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RESUMO

Tahira, A. C. Analise da expressdo de RNAs ndo codificadores em adenocarcinoma de
pancreas. 2013. 207p. Tese de Doutorado — Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

RNAs ndo codificadores longos (IncRNAs) compdem uma fracdo significativa do
transcriptoma. Alteracfes na expressdo de INCRNAs ja foram observadas em varios canceres
humanos, mas ainda ndo foram exploradas no adenocarcinoma pancreéatico ductal (PDAC),
uma doenca devastadora e agressiva para a qual faltam métodos para diagnostico precoce e
tratamentos efetivos. Utilizando uma plataforma de microarranjo de cDNA com sondas para
984 IncRNAs e 2371 mRNAs, o presente estudo identificou conjuntos de INCRNAS expressos
em 38 amostras clinicas pancreaticas. O enriquecimento de (i) elementos regulatorios
associados as regides promotoras (H3K4me3); (ii) possiveis inicios de transcricdo (CAGE-
tags); (iii) presenca de elementos conservados sugere que ao menos uma fracdo desses RNAs
seja originada a partir de unidades transcricionais independentes, reguladas e possivelmente
funcionais. Foram identificadas assinaturas de expressdo génica compostas por mRNA e
InNcRNAs associadas ao tumor primario e a metastase pancreatica. A assinatura glenica
associada a metastase apresentou enriquecimento RNAs intrdnicos de loci génicos associados
a via MAPK quinase. O aumento de expressao dos transcritos intrénicos dos loci PPP3CB,
MAP3K14 e DAPK1 foi confirmado por qPCR em metéstases. Em conjunto, este trabalho
aponta para a importancia de IncRNAs intrénicos no PDAC e para a necessidade de estudos
mais aprofundados para uma melhor compreensdo do papel dessa classe de transcritos na

biologia da doenca.

Palavras-chave: RNAs ndo codificadores longos, adenocarcinoma pancreatico ductal,

expressao génica e microarranjos de cDNA.



ABSTRACT

Tahira, A. C. Expression analysis of long noncoding RNAs in pancreatic adecarcinoma.
2013. 207p. PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Séo Paulo, Séo Paulo.

Long noncoding RNAs (IncRNAs) compose a significant fraction of transcriptome.
Altered expression of INCRNAs has been observed in diverse human cancers, but has not
being investigated in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), a devastating and aggressive
disease that lack early diagnosis methods and effective treatments. Using a cDNA microarray
platform with probes interrogating 984 IncRNAs and 2371 mRNA, the present study
identified subsets of INCRNAs expressed in 38 pancreatic clinical samples. Enrichment of (i)
regulatory elements associated to promoter region (H3K4me3); (ii) putative transcription start
site (CAGEtags) and (iii) conserved elements, suggest that at least a fraction of these RNAs
could be independent transcriptional unit, regulated, an possibly functional. Gene expression
signatures comprised of mMRNAs and IncRNAs and associated to primary or metastatic tumors
were found. A gene signature associated to metastasis was enriched in intronic NCRNAS
mapping to gene loci associated to the MAPK pathway. Over expression of intronic RNAs
from PPP3CB, MAP3K14 and DAPK1 was confirmed by gPCR in metastatic samples. Taken
together, this study points to the importance of intronic INcCRNAs in PDAC and for the need to
study this class of ncRNAs in greater detail to better understand its role in the biology of

PDAC.

Keywords: long noncoding RNAs, pancreatic ductal adenocarcinoma, gene expression and

cDNA microarray.
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1 Introducao

1.1 O cancer de pancreas

O adenocarcinoma pancreatico ductal (PDAC) é o tipo mais comum de neoplasia
pancreatica representando mais de 85% dos casos de cancer de pancreas (Hezel et al. 2006).
O PDAC é uma doenca devastadora que apresenta mau prognoéstico (Yokoyama et al. 2009) e
sua agressividade esta associada a falta de um diagndstico precoce e a resposta limitada aos
tratamentos disponiveis, contribuindo para alta taxa de mortalidade (Gironella et al. 2007).
Apesar pacientes gue se submeteram a ressec¢do cirurgica terem uma taxa de sobrevida de 5
anos de 20%, a maioria dos pacientes ndo é candidato a cirurgia, pois a doenca é
diagnosticada em estagios avancados e, na maior parte dos casos, ja sofreu metastase (Greer
et al. 2007). Desta forma, apenas uma pequena parte dos pacientes (15-20%) é indicada para
este procedimento (Siegel et al. 2011). Da parcela que € indicada para reseccao cirdrgica,
apenas 20% possuem taxa de sobrevida de 5 anos, resultando em uma taxa de sobrevida de 5
anos total de 3-5% (Hezel et al. 2006). Além da dificuldade em realizar um diagndstico
precoce, a agressividade do adenocarcinoma pancreatico esta intimamente associada a
resposta limitada aos tratamentos disponiveis (Yokoyama et al. 2009). Mesmo com
combinacgOes altamente toxicas de quimioterapicos, a sobrevida média do paciente € menor do
que um ano (Conroy et al. 2011). Muitas drogas ja testados mostraram bons resultados em
ensaios in vitro com linhagens celulares pancreaticas e in vivo com animais. Entretanto, até o
momento nenhuma das drogas testadas em ensaios clinicos resultou em beneficio para
pacientes com cancer de pancreas (Paez-Ribes et al. 2009; Kindler et al. 2010; Conroy et al.

2011; Kindler et al. 2012). Por exemplo, o estudo conduzido por Moore e colaboradores
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mostrou apenas um discreto aumento na taxa de sobrevida com o uso de erlotinib® com
gemcitabine?, sendo de 5,91 meses (gemcitabine e placebo) para 6,24 meses (erlotinib e
gemcitabine) em pacientes com cancer de pancreas avancado (Moore et al. 2007). Mais
recentemente, o estudo conduzido por Kindler e colaboradores, 0 uso de sorafenib® em
combinagcdo com gemcitabine em pacientes com cancer de pancreas avangado ndo trouxe

beneficios clinicos para os pacientes (Kindler et al. 2012).

