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‘Um homem precisa viajar para lugares que nao
conhece para quebrar essa arrogancia que nos faz
ver o0 mundo como o imaginamos, e néo

simplesmente como é ou pode ser... &€ preciso
questionar o que se aprendeu. E preciso ir toca-lo”.

Amyr Klink
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RESUMO

Gliomas sdo tumores bastante agressivos que acometem o0 sistema
nervoso. Devido a agressividade destes tumores, e a funcao vital desempenhada
pelo cérebro, via de regra, repercutem em uma baixa sobrevida. Portanto séo
necessarios estudos que venham a compreender 0s processos bioldgicos
relacionados com a sobrevivéncia destes tumores. Alteracfes nestes processos
podem ser inferidas a partir de diferencas na expressao dos genes destas células.
Este trabalho avaliou a expressdo génica de 254 bidpsias de tumores gliais
humanos, por meio de ferramentas de biologia de sistemas capazes de interpretar
a grande quantidade de dados gerada pelos microarranjos de expressao génica.
Verificaram-se semelhancas no perfil de expressdo génica de tumores de origem
histoldgica diferente, o que motivou uma definicdo de grupos quanto ao seu perfil
transcricional. Foram definidos 6 grupos, cada um composto por tumores de
diferentes histologias, os quais diferiam quanto a sua atividade transcricional, tanto
em nivel global, quanto em nivel de processos biolégicos (onde analisou a
expressdo dos genes atuantes nestes processos). Observou-se que, em tumores
mais agressivos, as alteragbes transcricionais Sdo mais proeminentes, e
repercutem no numero de processos biolégicos alterados e no grau de alteracdo
destes processos. Estas alteracbes tém impacto sobre o funcionamento de
mecanismos celulares responsaveis pela aquisicdo do fendtipo tumoral: como
alteracdes no metabolismo energético, nos mecanismos de morte e na ativagao do
reparo gendémico. Verificaram-se alteracdes na expressao de genes relacionados
com estas atividades, bem como a ativacdo de rotas de resposta a estresse, como
a expressao de genes antioxidantes e de sobrevivéncia, relacionados ao fator de
transcricdo NFKB cuja atividade foi identificada em todos os grupos, ainda que
diferindo ligeiramente quanto a seu perfil de ativacdo dos seus alvos. A
compreensao da biologia do tumor por meio de seu perfil transcricional €, portanto,

uma potente ferramenta na prospecc¢ao de alvos para terapias antitumorais.



ABSTRACT

Gliomas are aggressive tumors that affect the nervous system. The
impairment of this system by neoplasias may have a role in the poor prognosis
associated to this disease. Therefore, studies are needed to understand the
biological processes related to tumor survival. Impairments in these processes can
be inferred from the differences in gene expression profiles from tumor cells to
normal ones. In this work, we accessed the gene expression profiles of 254 human
glial tumors biopsies towards systems biology tools, capable of analyzing the vast
amount of data generated by Gene expression Microarrays. We identified similar
gene expression profiles in tumors of different histological origins. Thus, we used
these expression profiles to define (6) clusters of patients by the similarity of their
gene expression profiles. We also accessed the transcriptional signatures for each
cluster. These clusters differed on transcriptional activity, either in the global gene
expression profile, or in gene networks related to some biological processes. We
observed that the most aggressive tumors are more different from the control
values than the milder ones. This impairment also reflects in the number of
affected processes and the intensity of change. This gives rise to impairment of
biological processes related to tumorigenic processes e. g. reprogramming of
energy metabolism, impairments on cell death mechanisms and activation of
genome repair pathways. We identified changes on gene expression patterns of
these paths. We also identified the activation of the expression of genes related to
stress response — antioxidant and survival genes, related to the transcription factor
Kappa-B which was found to be activated in all clusters, perhaps these clusters
have slight differences on their transcriptional patterns. Therefore, the
understanding of tumor’s biology by means of their transcriptional profile is a
powerful tool on prospecting antitumor therapies.



INTRODUCAO

Gliomas:

Gliomas malignos, em adultos, correspondem a cerca de 60% dos
aproximadamente 8461 novos casos de tumores cerebrais malignos primarios
registrados no ano de 2008 no Brasil (INCA 2012). S&o tumores bastante
agressivos, com uma razao mortalidade/incidéncia de cerca de 92% para o Brasil
(INCA 2012), o que se deve a auséncia de uma terapia curativa e a localizagcdo
vital destes tumores que, além de comprometer as fun¢des da regido do sistema
nervosos onde ele se encontra, causam aumento da pressao intracraniana (efeito
de massa), que somados a outros fatores, implicam nas dores de cabeca,

convulsBes, nauseas e vomitos e outros sintomas associadas a esta patologia.

As modalidades terapéuticas mais efetivas no prolongamento da sobrevida
dos portadores deste tipo de neoplasia sédo a cirurgia para resseccao tumoral, a
radioterapia craniana total e a quimioterapia (STEWART, 2002). A despeito da
combinacdo destas terapias, a sobrevida média apds o diagnostico nao costuma
ultrapassar 18 meses (GROSSMAN, 2010).

Gliomas sao clinicamente categorizados por meio de andlise histopatologica,
de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), considerando
parametros morfolégicos: o tipo € dado pelas células de origem (i.e. Astrocitos —
Astrocitoma; Oligodendrdcitos — Oligodendroglioma; misto Oligodendrécitos e
Astrocitos — Oligoastrocitoma; ou Glioblastoma, como o0 estagio mais
transformado) e a graduacéao, de | a IV, enumerando as seguintes caracteristicas
morfologicas apresentadas pelo tumor: Atipia celular, Mitose, Proliferacdo de
Endotélio e Necrose. Estas caracteristicas geralmente estdo relacionadas com a
agressividade destes tumores, sendo que tumores que apresentam trés (Grau Ill)
a todas (quatro) estas quatro caracteristicas (Grau IV) via de regra sdo mais

agressivos que tumores Graus Il e I.



Biologia de Tumores

O processo de estabelecimento de uma neoplasia requer a aquisicdo de uma
série de capacidades que permitem que as células tumorais sobrevivam,
proliferem e resistam aos insultos proferidos pelo sistema imunitario e a
hostilidade do microambiente tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A
instabilidade cromossdmica é um importante processo gerador de variabilidade
genética em tumores (CASTRO, 2007) e, juntamente com altera¢des epigenéticas,
governam mudancas fenotipicas que serdo determinantes no sucesso destas
células transformadas no microambiente tumoral, seguindo principios da selecdo
Darwiniana (KHONG; RESTIFOU, 2006).

A resposta inflamatéria € um fator bastante relevante nos processos
neoplasicos e surge da interacdo das células do sistema imunitario com células
transformadas, na tentativa de elimina-las do organismo. Ainda que a inflamacéo
seja um mecanismo eficiente de eliminacdo de células em estagio inical de
transformacao, algumas células cancerosas sdo capazes de, nao somente resistir
a agressao, como também utilizar-se do ambiente pré-inflamatério em beneficio
préprio (CORDON-CARDO; PRIVES, 1999), recrutando e induzindo células do
sistema imunitario a secretar fatores de crescimento necessarios a progressao
tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Um dos ataques promovidos por células
da microglia — equivalentes do sistema imunitario no sistema nervoso central - € a
secrecdo de perdxido de hidrogénio (H.0,), um forte agente oxidante, ao qual
algumas células respondem aumentando a expressdo de genes de defesa
antioxidantes, na tentativa de minimizar os danos, enquanto o ambiente pro-
oxidativo, muitas vezes, passa a agir como indutor de proliferacdo, por meio da

ativacado de vias de resposta a espécies reativas (VEAL, 2007).

A condicao proliferativa de uma célula tumoral requer uma reprogramacao
metabolica da célula, de maneira a satisfazer suas demandas energéticas e de
biomassa. Ainda que alteragbes na demanda por glicose, producdo de &cido latico
e consumo de Oxigénio em células cancerosas tenham sido descritas ao final da

década de (19)20 por Otto Warburg, as bases moleculares deste fendémeno



comecaram a ser exploradas somente a partir dos anos 2000, onde comecou-se
também a dar uma maior atencdo ao microambiente tumoral, e se estabelecer as
primeiras relacdes entre processos biolégicos como angiogénese, inflamacdo e
estresse oxidativo — e parametros extracelulares (MELILLO; SEMENZA, 2006).

Na revisdo “The Hallmarks of Cancer” publicada no peridédico Cell no ano
2000, Hanahan & Weinberg postulam seis capacidades biolégicas adquiridas
durante as varias etapas de desenvolvimento de patologias neoplasicas. Estas
capacidades servem de referéncia para o entendimento da complexidade do
processo de transformacéo tumoral. Compreendem a “Manutengao de sinalizagao
proliferativa®, “resisténcia a supressores de crescimento”, “resisténcia aos
mecanismos de morte celular’, “habilidade de imortalidade replicativa”, “inducéo
de angiogénese” e “ativacao de invasao e metastase”. Na reedi¢cao deste trabalho,
publicada no mesmo periédico, no ano de 2011 - “the hallmarks of cancer: the next
generation”, os autores sugerem mecanismos adicionais que suportam estas
capacidades: A “instabilidade cromossdmica” que estaria por tras da geracdo de
diversidade genética, pode levar a alteracbes nos demais metabolismos da célula,
acelerando a aquisicdo destas capacidades, que serdo submetidas a selecdo no
microambiente tumoral. A Inflamacdo, que tem um importante papel na promocao
destas capacidades. A “reprogramacgao” do metabolismo energético, frente a nova
condicdo e a capacidade que estas células possuem de escapar da destruicdo
pelo sistema imunitario e de recrutar células ndo tumorais que constituirdo o
microambiente tumoral — também contribuindo para a aquisicdo dos demais

atributos.



