05 17
ENSMUST00000216217 Gm47887-201 1.605184 | 0.000111 17
ENSMUST00000217082 | A730065G17Rik-201 | -2.12533 | 0.035874 17
ENSMUST00000220166 Lilrb4-211 3.800689 | 0.002308 17
ENSMUST00000223092 Gm48236-201 1.789483 | 1.85E-05 17
ENSMUST00000224993 Gm14005-209 2.450585 | 0.01247 17
ENSMUST00000227651 AC112142.1-207 1.302448 | 0.037962 12.5
ENSMUST00000227651 AC112142.1-207 2.165923 | 0.000203 15
ENSMUST00000227651 AC112142.1-207 3.112551 | 1.78E-15 17

1467 - 1.42649 | 0.007927 17

5283 - -1.43571 | 0.000381 17

5283 - -1.77644 | 0.015995 12

5998 - 3.776921 | 9.02E-06 17

7807 - -9.25526 | 3.56E-06 15

7810 - 3.480742 | 0.000153 17

9166 - 7.818163 | 0.000995 15

9243 - 1.009896 | 0.000917 17

9243 - 1.24311 | 4.01E-05 12.5

10751 - 1.177056 | 0.018734 15
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10755 9.537931 | 1.30E-07 15
14112 0.680605 | 0.024023 17
15895 1.965859 | 0.008801 12.5
15895 3.316449 | 3.27E-08 17
15895 3.96205 | 1.33E-06 15
17081 9.680042 | 4.91E-10 15
18064 1.839809 | 0.013907 17
19170 1.005118 | 0.023276 15
19170 1.479097 | 6.34E-06 12.5
21404 -2.84611 | 0.015995 12
24186 9.855245 | 0.029958 15
26803 7.686738 | 0.014202 15
27101 -4.55707 | 2.58E-06 15
27113 3.415825 | 0.034011 15
27117 6.869515 | 0.002875 15
27271 0.803662 | 0.0176 17
27272 -8.4708 | 8.37E-07 17
27272 -8.5159 | 8.53E-06 12
27273 1.41518 0.0021 17
27281 -1.10467 | 0.015067 17
28256 7.814485 | 0.021653 15
28637 -6.68521 | 0.000578 15
28859 3.094329 | 3.85E-14 17
29322 2.276419 | 0.040309 15
29511 1.433168 | 1.31E-06 17
31374 -1.09795 | 0.004487 17
31374 -1.28369 | 0.001428 12
31831 3.045044 | 4.72E-10 17
32492 8.680915 | 0.028686 15
32952 -17.411 | 0.049903 17
32961 2.695573 | 0.045094 15
33014 2.769416 | 0.013894 15
33525 1.849268 | 1.05E-07 17
36289 1.67278 | 4.64E-11 17
37449 -4.3905 | 0.006153 15
38018 7.870933 | 0.000318 15
38029 9.726906 | 0.00417 17
38030 -8.82424 | 0.013508 17
38601 -3.98594 | 2.13E-05 15
39137 0.896626 | 0.018663 17
39286 1.733414 | 0.00021 17
39301 -9.15103 | 8.01E-05 12
39303 8.101224 | 0.002375 15
41628 1.114516 | 0.006808 15
41628 1.84513 | 1.38E-09 12.5
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42839 1.072206 | 0.010407 12.5
43799 1.633208 | 0.030387 17
43803 1.887515 | 0.029998 17
44936 2.765112 | 3.85E-14 17
45100 -1.36249 | 0.027915 17
45454 1.004195 | 0.0002 17
45454 1.139596 | 5.48E-05 15
45467 1.04531 | 0.006153 15
45467 1.483846 | 4.28E-09 17
47193 -1.67597 | 0.049095 17
49471 5.183678 | 0.011202 15
51818 1.578257 | 0.008141 15
51818 2.091204 | 6.92E-07 17
51819 1.717729 | 0.000151 17
51820 1.947013 | 0.019948 17
51825 1.880932 | 0.002592 17
51826 1.595459 | 1.24E-05 15
51826 2.080278 | 2.26E-12 17
53165 1.526361 | 0.008696 17
54361 2.664269 | 0.013067 17
54506 0.964789 | 0.011118 17
55958 -1.0743 | 0.000793 17
57074 6.786382 | 0.008311 15
59025 7.897421 | 0.000265 15
59032 -8.21495 | 4.71E-10 15
60629 1.389711 | 0.017914 12.5
60629 -1.80821 | 0.001045 12
60632 1.280518 | 0.000699 12.5
60634 2.510835 | 0.009119 12.5
60637 -11.5619 | 1.87E-13 17
61677 2.443567 | 0.000266 12.5
61677 2.462272 | 0.049087 15
61677 4.014949 | 2.61E-14 17