1.1.1 Lesdes precursoras no adenocarcinoma pancreatico.

Ap0s duas décadas de estudos moleculares associados ao adenocarcinoma pancreatico,
acredita-se que esta seja uma doenca genética e progressiva e muitas das mutacdes sdo
recorrentemente encontradas em cancer de pancreas (Maitra and Hruban 2008). Em um
estudo conduzido por Jones e colaboradores mostrou a presenca de 63 alteragdes genéticas
recorrentes no PDAC, na maioria mutacbes pontuais, que afetam 12 vias de sinalizacdo
celular principais, onde cada via estava alterada numa taxa entre 67 a 100% nos 24 tumores
pancreaaticos em estagios avancados analisados (Jones et al. 2008). Além disso, muitas das
mutacdes encontradas no cancer de pancreas sdo encontradas na lesdes pré-malignas (Singh
and Maitra 2007). As lesdes precursoras que podem dar origem ao PDAC sdo conhecidas
como PanIN* (neoplasia intraepitelial pancreética), IPMNs (neoplasia intraductal mucinosa

papilifera) e MCNs (cistoadenocarcinoma mucinoso) (Figura 1).

! Erlotinib: inibidor de tirosina quinase que age no receptor de fator de crescimento
epidérmico tipo 1 (EGFR/HERL).

2 Gemcitabine: analogo de nucleosideo, no qual o 4&tomo de hidrogénio localizado no 2'C da
deoxicitidina é substituido por atomos de fldor.

% Sorafenib: pequena molécula inibidora de diversas tirosinas e Raf quinases (B-raf, VEGFR2
e PDGFR-beta).

* PanINs: representa lesdes precursoras de pequeno calibre (<5 mm) originadas do ducto
pancretico (Hruban et al. 2000)
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Figura 1: Lesdes pancreaticas precursoras e eventos genéticos envolvidos na progressao
do PDAC. A figura acima representa as 3 lesdes precursoras do PDAC: PanIN, MCN e
IPMN. A progressdo da lesdo PanIN esta mostrada a esquerda, o0 aumento do grau que varia
de 1 a 3 reflete no aumento de atipia celular e, eventualmente leva & formagéo de PDAC. Ao
lado direito esta representada a progressdo potencial das lesdes MCNs e IPMNs para a
formacdo de PDAC. As alteracBes genéticas mostradas acima ocorrem em lesdes PanlIN, e
numa menor extensdao em MCNs e IPMNs, em uma aparente sequéncia temporal de eventos,
embora essas alteracGes ndo terem sido correlacionadas com aquisicdo especifica referentes as
caracteristicas histopatoldgicas. Os varios eventos genéticos estdo listados e divididos entre,
predominantemente, aqueles que ocorrem em estagios iniciais e tardios da progressdo do
PDAC. Os asteriscos representam eventos que nao sao comuns a todas as lesbes precursoras
(o encurtamento dos telémeros e perda de BRAC2 séo relatados em PanIN e perda de LKB1é
documentada em subconjuntos de PDAC e IPMNSs). Figura retirada de Hezel (Hezel et al.
2006).

Apesar do adenocarcinoma poder se originar de qualquer uma das les6es pré-malignas
acima, a mais comumente encontrada é a PanIN. A lesdo pré-maligna PanIN é conhecida pela

existéncia de uma progressdao no estagio da lesdo caracterizando pelo aumento de atipia de


http://genesdev.cshlp.org/content/20/10/1218/F2.expansion.html
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células do ducto, denominadas PanIN-1, PanIN-2 e PanIN-3 (lacobuzio-Donahue 2012). O
encurtamento dos telémeros em comparacao tecido normal é encontrado em todos os estagios
das lesdes pré-malignas PanIN (van Heek et al. 2002). A mutacdo no gene KRAS2°, o qual
resulta na ativagdo constitutiva da atividade GTPase intrinseca da proteina, independente da
transducdo de sinal intra ou extracelular (Schubbert et al. 2007), ja é detectada em lesGes
precursoras PanIN-1A (Moskaluk et al. 1997). As lesbes PanIN-2 apresentam a perda de
funcdo de CDKN2A®, que é vista em quase 90% dos casos de adenocarcinoma pancreatico.
Esta perda pode ocorrer através de varios mecanismos como delecdo homozigética (40%),
mutacdo intragénica com perda do segundo alelo (40%) ou diminuicdo da expressao por
silenciamento epigenético por meio da metilacdo da regido promotora (10-15%) (Caldas et al.
1994; Schutte et al. 1997; Ueki et al. 2000). Observa-se com frequéncia a inativacéo de p53’ e
SMAD4® em lesbes de PanIN-3, a qual est4 presente em 50-75% e 55% dos canceres de
pancreas, respectivamente (Redston et al. 1994; Hahn et al. 1996). A inativacdo de TP53
ocorre quase sempre pela mutacdo intragénica, que leva a perda do segundo alelo (Vogelstein
et al. 2000). J& a perda de SMAD4 pode ocorrer de duas principais maneiras; por delecdo
homozigo6tica (30%) ou por mutacdo intragénica com perda do segundo alelo (25%) (Hahn et

al. 1996).

> KRAS2: gene que faz parte da familia RAS que se liga & proteina GTP, a qual medeia
diversos processos celulares incluindo proliferacdo, sobrevivéncia e remodelamento do
citoesqueleto.

® CDKN2A: também conhecido com p16 e INK4A, este gene faz parte da familia de CDK
(ciclinas dependentes de quinase) e possui 0 papel de controlar a progressdo do ciclo celular
atraves do ponto de parada G1-S mediada por CDK4 e CDK®6 (Kim and Sharpless 2006)

’ p53: gene localizado no cromossomo 17, sendo um regulador importante para varios
diversos processos celulares, incluindo regulador de ponto de checagem G1-S, parada do ciclo
celular G2-M e inducdo de apoptose apos estimulos de stress e dano do DNA (Raycroft et al.
1990)