Expressao Génica e Microarranjos

Alteragcbes no metabolismo sao consequéncias da reestruturacdo da
maquinaria celular, governada por vias de sinalizagdo que atuam na regulacéo da
producdo de proteinas. A transcricAo génica € a etapa inicial no processo de
sintese proteica. E um processo altamente dispendioso do ponto de vista
energeético, sendo, portanto, o principal alvo de regulagédo de vias de sinalizacdo.
Com o crescente avanco tecnoldgico da biologia molecular, desenvolveram-se
técnicas cada vez mais apuradas de se detectar o produto do mecanismo de
transcricdo génica: o RNA mensageiro (MRNA). Nos anos noventa surgem as
primeiras técnicas de deteccdo, ainda que semiquantitativa, de mRNA em larga
escala (WESTERHOFF; PALSSON, 2004) — os ditos microarranjos de expressao
génica, com crescente utilizacdo a partir dos anos dois mil. A evolucdo desta
ferramenta permitiu acessar de uma sO vez, a expressdo de grande parte dos
genes conhecidos em humanos. Fornecendo um “panorama” transcricional do

tecido (ou célula) analisado.

Os microarranjos consistem em “microchips” contendo uma série de
oligonucleotideos complementares a sequéncias de cDNA obtidas por meio da
transcricdo reversa dos RNA mensageiros extraidos da amostra. Estes
oligonucleotideos sdo marcados com um fluoréforo que emite fluorescéncia
guando ligado a sequéncia complementar. A deteccdo de um determinado gene é
dada pela relacéo de valores de fluorescéncia de uma série de sequéncias (ditas
sondas), desenhadas para ligar em sequéncias especificas a este gene (sondas
“‘perfect match”) e sondas ligeiramente diferentes destas, desenhadas para nao
ligar a sequéncia do gene (sonda “mismatch”). Fabricantes como Agilent e
Affymetrix possuem uma série de plataformas de microarranjos contemplando
genes de diferentes espécies. Plataformas como a U133a Plus 2 da Affymetrix séo
capazes de analisar, em um chip de 2,5cm x 2,5cm mais de 57000 sondas para
avaliar a expresséo génica de mais de 17000 genes de Homo sapiens.



Biologia de Sistemas

A grande quantidade de informacdo gerada pelos microarranjos se depara
com a perspectiva reducionista, que costuma atribuir o funcionamento de um
sistema as propriedades de suas partes — 0 que inicialmente continuou
permeando as perguntas e abordagens a esta técnica — buscando genes “atores”
em processos como a progressdo tumoral, entretanto, com a incorporacdo das
metodologias de estudos de sistemas complexos, surge uma “nova” disciplina,
intitulada “Biologia de Sistemas (Complexos)”, que visa abordagens integrativas
no estudo de fenbmenos bioldgicos, utilizando ferramentas computacionais
capazes de analisar imensas quantidades de dados, incompativeis a era preé-

computacional.

Os diagramas de interacdo moleculares constituem uma maneira integrativa
de se analisar um determinado processo biolégico a nivel molecular (BARABASI et
al, 2004). Estes diagramas, também denominados redes génicas ou proteicas,
representam o conjunto das interagbes moleculares, seja ele relativo a um
determinado processo celular (e.g. Inflamassoma — conjunto de genes/proteinas
relacionados com a resposta inflamatoria) ou a todo repertério de genes/proteinas

do organismo, entdo denominado interatoma.

Com o advento da biologia de sistemas, foram sendo desenvolvidas
abordagens integrativas capazes de analisar informacfes complexas como é o
caso das andlises de expressdo génica em larga escala (por microarranjos),
podendo retirar informacdes em diferentes niveis, contemplando desde o perfil
“global” da transcricdo génica da célula (Transcriptograma - RYBARCZYK-FILHO
et al., 2011), até alteragbes em grupos de genes relativos a determinados
processos biolégicos (GSEA - SUBRAMANIAN et al., 2005; Transcriptoma de
redes - ViaComplex® CASTRO et al., 2009).



Justificativa

O processo de transformacédo de uma célula requer uma série de etapas
gue néo ocorrem necessariamente em uma sequéncia temporal, mas seguindo um
padrdo microevolutivo onde um mesmo fenoétipo (e.g. evasao da apoptose) pode
resultar de disfuncdes em diferentes vias de sinalizacao (e.g. TP53 ou PI3K/AKT),
selecionadas ao longo do processo de progressao tumoral. Gliomas sédo tumores
bastante agressivos. Sua localizacao cefélica dificulta (ou até impossibilita, em
alguns casos) a exciséo cirirgica, que, dentre as estratégias antitumorais, ainda é
a que tem apresentado resultados mais efetivos. A resisténcia ao tratamento
quimioterapico, apresentada por uma boa parte dos tumores gliais, somada a
dificuldade na excisdo completa do tumor, repercute quase que invariavelmente
em um prognostico ruim. O frequente insucesso dos tratamentos quimioterapicos
pode estar atrelado a caréncia de um direcionamento terapéutico orientado por
diagnéstico molecular, e este direcionamento depende de uma melhor

compreensao das alteracdes funcionais ocorridas nas células neste contexto.



OBJETIVOS:

Objetivo Geral:

Este trabalho visa identificar, com o uso de ferramentas da biologia de
sistemas, as assinaturas transcricionais de tumores da glia, buscando relacionar
as alteracbes metabdlicas relativas a grupos de pacientes agrupados por
similaridades transcricionais, avaliando a representatividade de rotas ou processos
bioldgicos relacionados com a aquisigao das “capacidades biolégicas tumorais”

em cada um destes grupos.

Objetivos Especificos:

¢ Identificar assinaturas transcricionais relacionadas com os diferentes grupos de

pacientes;

¢ Identificar o diagrama de interacdo de genes diferencialmente expressos em cada
um dos grupos de pacientes, elencando os processos bioldgicos em que esta rede

atua.

e Avaliar a representatividade de rotas ou processos biol6gicos relacionados com a

aquisicao das “capacidades bioldgicas tumorais” em cada um dos grupos;

e Avaliar o panorama transcricional sobre as redes proteicas de alguns dos

processo bioldgicos supracitados.
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METODOLOGIA

Coleta de dados de expressé&o génica:

O conjunto de microarranjos de expressdo génica de bidpsias de tumores
gliais foi obtido do repositério de dados de expressdo génica GEO “Genome
Expression Omnibus”, buscando-se o termo “Glioma”. Sendo o conjunto
selecionado agrupado sob o termo “GSE16011” — amostras do Arquivo de
Tumores do Centro Médico da Universidade de Erasmus, obtidas entre 1989 e
2005 (GRAVENDEEL et al., 2009). Selecionou-se o0 GSE16011 pelas seguintes
razdes: 1° - € 0 mais representativo grupo de amostras de glioma deste banco de
dados, contendo ao todo 276 microarranjos de bidpsias de Gliomas de diferentes
classificacdes histopatoldgicas; 2° - Contém um namero consideravel de amostras
(8) de referéncia de tecido glial (saudéavel); 3° - O trabalho “Intrinsic Gene
Expression Profiles of Gliomas Are a Better Predictor of Survival than Histology”
(publicado no periédico “Cancer Research” no ano de 2009, por Gravendeel et. al.)
que gerou estes dados demonstrou que agrupamento destas amostras por meio
do perfil de expressdo génica tem uma melhor capacidade preditiva do
progndéstico em relacdo as analises histopatoldgicas. 4° - Os resultados obtidos

pelos autores foram validados em 5 outros conjuntos de amostras.

Foram retirados do conjunto de amostras, aquelas que na andlise do artigo
original, acabaram por agrupar com as amostras controle, o que se deve, muito
provavelmente a “contaminagdo” com tecido sadio na amostra; bem como as
amostras de tumores reincidentes, restringindo a analise a 254 bidpsias tumorais
frente as 8 amostras controles. Os dados brutos destes microarranjos (Affymetrix
HU133Plus 2.0) foram normalizados pelo método “RMA” com auxilio do pacote
“‘Affy” (GAUTIER et. al., 2004) do ambiente estatistico R.
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Andlise de agrupamento:

O agrupamento das amostras foi feito seguindo o procedimento do artigo de
Gravendeel & colaboradores.: onde, dentre os 17527 genes avaliados pelas mais
de 57000 sondas dos “arrays” (microarranjos) Affymetrix HU133Plus 2.0, foram
selecionados os 5000 genes com maior coeficiente de variagdo 0s quais
orientaram o agrupamento computado pelo algoritmo HOPACH (sigla em inglés
para particionamento hierarquico ordenado e juncdo de hibridos - “hierarchical
ordered partitioning and collapsing hybrid” — (LAAN; POLLARD, 2003), também

disponivel como um pacote para o ambiente estatistico “R”.