61879 2.461184 | 3.85E-14 17
61951 0.82981 | 0.00043 17
61964 2.92552 | 3.27E-08 17
61965 2.641764 | 0.000197 17
61965 3.359914 | 0.000513 15
61969 2.189977 | 1.71E-05 15
61969 3.165145 | 1.03E-15 17
62942 10.33531 | 0.000403 15
62942 -9.89117 | 0.004384 12
64114 -8.09213 | 1.63E-06 17
64131 1.643543 | 0.014202 15
65936 -8.63392 | 0.000523 12
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65938 -8.38605 | 0.045094 15
66828 -4.29787 | 0.000521 15
67807 -6.6288 | 0.014202 15
68204 -1.00616 | 0.008241 12
69429 -2.58624 | 0.012163 17
69892 8.746632 | 0.008454 17
69893 -4.41595 | 1.13E-05 15
70256 -3.81863 | 0.010257 15
70827 1.624611 | 0.010036 12.5
70827 2.27809 | 7.94E-09 17
72414 1.496002 | 0.001607 17
72430 1.374254 | 2.42E-05 17
75417 7.704708 | 0.000513 15
75558 3.68236 | 0.000125 17
75559 1.309772 | 1.10E-07 17
75915 -7.27198 | 0.033012 15
75915 -9.4314 | 0.000171 12.5
75916 7.346592 | 0.039759 15
75920 7.902322 | 0.000187 15
76072 0.928787 | 0.030387 17
76255 -3.21862 | 0.008259 15
77486 2.638191 | 5.60E-08 17
78730 -8.3767 | 0.002787 15
79180 -8.2449 | 0.021314 12
79423 -0.65499 | 0.044287 17
82513 1.490024 | 0.000251 17
83625 1.490454 | 0.005401 17
83650 -7.35011 | 0.000675 15
83926 1.883216 | 3.43E-05 17
84536 2.6435 | 0.048779 12.5
86102 1.019526 | 0.0084 17
88633 0.679354 | 0.049095 17
89424 1.147006 | 0.00016 17
91637 -1.77813 | 0.02559 12.5
93334 2.906735 | 8.04E-05 17
93362 9.30005 | 1.93E-09 12
93362 9.992823 | 4.82E-12 12.5
94556 1.841791 | 5.40E-07 15
94556 2.313548 | 8.89E-12 17
94559 1.840906 | 0.044287 17
94566 1.71832 | 0.019699 17
95387 4.293256 | 0.006153 15
97798 1.156842 | 0.021297 17
99280 -8.40407 | 2.01E-07 15
99683 -1.76073 | 0.000124 17
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100111 1.153534 | 0.023836 15
100521 0.973692 | 0.002134 17
101122 -7.77421 | 3.53E-06 15
101776 3.966194 | 0.000124 17
103070 -8.70141 | 2.58E-06 15
104674 1.180456 | 0.020932 17
106162 5.373748 | 0.007669 12
106162 6.093145 | 0.000146 12.5
107091 -2.08447 | 0.023758 17
111302 -7.17396 | 0.001598 15
111542 -1.29403 | 0.000298 17
111542 -1.34049 | 0.011555 15
113151 1.199977 | 0.000577 17
113229 8.165679 | 1.98E-05 15
113234 -10.3031 | 2.82E-10 12.5
113517 1.496131 | 1.43E-05 17
114485 1.05146 | 0.005196 17
114812 8.255679 | 0.000577 15
115731 -8.16513 | 0.007221 17
118615 -8.58306 | 4.30E-14 15
121281 -7.46129 | 3.53E-06 15
122796 1.269104 | 7.16E-05 12.5
126451 -9.64661 | 0.009841 15
127074 0.856045 | 0.029958 15
127074 0.995566 | 0.000156 17
133068 -1.79511 | 2.23E-05 17
134166 0.736227 | 0.018663 17
138370 2.253605 | 6.18E-06 17
138929 -1.64877 | 0.001395 17
138931 -1.46064 | 0.03905 15
138931 -1.69171 | 1.36E-05 17
139788 3.227904 | 3.35E-07 15
139791 2.034004 | 0.000566 12.5
141779 9.588655 | 0.002943 17
143462 -2.39199 | 0.011422 17
144762 -1.52956 | 0.010602 17
145002 1.797441 | 0.000904 17
147687 2.58312 | 0.004053 17
148409 -0.74038 | 0.042404 17
150535 -1.0206 | 0.036267 17
153082 -3.45253 | 0.036819 15
153446 0.866498 | 0.019948 17
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Apéndice VI. Lista de RNAs que pertencem a rede
“darkred”