® SMADA4: regulador importante da via de sinalizacéo de TGF-p responséavel pela fosforilacdo
de fatores de transcricdo Smad 2/3, que depois formam complexos (Smad 4/2/3) que entram
no nucleo para ativar ou reprimir a expressao génica.
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As lesbBes pré-malignas IPMNs sdo neoplasias epiteliais que ocorrem no ducto
pancreatico principal ou em suas ramificacbes (Belyaev et al. 2008). Em geral, este tipo de
lesdo afeta mais homens do que mulheres em uma taxa de (3:2) e € frequentemente
encontrada na cabeca do 6rgdo pancreatico(Salvia et al. 2004). Um terco das lesdes deste tipo
estdo associadas ao carcinoma invasivo (Matthaei et al. 2011). A importancia clinica de
detectar este tipo de lesdo em estagios iniciais foi demonstrada por estudos, 0s quais
mostraram que pacientes que apresentavam IPMNs ndo invasivas e foram submetidos a
reseccdo cirdrgica apresentaram taxa de sobrevida de 5 anos acima de 90%, enquanto
pacientes que apresentavam IPMNs invasivo apresentavam aproximadamente 50% de taxa de
sobrevida de 5 anos (Salvia et al. 2004; Sohn et al. 2004). Na revisdo publicada por
Sugiyama e colaboradores (Sugiyama et al. 2008), a taxa de sobrevida de 5 anos de pacientes
com lesBGes benignas chegavam préximo aos 100%, enquanto que para aqueles que
apresentavam les6es malignas a taxa variava entre 24-74% (média de 60%). Estudo publicado
recentemente por Yamaguchi e colaboradores (Yamaguchi et al. 2011) mostrou que PDAC
originados de lesbes IPMN sdo menos agressivos que 0s adenocarcinomas pancreaticos
ductais ordinarios, enquanto o primeiro apresenta uma taxa de sobrevida em torno de 47
meses. Os sintomas apresentados por esse tipo de lesdo pancreatica sao muito comuns e
inespecificos (dor abdominais e nas costas, anorexia, perda de peso e recorrente episédios de
pancreatite), representando uma grande dificuldade de diagnostico precoce na auséncia de

biomarcadores confidveis (Matthaei et al. 2011).

Similar as lesdes IPMNs, aproximadamente, um ter¢co das lesGes MCNs estdo
associadas ao adenocarcinoma invasivo do tipo ductal (Crippa et al. 2010). Este tipo de leséo
pancreatica é a mais rara dentre as trés apresentadas e afeta muito mais mulheres do que
homens numa taxa de 20:1. As alteracbes moleculares sdo muito parecidas com as

apresentadas por PanlIN, logo, a ativacdo do gene KRAS é observada mesmo em displasia de
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baixo grau, enquanto mutagcdes em TP53 e SMAD4 sdo encontradas em displasias mais
avancadas (Jimenez et al. 1999; lacobuzio-Donahue et al. 2000). Além disso, a expressao
MUC5A e MUC estdo associadas com caracteristicas ndo invasivas de MCNSs, enquanto que a

expressao de MUCL esté associada a propriedades invasivas (Luttges et al. 2002).

Uma das caracteristicas do cancer de pancreas é sua disseminacdo sistematica e
extraordinaria progressao local (DiMagno et al. 1999). O trabalho publicado recentemente por
Rhim e colaboradores (Rhim et al. 2012), identificou que a invasao de células pancreaticas em
outros orgaos (ex. figado) ocorre em estagios que se acredita serem ainda pré-invasivos. Este
estudo sugere gque a invasdo de outros 6rgdos ocorra antes, ou em paralelo a formacdo do
tumor no sitio primario. Esta evidéncia ainda € suportada pelo fato de que 75% de pacientes
submetidos a reseccdo cirdrgica de pequenos tumores pancreaticos com margens livres e
nenhuma evidéncia de metéstase acabam morrendo de metastase pancreatica dentro de 5 anos
(Neoptolemos et al. 2004). Neste mesmo trabalho foi visto que a presenca de inflamacéo
promove a transicdo epilélio-mesenquimal e disseminacdo por dois mecanismos distintos:
mudancas do microambiente no sitio primario e maior acesso a circulacdo sanguinea da célula

(Rhim et al. 2012).

A inflamacdo estd comumente associada com iniciacdo do tumor e progressao
(Grivennikov et al. 2010) e foi visto no trabalho de Guerra e colaboradores (Kreutzer et al.
2010) que quando o oncogene Kras (G12V) foi especificamente expresso em camundongos
adultos, nenhuma transformacdo maligna (ou pré-maligna) ocorreu, entretanto apds o
estimulo inflamatorio, houve a formacdo de cancer pancreatico em camundongos Kras
mutantes adultos (Guerra et al. 2007). Este trabalho suporta a ideia de que a inflamacéo
cronica do estroma é, possivelmente, um evento adicional que ativa e perpetua a

transformacé@o maligna do adenocarcinoma pancreatico (Erkan et al. 2012). Além disso, ja foi
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visto que tumores pancredticos mucinosos sdo comumente associados a uma pequena
presenca de células estromais ao redor do tumor, o que também €é acompanhado por um
fendtipo menos agressivo quando comparado aos tumores com uma alta presencga de células
estromais (Kimura et al. 1998). Estas evidéncias levam a crer que a presenca de células

estromais possui uma contribuicao ativa no processo de carcinogénese (Kong et al. 2012).

1.1.2 Pancreatite cronica e o PDAC.

A pancreatite crénica é resultado do processo inflmatério no péancreas, sendo uma
doenca debilitante que causa dores abdominais e mudancas morfoldgicas e funcionais no
pancreas, juntamente, com uma queda na qualidade de vida do paciente (Yin et al. 2012). Os
principais fatores associados ao aparecimento desta doenca sdo o consumo de cigarro e alcool
(Talamini et al. 1999; Lowenfels et al. 2001). Ja foi mostrado que pacientes que apresentam
pancreatite cronica possuem maior risco de desenvolver adenocarcinoma pancreético (Yin et
al. 2012). Além disso, pessoas que possuem pancreatite autoimune, uma doenca genética
autossdmica dominante, também apresentam maior risco de desenvolver cancer de pancreas
(Lowenfels et al. 1997). Uma das explicacGes para isto é o processo inflamatério causado pela
doenca, e a sua reincidéncia é um fator indireto para 0 aumento do risco do desenvolvimento
de PDAC (Whitcomb 2004; Dite et al. 2012). O processo inflamatorio contribui para o
aparecimento do cancer de pancreas, pois vem acompanhado de uma reacdo demosplésica
caracterizada pelo aumento de componentes estromais e ativacdo de PaSCs (Pancreatic
Stellate Cells), as quais séo responsaveis pela a deposicdo de ECM (Extra cellular matrix)
(Feig et al. 2012). Suspeita-se que 0 acumulo dessa matriz comprime as veias sanguineas,
diminuindo o acesso de drogas antitumorais as células neoplasicas (Feig et al. 2012), uma vez
que ja foi visto em camundongos que o cancer de pancreas € hipovascularizado (Olive et al.