Assinatura transcricional — “Transcriptograma” :

O transcriptograma é uma potente ferramenta de avaliacdo da transcricdo
génica de amostras bioldgicas por microarranjos. Ele fornece um representativo do
perfil global da expressdo génica, plotando valores de expressao génica relativa
sobre um ordenamento funcional de proteinas. Esta metodologia assume para 0s
genes, as propriedades de interacdo de proteinas codificadas pelos mesmos, e 0s
dispde linearmente, de maneira que a distancia entre dois genes é diretamente
proporcional a probabilidade de existéncia de relacdo funcional entre eles
(RYBARCZYK-FILHO et al.,, 2011). O ordenamento é obtido através de uma
funcdo de custo minimo que reorganiza a disposicao linear (ainda que o mesmo
seja “circularizado” para diminui¢ao do “efeito de borda”) das proteinas a cada vez
que esta reorganizagao reduza o “custo” da fung¢do, que é dado pela distancia
entre genes que interagem entre si. Uma outra propriedade atribuida a este
ordenamento foi a modularidade, onde observa-se, para uma determinada “janela”
(intervalo continuo de genes) do ordenamento, qual a fracdo de conexdes

compartilhadas entre os genes do intervalo.
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Figura 1: Distribuicdo dos valores de modularidade e distingdo dos médulos do
ordenamento de proteinas de Homo sapiens para uma janela de 251 genes.
Retirado de “Homo sapiens: Analise de Expressdo Génica por Transcriptograma”

— Monografia de Fernanda Pereira Cruz Benetti.

s

O sentido biol6gico deste ordenamento é ressaltado ao sobrepor a
informacéo da modularidade de janela com a distribuicdo de genes relacionados a
processos bioldgicos sobre 0 mesmo, onde pode-se observar uma relacdo entre
as areas de maior modularidade e a concentracdo de genes relativos a um
determinado processo biologico (Fig. 1). Ao longo do ordenamento, para uma
janela de 251 genes, foram identificados 19 modulos, dos quais 10 foram

associados a processos biolégicos (Tabela 1) (BENETTI, 2010).
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Mdédulo Processo Bioldgico Termo GO: %

1 Percepcéo Sensorial G0:0007606 47,04
3 Metabolismo de Acidos Organicos G0:0006082 31,96
6 Ciclo Celular G0:0022402 32,17
7 Processamento de RNA G0:0006396 21,22
8 Regulacéo negativa da expressao génica G0:0010629 26,60
9 Rotas de Sinalizacdo de Receptores G0O:0007178 20,16

Serina/Treonina Cinase

10 Apoptose G0O:0006915 27,03
12 Adeséao Celular G0:0007155 28,70
13 Transducéao de Sinal por pequenas GTPases G0:0007264 20,18
15 Tradugéo G0:0006412 26,97

Tabela 1: Processos biol6gicos predominantes em 10 dos 19 médulos do
ordenamento de proteinas de Homo sapiens para uma janela de 251 genes. o
“Termo GO’ refere-se a referéncia do processo bioldgico no banco de dados de
ontologia “Gene Ontology” e o percentual (%) refere-se a razdo entre 0 niUmero
de genes do referido processo bioldégico presentes no modulo e o nimero do
modulo. Adaptado de “Homo sapiens: Andlise de Expressdao Geénica por

Transcriptograma” — Monografia de Fernanda Pereira Cruz Benetti.

Avaliou-se por meio desta técnica, a assinatura transcricional de cada um
dos grupos de pacientes definidos pelo perfil molecular, no entanto,
parametrizando a janela para 101 genes (50 para cada lado de um gene central).
Este valor de janela foi escolhido em raz&o da maior definicdo da assinatura, uma
vez que a expressao génica € plotada sobre um gene central considerando a
meédia de seus vizinhos. Ainda que seja um valor de janela diferente do utilizado
na identificacdo dos modulos, esta alteracdo ndo possui um efeito pronunciado
sobre a definicdo dos moddulos biolégicos (BENETTI, 2010). Os valores de

expressao génica sao relativizados (por meio da razdo) ao controle. Definiu-se no
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grafico uma area de dois desvios padrdao do controle com o propdésito de se

verificar modulos cujos desvios sejam significativos.

Andlise de expresséao diferencial:

A analise de expressdo diferencial consiste na identificagdo dos genes
diferencialmente expressos entre fenétipos. Neste caso, a analise comparou 0s
grupos definidos pelo perfil de expressao génica. Com auxilio do pacote “limma”
(SMYTH, 2005) para o ambiente estatistico R, foram elencados os genes
diferencialmente expressos, relativos a cada fenétipo, para um valor p<107.
Remontou-se o diagrama de interacdo dos genes relativos a cada fendtipo com
auxilio do pacote “RedeR” (CASTRO MAA et. al. 2012), com base na informacao
do interatoma humano, disponibilizada pelo pacote. Para cada grupo de pacientes,
os grafos de genes superexpressos e subexpressos foram analisados em
separado quanto aos processos bioldgicos presentes nestas redes (analise de

enriguecimento funcional).

Analise de Enriquecimento de Grupos de Genes:

O GSEA - Sigla em inglés para analise de enriguecimento de grupos de
genes — Gene set Enrichment Analysis (SUBRAMANIAN et al., 2005) — verifica,
dentre um pacote de grupos de genes (GS’s) fornecidos a priori, quais mantém
um padrdo de distribuicdo (fig. 2) de genes estatisticamente relacionado com dois
estados biologicos — neste caso, cada um dos grupos de pacientes de glioma vs.
amostras saudaveis. Consiste na andlise de distribuicdo dos componentes de um
grupo de genes ao longo de uma lista de genes, ordenadas quanto a sua

correlagcdo com o fenotipo.
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A B Extremidade do Grupo
Grupos: — \‘ de Genes “S”
Tumor Controle  Grupo )
de Genes “S”

Correlagdocom Fendtipo

Lista ordenada de Genes

Lista ordenada de Genes

Figura 2: Representativo do método do GSEA: Os dados de expressdo séo
ordenados pelo seu grau de correlagdo com o grupo biolégico analisado (A)
entdo € computada uma somatdria que percorre esta lista, que incrementa o
valor de enriquecimento a cada vez que a posi¢ao analisada corresponder a um
gene do grupo de genes — fornecido a priori - “S”, e decrementa em caso
contrério. O indice de enriquecimento (ES) de um GS “S” é dado pelo maior valor

atingido por esta soma (adaptado de Subramanian et al., 2005)

O conjunto de grupos de genes (GSs) foi obtido do Banco de Dados de
Assinaturas Moleculares — MsigDb v.3.1 (Molecular Signature Database)
selecionando as colegdes de grupos de genes “curados” (C2), “alvos de fatores de
transcricdo” (C3-TFT) e “GO — Gene Ontology” (C5), que contivessem menos de
500 genes, totalizando 5194 gene sets. As analises foram feitas pelo software
GSEA-P v.2.07.
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Andlise de Enriquecimento Funcional:

As redes diferencialmente expressas de cada grupo foram subdivididas em
subredes dos genes subexpressos e superexpressos e importadas para o
software Cytoscape onde cada uma destas redes foram verificadas quanto a
processos biolégicos nos quais 0s seus componentes atuam, por meio do plugin
BINGO - “Biological Network Gene Ontology” (MAERE; HEYMANS; KUIPER,
2005) — Ontologia dos Genes (GO) de Redes Bioldgicas.
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Panorama transcricional de redes funcionais

Foram selecionados 5 diagramas de interacdo para serem avaliados quanto
a seu perfil de alteracdo em cada um dos grupos de pacientes.

1. Rede Apoptose e Estabilidade Genémica (CASTRO et al., 2008)

A TNFRSF10D
®
v TNFRSF10C
)

e Nos @ AN T

PPP3CC P \
O s € P53\
@ Apoptosis

@ Chromosome stability

(O Recombinational repair
@ Mismatch repair

() Base-excision repair

@ Nucleotide-excision repair

Genome
stability

o

Figura 3: Diagrama de interacdo referente aos processos de apoptose e estabilidade
gendmica (CASTRO et al., 2008).
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2. Rede dos genes que interagem com o fator nuclear de transcricdo Kappa B
— NFkB (TIERI et al., 2012).

w‘“ Ip‘ 151”

?IU

BB e g g

Figura 4: Diagrama de interacdo do genes que interagem com a rota do fator
nuclear de transcrigdo Kappa-B (NFKB) (TIERI et al., 2012).
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3. Rede dos genes transcritos pelo fator nuclear de transcricdo Kappa-B

(NFKB) (TIERI et al., 2012).
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Figura 5: Diagrama de interacdo (parcial — os nés nao conectados foram

retirados para facilitar a visualizagdo) dos genes transcritos pelo NFKB (TIERI et

al., 2012).
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4. Diagrama de interacdo dos genes do metabolismo energético (DALMOLIN

et al., 2011).