ID Tipo RNA ID Tipo RNA
11 3014 miRNA 16:32614545|32615373 circRNA
16:32618197|32619155 circRNA 16_8559 miRNA
19170 IncRNA 28938 IncRNA
41628 IncRNA 42839 IncRNA
5 16372 miRNA Arrbl mMRNA
Bag3 mRNA Enol mRNA
Gapdh mRNA Gm15283 IncRNA
Gpil mRNA P4hal mMRNA
P4ha2 MRNA P4hb MRNA
Pdk1 mRNA Pdk3 mRNA
Pgkl MRNA Ptgs2 MRNA
Tfrc MRNA Vegfa MRNA
X:93800124|93814077 circRNA mmu-miR-1224-5p miRNA
mmu-miR-126a-5p miRNA mmu-miR-135b-5p miRNA
mmu-miR-143-5p miRNA mmu-miR-148a-5p miRNA
mmu-miR-182-5p miRNA mmu-miR-183-5p miRNA
mmu-miR-24-2-5p miRNA mmu-miR-24-3p miRNA
mmu-miR-301a-5p miRNA mmu-miR-3082-5p miRNA
mmu-miR-30c-5p miRNA mmu-miR-30e-5p miRNA
mmu-miR-322-5p miRNA mmu-miR-370-5p miRNA
mmu-miR-378a-5p miRNA mmu-miR-379-5p miRNA
mmu-miR-532-5p miRNA mmu-miR-582-5p miRNA
mmu-miR-676-5p miRNA mmu-miR-7068-5p miRNA
mmu-miR-708-5p miRNA mmu-miR-770-5p miRNA
mmu-miR-879-5p miRNA mmu-miR-92a-2-5p miRNA
mmu-miR-93-5p miRNA rno-miR-1224 miRNA
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Apéndice VII: Lista de RNAs que pertencem a rede “brown’

ID Tipo RNA ID Tipo RNA

100521 IncRNA 10:59166436|59178789 circRNA
10:59192098|59192747 circRNA 113151 IncRNA
11 3014 miRNA 135610 IncRNA
141440 IncRNA 1500015a07rik mRNA

153446 IncRNA 15 7281 miRNA
16_8559 miRNA 18:35221976|35223486 circRNA
18:5037065|5049451 circRNA 18:5046546|5049451 CircRNA
19:24112744|24120901 circRNA 19:24130853|24138830 circRNA
1:52479115|52490632 circRNA 28859 IncRNA
2:164424646|164424936 circRNA 36289 IncRNA
3:122747816|122748404 circRNA 3:122781494]122817999 circRNA
44936 IncRNA 45454 IncRNA
4833422c13rik mRNA 4930470g03rik MmRNA
4930523c07rik mRNA 4:16151885]|16158398 circRNA
516372 miRNA 61677 IncRNA

61964 IncRNA 61969 IncRNA
6:139992585|140028220 circRNA 70827 IncRNA
72430 IncRNA 75558 IncRNA

75559 IncRNA 7:134724030|134876012 | circRNA
7:134782048|134788984 circRNA 7:134847839|134876012 | circRNA
7:19696268|19696940 circRNA 82513 IncRNA
Acl12142 mRNA Ac160562 mMRNA

Ackr2 MmRNA Actn4 mMRNA

Acvrll MRNA Ai662270 mMRNA

Amotll MRNA Anol mMRNA

Aox1 mRNA Apoe mRNA
Arhgaplla MRNA Arhgef5 MRNA
Asflb MRNA Aspm MRNA
Au020206 MRNA Axl MRNA