2009). Este processo inflamatdrio encontrado em pacientes com adenocarcinoma pancreatico
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é muito parecido com o visto em pacientes com pancreatite cronica (Mahadevan and Von
Hoff 2007). Desta forma, alguns estudos de expressdo génica relacionados ao
adenocarcinoma pancredtico utilizam amostras de pancreatite crénica para identificar quais
seriam genes relacionados a presenca de células estromais (Logsdon et al. 2003; Bloomston et
al. 2007). Uma alternativa para atenuar a influéncia das células estromais em estudos de
biomarcadores, muitos grupos utilizam a microdissecgdo a laser nas amostras de pacientes,
enriquecendo-as com células tumorais ou ndo tumorais (Crnogorac-Jurcevic et al. 2003;
Grutzmann et al. 2004; Grutzmann et al. 2005; Badea et al. 2008; Lopez-Casas and Lopez-

Fernandez 2010).

1.1.3 Marcadores moleculares no PDAC

Apesar de 0 adenocarcinoma pancreatico ser caracterizado como uma doenca genética
progressiva como descrito por Campbell e colaboradores (Campbell et al. 2010) e Yachida e
colaboradores (Yachida et al. 2010), o uso de marcadores moleculares ou novos alvos
terapéuticos ainda é muito escasso. O trabalho de Yachida e colaboradores apresenta a teoria
de que a metastase ocorre em estagios tardios, demorando mais de uma década entre o
aparecimento da primeira célula tumoral até o aparecimento de metéstase, sugerindo que ha
uma grande janela de oportunidade para o diagnostico precoce do adenocarcinoma
pancreatico (Yachida et al. 2010). Entretanto, a falta de sintomas nos pacientes que possuem
lesGes pré-malignas e a localizacdo anotdémica do pancreas dificultam a deteccdo precoce da
doenca (Mohammed et al. 2012). Apesar de ja serem conhecidas diversas alteragdes genéticas
associadas ao PDAC, ainda ndo existem, de fato, biomarcadores confiaveis para o
diagnostico precoce e prognostico da doenca (Fong and Winter 2012; Winter et al. 2012). O

marcador mais comumente utilizado para indicar progressao e recorréncia da doenca é o
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CA19-9? sorolégico (Pleskow et al. 1989). Apesar do aumento do nivel de CA19-9 ser (til em
diferenciar entre adenocarcinomas pancreaticos e condi¢fes inflamatérias do pancreas, a
sensibilidade (70-80%) e especificidade (68%-91%) apresentadas n&o sdo consideradas
suficientes (Passerini et al. 2012). Outros tipos de biomarcadores ja foram investigados no
soro como CA125 e CEA para detectar adenocarcinoma pancreatico, entretanto, foram menos
informativos que o CA 19-9 (Winter et al. 2012). Esforcos para identificar novos
biomarcadores tém sido realizados como o trabalho de Harsha e colaboradores que montou
um catalogo com todos os possiveis biomarcadores investigados no adenocarcinoma (Harsha
et al. 2009). Este compedio teve como base varios trabalhos de larga-escala utilizando
microarranjos e outras evidéncias experimentais. Ainda, atualmente, existem bancos de dados
disponiveis sobre o cancer de péncreas como Pancreatic Expression Database
(http://pancreasexpression.org/) e Pancreatic Cancer Database
(http://pancreaticcancerdatabase.org/), os quais possuem trabalhos da literatura baseados em
técnicas de analise em larga-escala referentes ao genoma, transcriptoma e proteémica, além
de outras evidéncias experimentais (QPCR, western/northern blot entre outras abordagens).
Um dos exemplos catalogado no compendio e nesses bancos de dados é a proteina S100A6,
a qual ja& foi associada a baixa taxa de sobrevida de pacientes com adenocarcinoma
pancreatico que apresentavam marcacdo nuclear nas células malignas (Vimalachandran et al.
2005). Este gene também foi apontado como um candidato para biomarcador discriminar
pancreatite cronica e PDAC, entretanto ndo foi capaz de discriminar entre PDAC e IPMN
(Ohuchida et al. 2007). As proteinas TIMP1, MMP9 e MMP11, identificadas como
aumentadas em adenocarcinomas pancreaticos (Harsha et al. 2009) também ja foram

investigadas como biomarcador. Ainda, a proteina S100P, da familia de proteinas ligadoras de

°® CA19-9: carbohydrate antigen 19-9, também conhecido como cancer antigen 19-9 ou
sialylated Lewis (a) antigen, é um carboidrato produzido pelas células epiteliais exdcrinas e
normalmente, absorvida pela superficie dos eritrocitos.

19°'5100A6: $100 calcium binding protein A6.
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calcio, foi mostrada expressa exclusivamente em células cancerosas do pancreas (Dowen et

al. 2005).

Recentemente, o0 estudo de pequenos RNAs ndo codificadores (nCRNAs) com 21-22nt
denominados microRNAs tém chamado a atencdo por estarem envolvidos em diversos
processos biologicos inclusive cancer (Ebert and Sharp 2012; Lages et al. 2012). Varios
estudos realizados identificaram no conjunto mais de 20 miRNAs envolvidos na patologia do
adenocarcinoma pancreatico, apontando os miRNAs como moléculas promissoras para 0
diagnostico e como ferramenta terapéutica no tratamento de adenocarcinoma pancreatico
(Papaconstantinou et al. 2012). Assim, é necessaria uma maior compreensdo das bases
moleculares associadas ao cancer de pancreas de forma a permitir a identificacdo de novos

e/ou mais eficientes marcadores para diagndstico e alvos terapéuticos desta doenca.