ACAS SEHA Dupgeﬁo UFC1@NDUFA4L2
OGDH NDUFA B
2 ACSL5 ° NDUFS1g - NDUFV/® @NDUFA11
- S 3 NDUFB3g  NOUFB4 \r \pi@nT-ND4
OG?)HL MT- NDS. S?Fsa
ID‘H NDUF! @NDUFA8
ACSL1 NDuFc2@NOg! = o ATNDS
sl g4 ° sugLez spgc NDUFAS® NDUFS? ™ "DH‘MT D4L@NDUFAB1
ACADIC) ACOX3 s DLST NDUFA10@ &mmg Az ONDUFSS
CPBC- pey ACADVL&chCADS% ® FH uaCRq  NDUFB8® NDUFB2 ONDUFASSNDUFA4
1
s ) IDH3B ?..® T-CYBy MT-ND2
X ACADM sucl SDHB {acrez
chT2 ; GCE:;:éA1&CAT2 4 UQCR. :;gccgg .N%Fgoum—
IDH2 A 2 ®0LD UQCRC1. OX7A2L
HADWB  @ACO! SUCLG1 SogA SYEL . \Burps
HADHA o g S
\ A ACO2 ACAA2 ACAT1  MDH1 CQX6A1
oS ) <P Ch coxalt coxrc
PECI EHiéf/\Drcsﬁ DT POHRT gote coxec | MTG%2 7.
~ MDY ®PDHA2 coxan®  CO%B!  geiiea
SS2
ALDHAS i oHanz R0 cs & o2 mPcos Mrcot goxme2
v HADH ACADS ‘@ VA
PC o
ADH5S @ALDH3B1 ° LDHAL6B
¢ Aoz CALDHOA1 P! » COX15 Bxac
LDHB cox®o ® ®
A ALDH3B2® . GALDH7A1 L4 PR2 co¥s COX6A2
O LDHA R @
cxpan i ALoBt ®  loHaea oz COX7A1  COX7A2
ADH? e ALDH3A1 ENgZ
BPGM
ADﬁG [YPAAZZ L] Ef’o:" GPI
e A L4 TPI
ADM1B ADH1A . ..
° ®G6PC GALM
PGAM1 PFKM® ALD.OA
@GAPDH )
S TR ALDDB afboc GCK
° FBP2
PGK1 PGA.MZ
HK3
el Pgw . &
°
PGK2 ) %
Poliz 8o
ATPEVQAY TgRG1
indli 3 A ATBSVOD1
Glicolise/Gliconeogénese wroggr MBS grese areelict wrgnc © apovie
i A ATFS! ¥ 1C1o ATPGV1G3
Metabolismo de Ac. Graxos WY TSR R T i
MT-/gP8 A‘; ” PRA2 ATRGVIH ATPSVOD2
Ciclo de Krebs P S B, ardvos ATRGPT
zF ATP5G1 ATPBV1E1
I R ATISES '3 ATPGVAB2 ATPGVOE1
Fosforilagdo Oxidativa aregh apso | ATRg2 @ AT Reovice
)
A%k ATGSL ArPeTiB &ATPQ”DA-?PGVOAZ
it ATPBVOA1

arodly AR50 AtB12a

Figura 6: Diagrama de interagdo dos genes do metabolismo energético (adap

de DALMOLIN et al., 2011).
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5. Diagrama de interacdo de genes relacionados com sobrevivéncia,

metabolismo Glicolitico, resposta a estresse (Oxidativo) e o fator NFKB.
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Figura 8: Diagrama de interagdo dos genes relacionados com a sobrevivéncia de
tumores, defesas antioxidantes, Glicélise e subunidades do Fator Nuclear de

Transcricdo Kappa B (NFkB).

O panorama transcricional das redes acima foi computado por meio do
software ViaComplex® (CASTRO et al., 2009), utilizando-se dos valores médios
de cada um dos grupos vs. a meédia dos controles. Esta ferramenta permite
utilizar-se da rede de genes como pano de fundo para avaliar o espalhamento
transcricional (o efeito sobre a rede, na alteracéo transcricional), aplicando uma 32

dimenséao (de cor) sobre as 2 dimensdes dadas pelas redes.
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RESULTADOS

A andlise de agrupamento definiu 6 classes de pacientes:

A andlise de agrupamento por perfil molecular dos 254 pacientes
demonstrou-se bastante coerente com o resultado de Gravendeel (2009), com
apenas 5 pacientes sendo alocados em grupos diferentes dos propostos (Fig 9).
Devido a esta coeréncia, os dados de agrupamento utilizados para as analises
seguintes compreendem as 6 classes de tumores, que foram referenciadas da
mesma forma que no artigo de Gravendeel, pois mantiveram caracteristicas

bastante similares.

Grupo de Pacientes CL9 CL16 CL17 CL18 CL22 CL23

Idade Mediana 46.735 33.88 36.66 57.7 4151 56.42

Sobrevida Mediana 5.095 N/D 2.885 0.66 1.12 0.65

Tabela 2: Informagdes clinicas de cada uma das classes (CL’s): Idade Mediana e

sobrevida mediana (ambas em anos).

Tumores de um mesmo grupo histopatolégico apresentam perfis
moleculares diferentes. O agrupamento por perfis moleculares foi capaz de
definir classes com maior capacidade preditiva de sobrevida do que analises
histopatolégicas. Tumores de uma mesma histologia agrupam em classes
diferentes (Fig 9).



CL9 CL16 CL17
CLi8 CcL22
c = PAI

m All

= Alll

= OAII
m OAIII
= ODII
= ODIII
» GBM

Figura 9: Composicao de cada um dos grupos definidos pela analise, quanto aos
tipos histolégicos de tumor: A = Astrocitoma, PA = Astrocitoma Pilocitico, OD =
Oligodendroglioma, AO = Oligoastrocitoma, GBM = Glioblastoma (Astrocitoma
Grau IV), sendo os algarismos romanos que seguem, a referéncia do grau destes

tumores.
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A Assinatura Transcricional é Diferente em Cada uma das Classes:

Cada uma das classes apresenta um perfil de transcricdo génica, onde as
mais agressivas sao as que mais se distanciam do controle. A intensidade dos

picos € diferente em cada classe, ainda que seu desenho conserve um “padrao”.
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Figura 10: Sobreposicdo dos Transcriptogramas de todas as classes analisadas
(relativizadas ao controle) onde a faixa central azul corresponde ao intervalo de
dois desvios padrdo acima e abaixo do controle. Abaixo, enumeracdo dos
madulos.
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Figura 11: Transcriptogramas individualizado para cada um dos grupos. Em azul,
a faixa correspondente a 2 desvios padrao acima e abaixo da média do controle
(valor central). Verifica-se que os grupos de menor sobrevida i.e. CL18, CL22 e
CL23 possuem picos nos valores de expressdo genica que se afastam

consideravelmente do controle.
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Os Grupos Diferem Quanto ao Numero de Grupos de Genes (GSs)

Enriquecidos e a Intensidade do Enriquecimento.

O numero grupos de genes alterados em cada um dos grupos é diferente,
aparentemente estando relacionado com a agressividade de tumores — observe
gue as classes mais agressivas (CL18 e CL23) sdo as que tem um maior niumero
de GS alterados (Fig. 12 e Tabelas 3 a 8).
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Figura 12: Namero de GS enriquecidos em cada um dos grupos, com relagéo ao
grupo controle (Valor P<0,001), em vermelho, os GS cuja atividade transcricional
encontra-se mais elevada nos tumores, com relacdo ao controle, e em azul, os

mais expressos no tecido ndo alterado — subexpressos nos tumores.

Os GS identificados nos grupos apontam alteracdes transcricionais em
processos biologicos vitais, como ciclo celular, inflamacéo, sintese proteica,
reparo e metabolismo de DNA. E a intensidade de alteracdo de GS
relacionados com as capacidades biologicas tumorais é diferente em cada um
dos grupos.
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CL9

Referéncia MSigDb

REACTOME_PEPTIDE_CHAIN_ELONGATION
REACTOME_PEPTIDE_CHAIN_ELONGATION
CROONQUIST_NRAS_SIGNALING_DN
PUJANA BRCA2_PCC_NETWORK
DANG_MYC_TARGETS_UP
RNA_PROCESSING
MARKEY_RB1_ACUTE_LOF_DN
REACTOME_GENE_EXPRESSION
REACTOME_CELL_CYCLE_MITOTIC
REACTOME_CELL_CYCLE_MITOTIC
NEUROLOGICAL_SYSTEM_PROCESS
TRANSMISSION_OF_NERVE_IMPULSE
MCCLUNG_CREB1_TARGETS_UP

REACTOME_ACTIVATION_OF_NMDA_RECEPTOR_UPON_GLUTAMATE_BINDING_

AND_POSTSYNAPTIC_EVENTS
BIOCARTA_CACAM_PATHWAY

N

78
78
60
389
116
146
192
358
277
277
359
181
85

36
13

ES

0.587
0.587
0.573
0.403
0.376
0.371
0.326
0.321
0.314
0.314
-0.226
-0.32
-0.387

-0.557
-0.74

Tabela 3: Representativo dos GS enriquecidos no grupo CL9, em na primeira

coluna, o nome de referéncia do GS no MSigDb, na segunda, 0 numero de genes

que compBe o GS, e na terceira, em azul, os valores de ES dos GS

subexpressos pelo tumor e, em vermelho, 0s superexpressos.