Bcl2 MRNA Birc5 MRNA

Ccl7 MRNA Ccnb2 MRNA

Cend2 MRNA Cd248 MRNA

Cd34 MRNA Cd44 MRNA

Cd4a7 MRNA Cd69 MRNA

Cdc45 mRNA Cdcb mRNA

Cdk1 MRNA Cdkn3 MRNA

Cebpb MRNA Ch25h MRNA

Clca2 MRNA Clic6 MRNA

Cntf MRNA Coldal MRNA

Col4a2 mMRNA Ctnnal mRNA
Cyp39al mRNA Dll4 mRNA




Dock1 mRNA Dpp4 mRNA
Ednl mRNA Edn2 mRNA
Edn3 mRNA Ednra mRNA
Egrl mRNA Egr2 mRNA
Eif2ak2 mRNA Emp3 mRNA
Entpdl mRNA Entpd5 mRNA
Etsl mRNA Ezr mRNA
F2rl2 mRNA F3 mRNA
Fbinl mRNA Fbxo5 mRNA
Fes mRNA Fgf23 MRNA
Fgf2os IncRNA Fgfrl MRNA
Fnl mRNA Fos mRNA
Fosb mRNA Fxydl mRNA
Gata2 mRNA Ggt5 mRNA
Gins2 mRNA Gjal mRNA
Gm10825 IncRNA Gm15513 IncRNA
Gm31812 IncRNA Gm44751 IncRNA
Gngll mRNA Gngl2 mRNA
Gpx3 MRNA Hck MRNA
Helz2 mRNA Hmox1 MmRNA
lcaml mRNA Ifnirl MmRNA
ll6st mRNA Irf7 mMRNA
Irs2 MmRNA Isg15 mRNA
Itga5 MRNA Itgb3 mMRNA
Jak3 mRNA Kif14 mMRNA
Kif18a mRNA Kifcl mMRNA
Krt18 MRNA Krt8 MRNA
Lama5 MRNA Lambl mMRNA
Lrrk1 MRNA Lyn MRNA
Mafk MRNA Map3k8 MRNA
Mcm10 mRNA Mcm4 mRNA
Mgp MRNA Micall2 MRNA
Myh11 MRNA Myh9 MRNA
Nab1l MRNA Nlrp3 MRNA
Nod2 MRNA Nostrin MRNA
Notch3 MRNA Ntrk2 MRNA
P2rx7 MmRNA P2ryl mRNA
P2ry2 MRNA Pde5a MRNA
Pdgfb MRNA Pdgfrb MRNA
Pdlim4 MRNA Plcg2 MRNA
Plcz1 MRNA Plekhg5 MRNA
Plekhgb MRNA PIxnd1 MRNA
Pmaipl MmRNA Pmp22 mRNA
Prkcd mMRNA Prosl mRNA
Rdh5 mRNA Rel mRNA
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Rela mRNA Rgr mRNA

Ripk2 mRNA Rsad?2 mRNA

Sdc4 MRNA Sele MRNA
Sema3b MRNA Sema3g MRNA
Septl mRNA Septl0 mRNA
Serpinel mRNA Skap2 mRNA
Slc3a2 MRNA Slc7a5 mMRNA

Smtn mRNA Sorbs3 mRNA
Sox13 mRNA Statl mRNA

Stat3 mRNA Stat6 mRNA

Svil mRNA Tacl mRNA

Tcf7 mRNA Tfpi MRNA
Tgfbr2 mRNA Tgfbr3 mRNA

Tjp2 mRNA Tnfrsfla mRNA

Tnip2 mRNA Trip10 mRNA
Tubalc mRNA Wasf2 mMRNA
mmu-miR-101a-5p miRNA mmu-miR-10b-5p miRNA
mmu-miR-12191-5p miRNA mmu-miR-1224-5p miRNA
mmu-miR-126a-5p miRNA mmu-miR-129-5p miRNA
mmu-miR-135b-5p miRNA mmu-miR-143-5p miRNA
mmu-miR-148a-5p miRNA mmu-miR-181b-5p miRNA
mmu-miR-181d-5p miRNA mmu-miR-182-5p miRNA
mmu-miR-183-5p miRNA mmu-miR-1839-5p miRNA
mmu-miR-184-5p miRNA mmu-miR-199a-5p miRNA
mmu-miR-199b-5p miRNA mmu-miR-1a-1-5p miRNA
mmu-miR-1a-2-5p miRNA mmu-miR-204-5p miRNA
mmu-miR-205-5p miRNA mmu-miR-206-5p miRNA
mmu-miR-20a-5p miRNA mmu-miR-219a-5p miRNA
mmu-miR-22-5p miRNA mmu-miR-24-2-5p miRNA
mmu-miR-24-3p miRNA mmu-miR-296-5p miRNA
mmu-miR-301a-5p miRNA mmu-miR-3082-5p miRNA
mmu-miR-30c-5p miRNA mmu-miR-30e-5p miRNA
mmu-miR-322-5p miRNA mmu-miR-340-5p miRNA
mmu-miR-370-5p miRNA mmu-miR-375-5p miRNA
mmu-miR-379-5p miRNA mmu-miR-381-5p miRNA
mmu-miR-382-5p miRNA mmu-miR-5099 miRNA
mmu-miR-532-5p miRNA mmu-miR-5624-5p miRNA
mmu-miR-582-5p miRNA mmu-miR-673-5p miRNA
mmu-miR-708-5p miRNA mmu-miR-770-5p miRNA
mmu-miR-7a-5p miRNA mmu-miR-873a-5p miRNA
mmu-miR-879-5p miRNA mmu-miR-9-5p miRNA
mmu-miR-92a-2-5p miRNA mmu-miR-93-5p miRNA
rno-miR-1224 miRNA rno-miR-181c-5p miRNA
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