1.1.4 Uso de metodologias de larga escala para identificacdo de biomarcadores no PDAC

Metodologias de larga escala baseadas em plataforma de microarranjos para estudar
padrdo de expressdo génica tem sido usadas extensivamente para a busca de genes
diferencialmente expressos em cancer (Virtanen and Woodgett 2008). Esta técnica se baseia
na hibridacdo complementar entre nucleotideos e pode ser aplicada para estudar diversos
genes simuntaneamente (Khan et al. 1999). Desde a publicagcdo de Gress e colaboradores
(Gress et al. 1996), a qual identificou 369 ESTs diferencialmente expressas no
adenocarcinoma pancreatico, o uso de plataformas de microarranjos tem sido aplicado em
varios estudos realcionados ao PDAC (Buchholz et al. 2001; lacobuzio-Donahue et al. 2003;
Grutzmann et al. 2005; Badea et al. 2008; Buchholz et al. 2008; Cao et al. 2008; Stratford et
al. 2010; Sergeant et al. 2012). Além do uso de plataformas de microarranjos, 0 uso de outras
técnicas em larga escala tem sido aplicado para identificar mutages como mostrado no

trabalho pioneiro de Jones e colaboradores (Jones et al. 2008), o qual investigou mutacGes em
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20.735 genes em 24 amostras de pacientes com PDAC. Esta analise apontou para 69 genes
alterados na maioria das 24 amostras, sendo 31 desses agrupados em 12 vias, que estavam
alteradas em 67-100% das amostras analisadas. A fim de verificar se essas mutagoes refletiam
na expressdo aberrante desses genes, foi realizada anélise de transcriptoma utilizando SAGE.
O conjunto de 31 genes mutados possuia um maior enriquecimento de genes diferencialmente
expressos em comparacao aos 3041 genes que foram analisados, mostrando, que essas 12 vias

possam ser importantes para 0 PDAC.

Com o avanco tecnoldgico, atualmente, hd um apelo para o uso de tecnologias de nova
geracdo para o estudo molecular de doencas como o adenocarcinoma pancreatico (Mardis
2012). Estudo publicado por Campbell (Campbell et al. 2010) analisou 13 PDAC, dos quais 3
eram provenientes de tumores primarios e 10 de metastases em multiplos sitios. Neste
trabalho, os rearranjos cromossémicos encontrado em amostras metastaticas foram
comparados com o tumor primario pareado. Foi visto que muitos arranjos cromossémicos
presentes na metastase nao estavam representados nas amostras de tumores primarios,
sugerindo que estes rearranjos cromossémicos possam ser importantes para O Processo
metastatico. Contudo, ao comparar 0s rearranjos presentes nas amostras metastaticas, foi visto
que as 10 amostras analisadas mostravam rearranjos cromossémicos, na maior parte, diferente
entre si. Esta heterogeneidade de mutacOes entre amostras de pacientes pode ser vista no
trabalho pulibado por Yachida e colaboradores (Yachida et al. 2010), onde 7 amostras de
pacientes foram analisadas quanto a taxa de mutag&o (SNPs). Muitas mutages, a qual o autor
denominava fundadora, eram provenientes de genes diferentes entre as amostras de pacientes
e também entre amostras do mesmo paciente, mostrando que além da heterogneidade inter
amostras, ha também uma heterogeneidade na populagédo de células que compdem o tumor do
prérpio paciente. Ainda, no trabalho realizado por Biankin e colaboradores (Biankin et al.

2012), o qual sequenciou o exoma de 99 amostras clinicas de paciente, identificou mutacdes
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em genes que estdo associados a via de axon guidance (ROBO1, ROBO2, SLIT2, SEMA3A,
SEMA3E, SEMA5A, EPHAS e EPHY), apesar do gene ROBO2 apresentar uma taxa de
mutacdo em apenas 5% dos pacientes analisados, a expressdo do mRNA foi capaz de
discernir entre pacientes de bom e mau progndstico. Interessantemente, o estudo publicado
recentemente por Wang e colaboradores (Wang et al. 2012), o qual realizou sequenciamento
do exoma e do transcriptoma de 15 linhagens celulares, também identificou uma grande
heterogeidade entre as mutagdes génicas encontradas nas linhagens celulares, entretanto fez
uma correlagdo com a taxa de mutacgOes indels (insercbes e delecfes) com a presenca ou
auséncia do gene MLH1, o qual é reponsavel pelo reparo deste tipo de mutacdo, sugerindo
que a auséncia deste gene possa estar contribuindo para instabilidade gendmica e o
aparecimento do PDAC. Analises de RNA-seq em CTC (circulationg tumor cells) em
camudongos modelos para adenocarcinoma pancreético apontaram para a expressao do gene
WTN2 e, isto foi confirmado em 5 amostras clinicas de pacientes das 11 analisadas. Apesar do
avanco tecnoldgico, ainda sdo utilizadas plataformas de microarranjos para avaliar genes com
possiveis marcadores no adenocarcinoma pancreatico (Stratford et al. 2010; Sergeant et al.

2012), por apresentarem baixo custo e pouca manipulacdo da amostra (Baginsky et al. 2010).

1.2 A complexidade do genoma humano e RNAs nao codificadores (ncRNAs).

O dogma central da biologia molecular correspondente ao fluxo de informagéo genética
descreveu 0 mMRNA como a molécula intermediaria que levaria a informacédo para a sintese de
proteina proposto por Francis Crick em 1958 (Crick 1958) e revisado em 1970 (Crick 1970).
Pelo fato das proteinas desempenharem papéis cruciais em todos 0s processos celulares,
acreditava-se que a complexidade de organismo estava relacionada com a quantidade de

proteinas, e, portanto, com os genes que a codificavam. Assim, estimativas para o nimero de
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genes codificadores de proteina em humanos chegaram a 35.000 a 140.000 (Board 2000;
Ewing and Green 2000; Liang et al. 2000). Entretanto, com o sequenciamento do genoma
humano em 2001 (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001), foi observado que apenas uma
pequena (1.5 - 2%) do genoma era composta por partes codificadoras de proteinas, e, que
representavam menos de 25.000 genes codificadores de proteina distintos (Consortium 2004).
Comparativamente, este nimero € muito similar ao encontrado em planta Arabidopsis
thaliana (Initiative 2000) e ndo se apresenta muito maior do que em eucariotos inferiores,
Drosophila meloganaster e Caenorhabditis elegans, que apresentam 13.600 (Adams et al.
2000) e 19.000 (Consortium 1998) genes codificadores, respectivamente. Desta forma, fica
claro que a complexidade do organismo ndo deve estar somente correlacionada com o nimero

de genes codificadores de proteina.