CL16

Referéncia MSigDb

AGARWAL_AKT_PATHWAY TARGETS
SA_FAS_SIGNALING

ST_INTERLEUKIN_13 PATHWAY
NAKAYAMA_SOFT_TISSUE_TUMORS_PCA1_UP
LAU_APOPTOSIS_CDKN2A_ DN
SA_MMP_CYTOKINE_CONNECTION
TSUNODA_CISPLATIN_RESISTANCE_UP
BIOCARTA_LYM_PATHWAY
BIOCARTA_GABA_PATHWAY
NEUROTRANSMITTER_SECRETION

REACTOME_NOREPINEPHRINE_NEUROTRANSMITTER_RELEASE_CYCLE
METABOTROPIC_GLUTAMATEGABA_B_LIKE_RECEPTOR_ACTIVITY

BIOCARTA_CACAM_PATHWAY

REACTOME_RAS_ACTIVATION_UOPN_CA2_INFUX_THROUGH_NMDA_RECEPT

OR

REACTOME_ACETYLCHOLINE_NEUROTRANSMITTER_RELEASE_CYCLE

~No o Z

79

5
14

9
11
10
11
12
10
13

18
11

ES

0.685
0.617
0.609
0.606
0.594
0.593
0.68
0.62
-0.575
-0.623
-0.627
-0.631
-0.657

-0.666
-0.687

Tabela 4: Representativo dos GS enriquecidos no grupo CL16, em na primeira

coluna, o nome de referéncia do GS no MSigDb, na segunda, o nimero de genes

que compBe o GS, e na terceira, em azul, os valores de ES dos GS

subexpressos pelo tumor e, em vermelho, 0s superexpressos.
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CL17

Referéncia MSigDb N ES
LIANG_SILENCED_BY_METHYLATION_DN 10 075
REICHERT_G1S_REGULATORS_AS_PI3K_TARGETS 8 0674
BIOCARTA_ATM_PATHWAY 20 0.66
BIOCARTA_LYM_PATHWAY 11 066
TCGA_GLIOBLASTOMA_MUTATED 8 0.638
ST_IL_13_PATHWAY 7 0.595
BIOCARTA_NFKB_PATHWAY 22 0.583
SA_MMP_CYTOKINE_CONNECTION 14 0577
MOSERLE_IFNA_RESPONSE 27 0576
BIOCARTA_MONOCYTE_PATHWAY 11 057
BIOCARTA_RELA_PATHWAY 16  0.558
PUJANA_XPRSS_INT_NETWORK 155  0.396
PUJANA_BRCA_CENTERED_NETWORK 92 0.396
WONG_EMBRYONIC_STEM_CELL_CORE 302 0.301
BIOCARTA_CACAM_PATHWAY 13  -0.605
SYNAPTIC_TRANSMISSION 166 -0.376
REACTOME_NEURORANSMITTER_RECEPTOR_BINDING_AND_DOWNSTREA

M_TRANSMISSION_IN_THE_POSTSYNAPTIC_CELL 82 -0.418
REACTOME_TRANSMISSION_ACROSS_CHEMICAL_SYNAPSES 128 -0.423

Tabela 5: Representativo dos GS enriquecidos no grupo CL17, em na primeira
coluna, o nome de referéncia do GS no MSigDb, na segunda, o nimero de genes
que compbe o GS, e na terceira, em azul, os valores de ES dos GS

subexpressos pelo tumor e, em vermelho, 0S superexpressos.

CL18

Referéncia MSigDb N ES

REACTOME_UNWINDING_OF_DNA 10 0.888
EGUCHI_CELL_CYCLE_RB1_TARGETS 19 0.783
WU_APOPTOSIS_BY_CDKN1A_VIA_TP53 34  0.675
TCGA_GLIOBLASTOMA_MUTATED 8 0.639
BIOCARTA_ATM_PATHWAY 20 0.621
BIOCARTA_P53_PATHWAY 16  0.615
OHASHI_AURKB_TARGETS 6 0.609
COLLER_MYC_TARGETS_UP 12 0.601
BIOCARTA_NFKB_PATHWAY 22 0543
BIOCARTA_CACAM_PATHWAY 13  -0.628
BIOCARTA_GABA_PATHWAY 10 -0.628
GLUTAMATE_RECEPTOR_ACTIVITY 20 -0.651
NEUROTRANSMITTER_SECRETION 11  -0.653
REACTOME_SEROTONIN_NEUROTRANSMITTER_RELEASE_CYCLE 14 -0.737
REACTOME_DOPAMINE_NEUROTRANSMITTER_RELEASE_CYCLE 14 -0.737

Tabela 6: Representativo dos GS enriquecidos no grupo CL18, em na primeira
coluna, o nome de referéncia do GS no MSigDb, na segunda, o nimero de genes
que compde o GS, e na terceira, em azul, os valores de ES dos GS

subexpressos pelo tumor e, em vermelho, 0s superexpressos.
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CL22

Referéncia MSigDb N ES

REICHERT_G1S_REGULATORS_AS_PI3K_TARGETS 8 0.887
WU_APOPTOSIS_BY_CDKN1A_VIA_TP53 34 0.689
REACTOME_HOMOLOGOUS_RECOMBINATION_REPAIR 15 0.633
REACTOME_EXTENSION_OF_TELOMERES 24 0.628
TCGA_GLIOBLASTOMA_MUTATED 8 0613
BIOCARTA_ATRBRCA_PATHWAY 21 0.557
BIOCARTA_KREB_PATHWAY 8 -0.481
REACTOME_AMINO_ACID_SYNTHESIS_AND_INTERCONVERSION 12 052
BIOCARTA_GABA_PATHWAY 10 -0.637
BIOCARTA_CACAM_PATHWAY 13 -0.651
REACTOME_NOREPINEPHRINE_NEUROTRANSMITTER_RELEASE_CYCLE 12 -0.652
REACTOME_DOPAMINE_NEUROTRANSMITTER_RELEASE_CYCLE 14 -0.738

Tabela 7: Representativo dos GS enriquecidos no grupo CL22, em na primeira
coluna, o nome de referéncia do GS no MSigDb, na segunda, o0 nimero de genes
que compBe o GS, e na terceira, em azul, os valores de ES dos GS

subexpressos pelo tumor e, em vermelho, 0S superexpressos.

CL23

Referéncia MSigDb N ES

BIERIE_INFLAMMATORY_RESPONSE_TGFB1 5 0.837
BIOCARTA_MONOCYTE_PATHWAY 11 0.717
MOSERLE_IFNA_RESPONSE 27  0.672
SA_MMP_CYTOKINE_CONNECTION 14  0.664
AGARWAL_AKT_PATHWAY_TARGETS 6 0.657
GILMORE_CORE_NFKB_PATHWAY 10 0.645
BIOCARTA_P53_PATHWAY 16  0.632
KONDO_HYPOXIA 5 0.625
TIAN_TNF_SIGNALING_VIA_NFKB 21 0611
KEGG_MISMATCH_REPAIR 22 0.596
REACTOME_PKA_ACTIVATION 16 -0.42
NEUROTRANSMITTER_SECRETION 11 -0.628
GLUTAMATE_RECEPTOR_ACTIVITY 20 -0.631
BIOCARTA_GABA_PATHWAY 10 -0.633
BIOCARTA_CACAM_PATHWAY 13 -0.634
METABOTROPIC_GLUTAMATEGABA_B_LIKE_RECEPTOR_ACTIVITY 10 -0.73

Tabela 8: Representativo dos GS enriquecidos no grupo CL23, em na primeira
coluna, o nome de referéncia do GS no MSigDb, na segunda, o nimero de genes
que compde o GS, e na terceira, em azul, os valores de ES dos GS

subexpressos pelo tumor e, em vermelho, 0s superexpressos.
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Figura 13: Escala de cor dos valores de enriquecimento de GS relacionados com
a aquisicdo de capacidades biolégicas tumorais, em cada um dos grupos de
pacientes. A representatividade da escala refere-se ao bloco de valores
referentes ao conjunto de GS relativo a cada “Capacidade tumoral’ — Em branco,

os valores indeterminados (o GS néo era distintivo do controle).
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As Redes de Genes Diferencialmente Expressos de Cada Grupo Difere
Quanto a sua Complexidade:

A complexidade das redes diferencialmente expressas (fig. 14 a 20)
(dada pelo numero de vértices e arestas — genes e relacdes funcionais) também
parece ter relacdo com as classes previamente estabelecidas, onde os grupos

de menor sobrevida sdo também os que apresentam as redes mais complexas.

Classe CL9 CL16 CL17 CL18 CL22 CL23

N2 de Genes (vértices) 1108 775 1100 1520 1398 1741

N2 de RelagOes (arestas) 2268 1630 2397 3713 3230 4219

Tabela 9: NUumero de vértices e arestas de cada um dos diagramas de interagcdo
dos genes superexpressos em cada classe.