Diversas formas de regulacdo como o uso diferencial de isoformas de proteinas (splicing
alternativo), controle transcricional e de traducdo ou modificacdo pds-traducional de proteinas
(Venter et al. 2001; Harrison et al. 2002) contribuem para aumentar a complexidade da
expressao génica dos organismos. Além disso, regides do DNA compostas por RNAS ndo
codificadores (ncCRNAS) representam uma camada de regulacdo, a qual poderia direcionar a
diferenciacdo e desenvolvimento de células e tecidos, por meio de uma série de mecanismos
(imprinting, regulacdo de promotores, splicing alternativo, edicdo de RNA, estabilidade de
MRNA e traducdo de mRNA (Mattick 2003; Mattick 2004). Como uma evidéncia de que
ncRNAs podem contribuir para o ganho de complexidade celular, tecidual e fenotipica, tem
sido notado que organismos mais complexos, como eucariotos superiores, possuem proporgao
de regides ndo codificadoras em relagédo ao tamanho do genoma maior do que organismos

mais simples, como procariotos e eucariotos inferiores (Mattick 2004).
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A primeira evidéncia de que ncRNAs poderiam exercer papel funcional na célula foi
observada com a caracterizacdo do RNA néo codificador longo X1ST*no comeco dos anos 90
(Brown et al. 1991). Atualmente, sabe-se que este INCRNA (RNA n&o codificador longo) €
transcrito a partir do cromossomo X inativo e recruta o complexo repressivo Polycomb 2
(PCR2), o qual realiza a trimetilagdo da lisina 27 da histona 3 (H3K27me3) para silenciar a
transcricdo do locus (Nagano and Fraser 2011). Com a utilizagdo extensiva de anélises em
larga escala do transcriptoma de eucariotos verificou-se que 0s genomas eucariéticos
produzem uma grande variedade de isoformas alternativas de splicing para quase todos 0s
genes codificadores de proteina e ncRNAs,denominados TUFs (transcripts of unknown
function), RNAs antissenso e uma grande quantidade de ncRNAs que compde uma complexa
rede transcricional e que parecem possuir fun¢des bioldgicas importantes (Willingham and
Gingeras 2006). Um trabalho pioneiro desenvolvido por Kapranov e colaboradores procurou
identificar a atividade transcricional dos cromossomos 21 e 22 em 11 linhagens celulares
diferentes utilizando uma plataforma de microarranjos de alta densidade (tilling array). Neste
estudo foi observado que 94% das regides transcritas em pelo menos uma das 11 células
estudadas mapeava fora de regides anotadas como exons de genes conhecidos (Kapranov et
al. 2002). Abordando 0os mesmos cromossomos 21 e 22 e também utilizando tilling arrays,
Kampa e colaboradores identificaram que apenas 31.4% dos nucleotideos transcritos
mapeavam em genes bem anotados, o0 restante possuia evidéncia de transcricdo baseada em
MRNAs ou ESTs (Expressed Sequence Tags) ou ndo possuia qualquer evidéncia de serem
transcritos (Kampa et al. 2004). Ainda, neste mesmo trabalho foi visto que parte dos
nucleotideos transcritos em regides exdnicas produziam transcritos com orientacdo antissenso
ao mRNA codificador de proteina. Transcritos antissenso de genes conhecidos também foram

detectados no cromossomo 22 no trabalho de Rinn e colaboradores (Rinn et al. 2003).

1 XIST (Xi-specific transcripts): transcrito de aproximadamente 17kb, que silencia um dos
cromossomos X.
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Consistente com as observacoes de que regides ndo codificadoras do genoma sao transcritas,
outros trabalhos também apontaram para essas evidéncias utilizando microarranjos (tilling)
que interrogavam regides gendmicas maiores (Bertone et al. 2004; Cheng et al. 2005;
Kapranov et al. 2005; Kapranov et al. 2007), ou utilizando outras técnicas como SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression) (Chen et al. 2002; Saha et al. 2002), ou MPSS
(Massively Parallel Signature Sequencing) (Jongeneel et al. 2005) ou sequenciamento de

bibliotecas de cDNAs em camundongos (Carninci et al. 2005; Katayama et al. 2005).

Apesar da evidéncia de transcricdo pervasiva do genoma, muitos grupos apontaram a
possibilidade de que esses transcritos poderiam representar pré-mRNAs de genes
codificadores de proteinas abundantes (van Bakel et al. 2010), ser produto de transcrigcdo
espuria catalisada pela RNA polimerase Il (Struhl 2007) ou ainda representar introns
processados do pre-mRNA denominados intron lariats (Cheng and Menees 2011). Contudo,
um conjunto extenso de dados tem sido gerado que contrapde a idéia de que a transcri¢ao
pervasiva de ncRNAs constitua um artefato. Além disso, foi observado em diversos trabalhos
que a expressdo de ncRNAs ocorre de uma maneira tecido-especifica (Ravasi et al. 2006;
Nakaya et al. 2007; Cabili et al. 2011), sugerindo que a transcricdo desses RNAs seja
regulada. Um trabalho interrogando 10 cromossomos humanos mostrou que 56% dos RNAS
presentes no citoplasma ndo mapeavam em genes conhecidos, MRNAs ou ESTs (Expressed
Sequence Tags) (Cheng et al. 2005), apontando para a existéncia de novos RNAs nao
codificadores e indicando que esses transcritos possam ser processados. Ainda, estudos da
cromatina nas regides gendmicas que dao origem a esses NCRNAs revelaram assinaturas de
histonas muito similares as regides transcritas de genes codificadores de proteinas ativos
como: trimetilagdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) na regido promotora e trimetilagéo da
lisina 36 da histona 3 (H3K36me3) no corpo do gene (Barski et al. 2007; Mikkelsen et al.

2007; Guttman et al. 2009). Além disso, sitios de ligagdo de fatores de transcri¢do (spl, c-myc
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e p53) ja foram associados a transcritos ndo codificadores, e alguns desses responderam ao
tratamento com acido retindico, mostrando que a transcricdo desses RNAs pode ser regulada
(Cawley et al. 2004). Consistente com as evidéncias acima, o trabalho de Khalil e
colaboradores (Khalil et al. 2009) identificou muitos IncRNAs ligados com Polycomb e
outros complexos remodeladores da cromatina, sugerindo que esses RNAs possam de fato

exercer papel importante em processos biologicos.

Tem sido convencional categorizar os ncRNAs em funcdo do seu tamanho: RNAs longos
(IncRNAs) possuindo tamanho maior do que 200 nucleotideos e RNAs curtos, menores que
200 nucleotideos (Clark and Mattick 2011), sendo este um critério arbitrario. Os NncRNAs
curtos mais conhecidos sdo: miRNA (microRNA)'?, small nuclear RNAs (SnRNAs)™, small
nucleolar RNAs (snoRNAs)Y, piwiRNA™. Outros ncRNAs curtos menos conhecidos so:
RNAs iniciadores de transcricdo (tiRNA), associados a regido promotora (PASR) entre outros
(Forrest et al. 2009). Os RNAs iniciadores de transcri¢do (tiRNAs) possuem em geral 18 nt e
sdo transcritos pela RNA pol Il. Estes RNAs podem ser subproduto da transcri¢do. Entretanto,
acredita-se que tiRNAs sejam eventualmente formados quando a RNA pol Il é forcada a
recuar depois de se chocar com o primeiro nucleossomo do inicio de transcri¢do (Taft et al.
2009). RNAs associados aos promotores PARS (promoter-associated short RNA), sdo

pequenos RNAs que parecem correlacionar com nivel de expressdo do codificador de

2 miRNA: tipicamente gerados pela RNA pol 11 em unidades transcricionais independentes
processados pela Drosha e Dicer, formando transcrito de aproximadamente 22nt para atuar
como reguladores pds-transcricionais. Podem ser produzidos independente de Drosha a partir
de introns pequenos, sendo produtos do processo de splicing.

¥ snRNAs: classe de RNAs curtos (~150 nt) encontrados dentro do nlcleo de células
eucarioticas, possuindo como principal fungdo o processamento de pré-mRNAs no nucleo.

1 snoRNAs: classe de pequenos RNAs tipicamente envolvidos no processamento de pré-
rRNAs. A sua principal fungdo se baseia na modificagdo quimica de nucleotideos pela
pseudouridilgdo (H/ACA box snoRNAs) ou metilacdo de bases especificas (C/D box
SnORNAS).

> piwiRNASs(piwi-interacting RNAs): pequenos RNAs regulatérios (26 a 30 nt) conhecidos
por interagirem com proteinas Ago da subfamilia PIWI e atuam dirigindo o silenciamento de
expressao de retrotransposons.
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proteina. Por exemplo, o aumento da expressdo de PASR relacionado ao c-myc diminuiu a

expressao do respectivo codificador (Fejes-Toth et al. 2009).

A classe de IncRNAs inclui RNAs longos que possuem baixo ou nenhum potencial
codificador e que podem mapear em regides intra ou intergénicas. Os INCRNAs intragénicos
podem ser representados por: transcritos antissenso, 0s quais sdo transcritos na fita oposta dos
genes codificadores de proteina (Faghihi and Wahlestedt 2009; Wright and Bruford 2011),
transcritos intrénicos, 0s quais possuem mesma orientacdo do codificador de proteina, mas se
localizam apenas na regido intrénica do locus (Louro et al. 2007; Wright and Bruford 2011),
transcritos divergentes, os quais sdo transcritos de a partir do promotor do codificador de
proteina na direcdo oposta (Rinn and Chang 2012). E possivel encontrar isoformas
alternativas de splicing que ndo codificam proteinas (Hashimoto et al. 2009; Chen et al. 2011)
e também mRNAs que possuem papéis regulatorios que ndo traduzem para proteina
(Candeias et al. 2008). Ja os RNAs longos intergénicos (lincRNAs) sdo unidades
transcricionais fisicamente separadas dos loci codificadores de proteina, definidas como
localizando-se a no minimo 5kb de um gene conhecido (Guttman et al. 2009; Wright and

Bruford 2011; Rinn and Chang 2012).

Muitos ncRNAs apresentam estrutura parecida com os RNAs codificadores de proteinas
como CAP 5’ e cauda poli(A)+, sendo denominados MRNA-like ncRNAs (Erdmann et al.
2001; Numata et al. 2003), a presenca desses elementos pds-transcricionais € mais um indicio
de que esses NcRNAs ndo sdo ruido transcricional (Kavanaugh and Dietrich 2009).
Entretanto, um trabalho recente mostrou que uma porcdo significante de ncRNAs do

transcriptoma humano néo é poliadenilada (Kapranov et al. 2010).

Diante de evidéncias de que o genoma é altamente transcrito e 0 DNA ndo funcional

pode ser transcrito para gerar RNAs que parecem exercer funcdes celulares importantes
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(Baker 2011), cientistas se juntaram para compor o projeto denominado ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) (Birney et al. 2007), o qual buscava caracterizar elementos
funcionais na sequéncia de DNA do genoma humano. Ao término de uma etapa piloto do
projeto que caracterizou 1% do genoma humano, estimou-se que pelo menos 90% do DNA
humano seja transcrito. Ao témino do projeto ENCODE observou-se que esta taxa era de 75%
(Consortium et al. 2012) e deu origem a uma iniciativa paralela, 0 GENCODE, focada na

anotacdo de genes codificadores de proteinas e ncRNAs (Harrow et al. 2012).

1.3 LncRNAs e cancer

Alteracdes na expressao de INcRNAs tem sido documentada em varios tipos diferentes de
canceres humanos (Huarte and Rinn 2010; Gibb et al. 2011; Prensner and Chinnaiyan 2011).
A expresséo aberrante de T-UCRs (transcribed ultraconserved regions)™® ja foi identificada em
leucemias e foi observado que alguns desses podem ser regulados por miRNAs. Além disso,
foi observado que a expressdo de T-UCRs encontra-se aumentada em neuroblastomas mais
agressivos (Mestdagh et al. 2010). No estudo de Perez e colaboradores foi identificada a
expressao aberrante de IncRNAs (>400 nt) em amostras de tumores de mama e ovario quando
comparados ao tecido normal (Perez et al. 2008). Analises de 272 bibliotecas de SAGE
identificou conjuntos de IncRNAs diferencialmente expressos (fold change > 2) em

carcinomas de cérebro, mama e pulmao, respectivamente (Gibb et al. 2011).