Verificou-se também, quais eram o0s processos biolégicos (termos de

ontologia do Gene Ontology) mais significativamente representados nestas
redes (tabelas 10 a 15).
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Figura 14: Rede de genes subexpressos (esquerda) e superexpressos (dir) de
CLo.
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CL9
Subexpressos Superexpressos
GO-ID  Description p-value GO-ID Description p-value
nucleic acid metabolic
23052  signaling 4.56E-59 90304 process 8.81E-98
cellular macromolecule
23060  signal transmission 6.04E-56 44260 metabolic process 4.48E-89
nucleobase, nucleoside,
nucleotide and nucleic acid
23046  signaling process 6.04E-56 6139 metabolic process 1.63E-78
transmission of nerve macromolecule metabolic
19226  impulse 2.61E-39 43170 process 1.58E-74
7268 synaptic transmission 2.67E-39 10467 gene expression 1.06E-71
51234  establishment of localization 1.21E-32 16070 RNA metabolic process 1.68E-67
cellular nitrogen compound
6810 transport 2.05E-31 34641 metabolic process 6.23E-62
nitrogen compound
51179 localization 4.37E-31 6807 metabolic process 1.21E-56
7165 signal transduction 6.10E-31 8380 RNA splicing 9.98E-49
macromolecule biosynthetic
7267 cell-cell signaling 1.96E-30 9059 process 7.87E-47
23033  signaling pathway 2.44E-30 6396 RNA processing 3.13E-46
cellular macromolecule
7154 cell communication 5.00E-30 34645 biosynthetic process 5.84E-46
nervous system
7399 development 1.05E-28 44237 cellular metabolic process 3.12E-41
intracellular signal
35556  transduction 5.35E-25 9987 cellular process 1.81E-39
intracellular signaling
23034  pathway 1.44E-23 16071 MRNA metabolic process 1.92E-39
65007  biological regulation 5.69E-22 44238 primary metabolic process 5.03E-39
regulation of biological
50789  process 5.45E-21 6397 mMRNA processing 2.03E-34
regulation of
macromolecule metabolic
16192  vesicle-mediated transport 5.48E-21 60255 process 3.54E-34
22008  Neurogenesis 6.20E-21 6259 DNA metabolic process 2.21E-33
48699  generation of neurons 8.69E-21 7049 cell cycle 1.38E-31
Tabela 10: 20 termos mais significativos da ontologia das redes de genes

diferencialmente expressos em CL9.



Figura 15: Rede de genes subexpressos (esq.) e superexpressos (dir.) de CL16.
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CL16
Subexpressos Superexpressos
GO-ID  Description p-value GO-ID Description p-value
regulation of biological
23052 signaling 1.21E-47 50789 process 1.37E-39
23060 signal transmission 7.77E-43 65007 biological regulation 3.06E-39
positive regulation of
23046 signaling process 7.77E-43 48518 biological process 2.59E-37
regulation of cellular
7268 synaptic transmission 1.76E-39 50794 process 1.16E-36
transmission of nerve positive regulation of
19226 impulse 4.44E-39 48522 cellular process 3.81E-33
negative regulation of
7154  cell communication 1.15E-29 48519 hiological process 1.10E-31
7267 cell-cell signaling 1.83E-29 23033 signaling pathway 451E-30
negative regulation of
51234 establishment of localization 1.41E-27 48523 cellular process 3.29E-28
cellular macromolecule
6810 transport 2.83E-26 44260 metabolic process 6.72E-27
51179 localization 2.10E-24 23052 signaling 1.91E-26
macromolecule metabolic
23033 signaling pathway 5.17E-24 43170 process 7.73E-26
7165 signal transduction 2.38E-20 2376 immune system process 1.18E-25
intracellular signaling
9987 cellular process 3.89E-19 23034 pathway 2.99E-25
nervous system
7399 development 3.95E-19 7165 signal transduction 3.73E-24
post-translational protein regulation of cell
43687 modification 1.41E-18 42127 proliferation 1.23E-22
establishment of localization
51649 incell 1.56E-18 6950 response to stress 3.42E-22
65007 Dbiological regulation 2.88E-18 10941 regulation of cell death 7.73E-22
intracellular signal regulation of programmed
35556 transduction 3.64E-18 43067 cell death 1.28E-21
7269 neurotransmitter secretion 4.28E-18 42981 regulation of apoptosis 1.92E-21
generation of a signal regulation of transcription
involved in cell-cell from RNA polymerase |l
3001 signaling 5.90E-18 6357 promoter 2.76E-21

Tabela 11: 20 termos mais significativos da

diferencialmente expressos em CL16.

ontologia das redes de genes



Figura 16: Rede de genes subexpressos (esq.) e superexpressos (dir.) de CL17.
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CL17
Subexpressos Superexpressos
GO-ID  Description p-value GO-ID Description p-value
cellular macromolecule
23052 signaling 6.16E-58 44260 metabolic process 5.62E-54
macromolecule metabolic
23060 signal transmission 6.54E-50 43170 process 1.00E-47
nucleic acid metabolic
23046 signaling process 6.54E-50 90304 process 1.88E-45
transmission of nerve
19226 impulse 1.90E-43 10467 gene expression 8.40E-43
regulation of biological
7268 synaptic transmission 9.21E-43 50789 process 2.55E-41
regulation of cellular
7267 cell-cell signaling 8.30E-33 50794 process 1.23E-39
7154  cell communication 4.50E-32 65007 biological regulation 1.97E-37
51234 establishment of localization 4.33E-31 16070 RNA metabolic process 2.68E-37
nucleobase, nucleoside,
nucleotide and nucleic acid
51179 localization 2.30E-30 6139 metabolic process 2.06E-35
positive regulation of
6810 transport 6.79E-30 48518 hiological process 8.68E-32
positive regulation of
23033 signaling pathway 9.26E-30 48522 cellular process 1.66E-31
7165 signal transduction 3.25E-24 8380 RNA splicing 7.08E-31
regulation of
post-translational protein macromolecule metabolic
43687 modification 1.11E-22 60255 process 2.34E-29
nervous system
7399 development 6.66E-22 16071 mRNA metabolic process 9.29E-28
intracellular signaling
23034 pathway 8.47E-22 6396 RNA processing 7.97E-27
phosphate metabolic cellular nitrogen compound
6796 process 2.13E-20 34641 metabolic process 1.66E-26
phosphorus metabolic regulation of metabolic
6793 process 2.13E-20 19222 process 3.98E-26
regulation of primary
51641 cellular localization 2.59E-20 80090 metabolic process 8.31E-26
establishment of localization regulation of gene
51649 incell 3.24E-20 10468 expression 3.82E-25
intracellular signal macromolecule biosynthetic
35556 transduction 1.67E-19 9059 process 5.13E-25

Tabela 12: 20 termos mais significativos da ontologia das redes de genes

diferencialmente expressos em CL17.



Figura 17: Rede de genes subexpressos (esg.) e superexpressos (dir) de CL18.
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CL18
Subexpressos Superexpressos
GO-ID  Description p-value GO-ID Description p-value
cellular macromolecule
23052 signaling 2.35E-69 44260 metabolic process 4.20E-74
nucleic acid metabolic
23060 signal transmission 1.91E-61 90304 process 2.36E-67
macromolecule metabolic
23046 signaling process 1.91E-61 43170 process 4.24E-65
nucleobase, nucleoside,
transmission of nerve nucleotide and nucleic acid
19226 impulse 1.14E-49 6139 metabolic process 9.11E-52
7268 synaptic transmission 1.17E-49 7049 cell cycle 7.76E-51
7267 cell-cell signaling 1.51E-36 9987 cellular process 7.60E-50
7154  cell communication 8.21E-36 22402 cell cycle process 9.34E-47
cellular component
23033 signaling pathway 1.05E-33 16043 organization 2.50E-42
51234 establishment of localization 5.19E-33 22403 cell cycle phase 1.83E-40
6810 transport 4.05E-32 8380 RNA splicing 8.55E-40
7165 signal transduction 1.14E-31 10467 gene expression 1.41E-39
cellular nitrogen compound
51179 localization 3.47E-31 34641 metabolic process 3.13E-39
65007 biological regulation 1.20E-27 278 mitotic cell cycle 7.02E-39
post-translational protein regulation of biological
43687 modification 5.29E-27 50789 process 1.91E-38
nervous system regulation of cellular
7399 development 2.09E-25 50794 process 3.13E-37
regulation of biological positive regulation of
50789 process 6.50E-25 48518 biological process 1.18E-36
phosphate metabolic
6796 process 5.73E-24 16070 RNA metabolic process 2.76E-36
phosphorus metabolic
6793 process 5.73E-24 65007 biological regulation 4.12E-36
intracellular signaling positive regulation of
23034 pathway 6.17E-24 48522 cellular process 5.27E-36
intracellular signal nitrogen compound
35556 transduction 9.22E-24 6807 metabolic process 1.21E-34

Tabela 13: 20 termos mais significativos da ontologia das redes de genes

diferencialmente expressos em CL18.



Figura 18: Rede de genes subexpressos (esg.) e superexpressos (dir) de CL22.
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CL22
Subexpressos Superexpressos
GO-ID  Description p-value GO-ID Description p-value
nucleic acid metabolic
23052 signaling 5.61E-63 90304 process 2.67E-93
cellular macromolecule
23060 signal transmission 7.11E-58 44260 metabolic process 1.65E-92
macromolecule metabolic
23046 signaling process 7.11E-58 43170 process 2.14E-78
nucleobase, nucleoside,
transmission of nerve nucleotide and nucleic acid
19226 impulse 1.48E-44 6139 metabolic process 2.17E-76
7268 synaptic transmission 2.33E-44 7049 cell cycle 3.26E-61
cellular nitrogen compound
7267 cell-cell signaling 5.29E-34 34641 metabolic process 2.30E-58
7154  cell communication 2.84E-32 22402 cell cycle process 8.88E-54
nitrogen compound
7165 signal transduction 1.93E-30 6807 metabolic process 5.63E-52
23033 signaling pathway 3.68E-30 10467 gene expression 1.04E-51
51234 establishment of localization 1.83E-29 9987 cellular process 1.15E-49
51179 localization 3.00E-29 16070 RNA metabolic process 7.99E-49
6810 transport 8.30E-29 22403 cell cycle phase 5.44E-47
intracellular signaling
23034 pathway 1.76E-24 6259 DNA metabolic process 2.19E-46
65007 biological regulation 2.52E-23 278 mitotic cell cycle 8.34E-46
intracellular signal
35556 transduction 6.64E-23 8380 RNA splicing 1.25E-45
post-translational protein cellular component
43687 modification 2.62E-22 16043 organization 1.17E-43
nervous system
7399 development 7.81E-22 16071 mRNA metabolic process 4.48E-42
regulation of biological
50789 process 1.03E-21 44237 cellular metabolic process 3.90E-40
regulation of cellular macromolecule biosynthetic
50794 process 1.59E-20 9059 process 2.61E-39
51641 cellular localization 2.40E-20 44238 primary metabolic process 3.56E-39

Tabela 14: 20 termos mais significativos da ontologia das redes de genes

diferencialmente expressos em CL22.



Figura 19: Rede de genes subexpressos (esq.) e superexpressos (dir.) de CL23.
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CL23
Subexpressos Superexpressos
GO-ID  Description p-value GO-ID Description p-value
positive regulation of
23052 signaling 3.16E-63 48518 hiological process 4.65E-55
positive regulation of
23060 signal transmission 1.30E-52 48522 cellular process 2.51E-52
regulation of biological
23046 signaling process 1.30E-52 50789 process 1.14E-49
7268 synaptic transmission 7.66E-46 65007 biological regulation 3.49E-49
transmission of nerve regulation of cellular
19226 impulse 8.14E-46 50794 process 1.85E-47
7267 cell-cell signaling 1.01E-33 2376 immune system process 6.38E-46
negative regulation of
23033 signaling pathway 3.88E-33 48519 biological process 1.84E-43
cellular macromolecule
7154 cell communication 4.36E-31 44260 metabolic process 3.54E-43
nervous system
7399 development 6.02E-28 6950 response to stress 4.79E-41
macromolecule metabolic
65007 biological regulation 8.18E-28 43170 process 6.84E-41
post-translational protein
43687 modification 4.87E-27 9987 cellular process 4.96E-40
negative regulation of
51234 establishment of localization 6.27E-27 48523 cellular process 5.49E-40
7165 signal transduction 3.19E-26 42981 regulation of apoptosis 1.12E-37
regulation of programmed
6810 transport 3.69E-26 43067 cell death 1.76E-37
51179 localization 1.09E-25 10941 regulation of cell death 2.26E-37
regulation of biological
50789 process 1.65E-25 51704 multi-organism process 4.62E-35
regulation of cellular
50794 process 2.33E-24 7049 cell cycle 2.78E-34
6464 protein modification process 1.95E-23 7165 signal transduction 3.08E-33
intracellular signaling
23034 pathway 2.44E-23 23052 signaling 1.71E-32
phosphate metabolic
6796 process 5.30E-21 22402 cell cycle process 2.81E-32

Tabela 15: 20 termos mais significativos da ontologia das redes de genes

diferencialmente expressos em CL23.
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As Alteragoes Tumorais Repercutem no Funcionamento de Redes Génicas
Relativas a Processos Bioldgicos.

As alteragbes transcricionais ocorridas nos tumores tem impacto sobre
processos biolégicos importantes para a tumorigénese, apresentando perfis
transcricionais ligeiramente diferentes em cada uma das classes observadas.

Observam-se alteragdes transcricionais em diferentes niveis nas redes de
genes de controle da apoptose e estabilidade genémica (Fig. 20), bem como nos
genes relacionados ao NFKB — Nas redes de interatores (Fig. 21) e genes alvo do
NFkB (Fig. 22), e NFkB, Resposta Redox e Sobrevivéncia (Fig. 24), (e na rede de
apoptose e estabilidade genbmica na qual ele participa - (Fig. 20) — e no
metabolismo energético (Fig. 23), onde é clara a atenuagdo da expressédo de

genes relacionados com a fosforilagao oxidativa.
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Figura 20: Panorama transcricional da rede apoptose e estabilidade genémica —
as duas dimensfes sdo dadas pela rede (fig. 3), e a 38 em escala de cor,

representa a expressao génica, relativa ao controle.
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Figura 21: Panorama transcricional da rede de genes que interagem com fator
de transcricdo NFKB — as duas dimensdes sdo dadas pela rede (fig. 4), e a 32,

em escala de cor, representa a expressao génica, relativa ao controle.
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Figura 22: Panorama transcricional da rede de genes transcritos pelo NFKB — as
duas dimensdes sdo dadas pela rede (fig. 5), e a 3% em escala de cor,

representa a expressao génica, relativa ao controle.
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Figura 23: Panorama transcricional da rede do metabolismo energético — as
duas dimensdes sdo dadas pela rede (fig. 6), e a 3% em escala de cor,

representa a expressao génica, relativa ao controle.
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Figura 24: Panorama transcricional da rede composta por: genes do fator de
transcricdo NFKB, genes de sobrevivéncia, glicllise e resposta a estresse — as
duas dimensbes sdo dadas pela rede (fig. 8), e a 3% em escala de cor,

representa a expressao génica, relativa ao controle.
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DISCUSSAO

Os processos que levam a transformacado celular induzem uma série de
reestruturacdes funcionais em decorréncia da nova condigdo e do microambiente
no qual o tumor ira se desenvolver. Tal qual o ambiente natural, os “ocupantes” —
as células tumorais e a populagdo de células “recrutadas” pelo tumor — deste
ambiente s&o capazes de alterar suas condi¢des (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Uma célula tumoral € um sistema cujo “comportamento” se desvincula dos
sinais regulatérios do organismo, esta desvinculacdo ocorre ao passo que esta
célula deixa de seguir seu programa de diferenciacdo e ndo mais cumpre sua
programacao original. Em gliomas, este desligamento é representado pela
atenuacdo da expressao de genes relacionados com as funcgdes gliais —
predominantes no modulo 19 do ordenamento (Figura 1,Tabela 1, Figura 9) e de
moléculas de adesdo(Tabelas 3 a 7). A atenuacdo da expressdo de moléculas de
adesdo possibilita a desvinculacdo fisica do tecido glial e dificulta o
reconhecimento por parte do sistema imune — que prontamente agiria na retirada

de células “aberrantes”.

As aberracfes no padréo transcricional de uma célula sdo consequéncia de
uma série alteracfes na estrutura de organizacdo e acesso a informacao génica.
Mutacdes em fatores de transcricdo, ou proteinas de vias de sinalizacdo que
levem a estes foram identificadas em uma série de trabalhos (LOEB; LOEB,
2000). Estas mutacdes tém efeito sobre a transducéo de sinais que determinariam
a resposta da célula frente a estimulos, sejam eles intrinsecos (advindos de algum
mecanismo de  sensoriamento intracelular) ou extrinsecos  (sinais
extracelulares/sistémicos). O Fator de Transcricdo TP53 é considerado uma
proteina supressora de tumor devido ao fato de conectar os mecanismos de
manutencao/sensoriamento do genoma e a apoptose, e a perda de funcao
desconectaria estes dois mecanismos (CASTRO et al., 2008). Na Figura 20
observam-se alteracfes transcricionais na rede de genes que compdem estes

mecanismos. As diferentes intensidades na atividade transcricional ao longo das



51

classes, na regido da rede relacionada com a estabilidade genémica pode ser
atribuida a dimensdo do dano genémico que esta ocorrendo nestas células.
Observa-se também que a atividade de manutencéo de teldmeros apresenta um
aumento consideravel na expressdo de seus genes Figura 13, o que sugere um
aumento na atividade de reconstituicdo das extremidades cromossdmicas, que
estaria relacionado com a manutencdo da capacidade replicativa. Os mecanismos
de reparo sdo importantes na manutencgdo da estrutura cromossémica da célula. A
ativacdo destes mecanismos € fundamental na contencdo dos danos ao DNA

causados pelos estresses mitético e oxidativo.

O estresse mitético advém da incapacidade da célula de reorganizar sua
estrutura cromossOmica a tempo da divisdo, ocasionado tanto pelo grau de
desordem do cariétipo (CASTRO et al., 2006), quanto pela ineficiéncia dos
mecanismos de “check-point” que barrariam o processo de divisdo enquanto o
genoma ndo estivesse “organizado”. Com a ineficiéncia destes mecanismos,
ocorrem divisdes onde o material genético ndo é segregado corretamente,
gerando células com aberracbes cromossémicas tanto numéricas (aneuploidia)
guanto estruturais (perda ou fusdo de braco cromossdémico) (BANNON; GEE,
2009). Ainda que este seja um mecanismo importante na geragdo de diversidade
genética, € um dos maiores responsaveis pela baixa viabilidade divisional de
células em tumores. Que, muitas vezes incapazes de ativar a maquinaria

apoptotica, acabam morrendo por necrose.

A necrose consiste no extravasamento de conteudo intracelular, um dos
grandes indutores de inflamacdo (CORDON-CARDO; PRIVES, 1999). A
inflamacdo € um potente agente modificador das condicbes do microambiente
tumoral (MELILLO; SEMENZA, 2006), em uma resposta sistémica que € capaz de
eliminar a populagédo de células sensiveis ao chamado “estresse inflamatorio” —
que consiste na secrecdo de fatores indutores de morte. Durante a atividade
inflamatodria ocorre a secrecdo de Peroxido de Hidrogénio e fatores como TNF-
alfa, no microambiente tumoral. No entanto, algumas células do tumor sao
capazes de se favorecer da condi¢do pro-inflamatéria. Per6xido de Hidrogénio e

TNF-alfa sdo alguns agentes estressores dos quais 0 sistema imune se utiliza na



52

eliminacao de células “estranhas” (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010) —
ambos sao ativadores do fator nuclear de transcricdo Kappa-B (NFkB), o qual
ativa a transcricdo de diversos genes relacionados com a resposta a agentes
estressores, participando no processo de decisdo do destino celular entre

sobrevivéncia/proliferacdo ou morte da célula.

Dentre os genes transcritos pelo NFkB, diversos deles estdo associados
com processos neoplasicos como fatores de sobrevivéncia (antiapoptoticos),
fatores de vascularizacdo (VEGF), genes codificantes de metaloproteinases de
matriz (MMPSs) e genes da via glicolitica. A alteracdo neste fator ja foi descrita em
tumores gliais em um trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, que obteve
sucesso na regressao de tumores gliais através da inibicdo deste fator, associada
a terapia convencional, em um modelo alografico de Glioblastoma (ZANOTTO-
FILHO et al., 2011),. A atividade transcricional dos genes que interagem com e/ou
sao codificados por este fator encontra-se bastante alterada em todas as classes
(Figuras 20 e 21), no entanto, sdo observaveis algumas diferencas no
“espalhamento transcricional” destas redes. O grupo de genes codificados por
este fator envolvido com a sobrevivéncia da célula encontra-se com a transcricao
bastante alterada em todos os grupos (Figura 13 — REACTOME_NFKB_IS
ACTIVATED_AND_SIGNALS_ SURVIVAL), 0 que contraporia sinais pré-apototicos,

sejam eles extrinsecos ou intrinsecos.

No entanto, outros fatores contribuem para que tumores contornem o0s
mecanismos de morte. A apoptose € um processo bastante dispendiosos do ponto
de vista energético e depende majoritariamente do ATP produzido pela
Fosforilacdo Oxidativa, no entanto, a producdo de ATP por fosforilacdo oxidativa é
um processo gue se encontra atenuado nos tumores gliais, na Figura 23, pode-se
observar uma reducdo sistémica na transcricdo génica das porcdes da rede
relacionadas com este processo. Em contrapartida, para a célula tumoral esta
atenuacdo auxilia na reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(atenuacdo do estresse oxidativo) e no desvio de metabdlitos para outras rotas
bioquimicas, como a via das pentoses, que atua no fornecimento de intermediarios

para a sintese de acidos nucléicos para 0s processos de reparo e sintese de DNA,
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sintese de RNA e atua também na renovacdo de NADP (RICHTER et al., 2012),

muito importante para os mecanismos celulares antioxidantes.

O aumento do consumo de glicose desacompanhado do aumento do
consumo de oxigénio, conforme descrito por Otto Warburg, aponta para a glicolise
enquanto supridora das demandas energéticas (e de biomassa) de tumores. Na
Figura 13 observa-se 0o aumento da atividade transcricional de genes
relacionados com o transporte de glicose, para suprir essa demanda. No entanto,
a demanda por glicose é bastante elevada no tecido nervoso, impondo uma
competicdo entre as células sadias e o tumor. Alguns autores (BASANTA et al.,
2008) sugerem que estas “competicbes” estariam por tras do programa de
transformacado “transicdo epitélio-mesénquima”, que confere propriedades
metastaticas ao tumor. Na Figura 13 observa-se o aumento da expressédo de

genes relacionados a este programa.

Ainda que as células tumorais sejam capazes de sobreviver frente a
hostilidade do microambiente tumoral, boa parte delas encontra-se muito proximas
do limiar de estresse aceitavel para a sobrevivéncia. Frente a isso, observa-se um
pronunciado aumento na expressdo de genes relacionados com as defesas
antioxidantes da célula (Figuras 13 e 24), que acompanha as alteracdes na
expresséo dos genes de sobrevivéncia e do NFkB, bem como em alguns genes da
via glicolitica, conforme observado na figura 24. As interacbes que envolvem
fatores de transcricdo, resposta a estresse e metabolismo que estejam com suas
funcdes alteradas sdo potenciais alvos para o direcionamento de terapias. Agir
nestas rotas de maneira conjunta pode vir a ser uma estratégia na eliminacao de

células tumorais.
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CONCLUSOES

Conclusdes Gerais:

O trabalho foi capaz de identificar as assinaturas transcricionais de tumores
gliais, identificando, dentre subgrupos definidos por agrupamento de perfil
transcricional, diferencas no grau de alteracédo e numero de processos biolégicos
afetados durante a transformacéo destas células. Tal qual acontece em analises
histopatoldgicas, quanto mais alterado estiver o perfil transcricional do tumor, pior
€ 0 progndstico. O discernimento de classes utilizado por este trabalho sugere
uma reformulacdo na maneira em que sdo feitas as abordagem terapéuticas,
indicando que tumores de um mesmo grupo histolégico podem possuir padrées
transcricionais (e portanto funcionais) distintos, o que sugere que cada classe

deva ser tratada de uma maneira distinta.

Outro ponto importante se refere ao numero e a complexidade de
alteracdes funcionais que ocorrem nas células tumorais: A diversidade genética de
células tumorais aumenta a probabilidade de existéncia de células resistentes a
um determinado tratamento, o que fomenta a formulagéo de terapias “ortogonais”,
gue venham a agir em diversos processos biolégicos “a0 mesmo tempo”,
aumentando a probabilidade de levar um nimero maior de células tumorais a

morte.
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Conclusdes Pontuais:

O perfil transcricional de uma bidpsia tumoral é capaz de discernir entre
grupos de tumores quanto a sua agressividade — tumores mais agressivos

possuem um perfil transcricional mais distinto do controle do que 0s menos.

Tumores Gliais de uma mesma origem histologica podem apresentar perfis

transcricionais distintos.

O programa de transformacdo de uma célula segue um padrdo nao
ordenado de aquisicdo de capacidades tumorais, que se manifestam por
meio de alteracBes transcricionais em diferentes rotas ou em diferentes

intensidades entre as classes de tumores avaliadas.

As diferencas transcricionais entre os grupos podem ser observadas em
nivel de processos biologicos, nos quais cada um dos grupos apresentou

diferentes niveis de alteracéo.
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PERSPECTIVAS

Visto que as alteracgdes fisioldgicas de células tumorais ocorrem de maneira
desigual em tumores de uma mesma origem histoldgica, sdo necessarios estudos
que explorem estas alteragcbes de uma maneira realmente quantitativa. O
tratamento de neoplasias € um grande desafio a ciéncia, a complexidade de
fatores que envolvem este processo requer esfor¢cos de estudos exploratorios que
venham a reconstituir os padrdes de alteracdo destas células de maneira a
elencar uma série de alvos, a fim de conduzir um namero maior de células a
morte, utilizando-se da combinacdo de terapias direcionadas a estes alvos. A
combinacado de terapias deve ser feita de maneira ortogonal (LUO et al. 2010),
onde cada uma agiria como um filtro, reduzindo a populacéo de células do tumor
em cada um destes filtros. Tumores gliais requerem uma atencéo especial por
parte destes estudos, considerando as possiveis consequéncias de danos ao
tecido nervoso. Este trabalho seguira na avaliacdo de transformacgfes ocorridas
em algumas rotas bioquimicas elencadas como possiveis alvos de terapias
antitumorais, em espécimes tumorais de pacientes submetidos a resseccdo de

gliomas.
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