8 T_UCRs (transcribed ultraconserved regions): RNAs longos de no minimo 200bp,
transcritos a partir de regides intragénicas que, aparentemente, ndo possuem potencial
codificador, e precisam apresentar 100% de conservacgédo entre humanos, camundongos e ratos
(Bejerano et al. 2004; Calin et al. 2007).
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Entre os poucos IncRNAs j& bem caracterizados, MALAT-1" foi associado com
metastase e mau prognostico de pacientes com cancer de pulméo de células ndo pequenas (Ji
et al. 2003). Ainda, este IncRNA pode interagir com PSF (polypirimidine tract-binding
protein-associated splicing factor) para induzir a expressdo do proto-oncogene GAGE6 em
humanos (melanoma) e camundongos (Li et al. 2009). Foi observado que o IncRNA
HOTAIR® possui potencial preditor em relacdo & metastase e sobrevida em 5 anos em
pacientes com cancer de mama; pacientes que apresentam maiores niveis de HOTAIR
apresentaram pior prognoéstico em relacdo a metéstase e sobrevida (Gupta et al. 2010).
Recentemente, HOTAIR também foi identificado como aumentado em amostras clinicas de
pacientes com cancer de pancreas em relacdo as amostras ndo tumorais, onde pacientes com
expressao elevada deste transcrito apresentavam menor taxa de sobrevida em 5 anos (Kim et
al. 2012). Este mesmo trabalho demonstrou que o silenciamento de HOTAIR em células
tumorais de pancreas (PANC-1 e L3.6pL) diminuiu a proliferagdo celular, alterou a
progressao do ciclo celular e induziu a apoptose. Estudos independentes tém mostrado que a
super-expressdo do INcRNA ANRIL™ em cancer de préstata promoveu o silenciamento de
INK4n/ARF/INK4a, e p15/CDKN2B (Yu et al. 2008; Yap et al. 2010). O lincRNA PCAT-1 foi
identificado como aumentado em amostras tumorais de préstata (primario e metastase)

comparada as amostras benignas (préstata e ndo préstata), o silenciamento deste transcrito

" MALAT-1 (Metastasis-associated Lung Adenocarcinoma Transcript-1- non-protein coding)
localizado no cromossomo 11913 e possui 8.7 kb. Este IncRNA também pode ser clivado em
um RNA menor denominado masc (MALAT1-associated small cyotplasmatic RNA) que é
exportado para o citoplasma (Wilusz et al. 2008). Este transcrito também ja foi descrito como
importante para manter a estrutura dos speckles e regular fatores de splicing (Tripathi et al.
2010).

¥ HOTAIR: RNA n#o codificador longo de 2.2kb que é expresso a partir do locus HOXC atua
em genes do locus HOXD por recrutar o complexo PCR2 para inserir as marcas de cromatina
H3K27me3 reprimindo a expresséo (Rinn et al. 2007).

19 ANRIL: transcrito antissenso de tamanho 2.2kb. Este transcrito controla a expressdo do
locus génico INK4/ARF, composto por genes supressores de tumor (INK4n/ARF/INK4a,
pl6/CDKN2A e p15/CDKN2B) por meio da interacdo com CXB7 (componente do complexo
repressivo polycomb 1, PRC1) estabelecendo marcas epigenéticas de repressao (H3K27me3)
(Yap et al. 2010).
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diminui a proliferacdo celular e parece ser regulado por EZH2 (proteina do complexo

polycomb PCR2) (Prensner et al. 2011).

Alguns IncRNAs tem sido investigados como marcadores de diagnostico de cancer. Um
exemplo é PCA3, que pode ser identificado na urina de pacientes de cancer de proéstata, e
apresenta uma maior especificidade e sensibilidade do que o marcadores mais usuais como 0
PSA (prostate-specific antigen) (Tinzl et al. 2004). O IncRNA HULC ¢ altamente expresso
em pacientes com hepatocarcinoma e pode ser detectado no sangue por métodos de PCR
convencional (Panzitt et al. 2007). Como mostrado na secdo 1.1, os miRNAs ja foram
identificados com expressdo alterado em PDAC, e se apresentam promissores para 0 Seu uso
no diagndstico da doenca (Hamada and Shimosegawa 2011; Steele et al. 2011). Entretanto,
ainda falta informacdo na literatura abordando a expressdo de IncRNAs no adenocarcinoma
pancreatico. Apenas, recentemente, o INcRNA HOTAIR foi correlacionado a esse tipo de
cancer (Kim et al. 2012), e no trabalho realizado por Ting e colaboradores, foi observada a
superexpressdo de RNAs satélites (HSATII) de tamanho de 100 a 500 nt em pacientes com
PDAC (Ting et al. 2011). Interessantemente, a deteccdo de HSATII por hibridacéo in situ de
RNA foi capaz de confirmar o diagnéstico de PDAC em biopsias tumorais, incluindo casos
em que a histopatologia nédo tinha sido identificada (Ting et al. 2011). Desta forma, fica claro
que os IncRNAs séo transcritos funcionais e podem desempenhar papel importante no
processo de tumorigénese e possuem potencial para serem utilizados como marcadores

moleculares para a detec¢do de tumores humanos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Investigar a expressdo de RNAs longos ndo codificadores originados de regides
intrénicas e intergénicas do genoma em amostras de tecido pancreatico humano com

diferentes graus de malignidade

2.2 Objetivos especificos

e Gerar perfis de expressdo génica a partir de amostras clinicas de adenocarcinoma de
pancreas, metastases de tumores pancreaticos, pancreatite cronica e tecido pancreéatico
ndo-tumoral utilizando microarranjos de cDNA contendo sondas para INCRNAs e mMRNAS
codificadores de proteinas;

e Identificar INcRNAs e mMRNAs com expressao diferencial em adenocarcinomas primarios
e metastases de tumores de pancreas;

e ldentificar vias moleculares ou processos biolégicos com expressdo alterada no
adenocarcinoma pancreatico primario e em metastases;

e Caracterizar in silico propriedades globais dos IncRNAs detectados em tecidos
pancreaticos: expressdo em outros tecidos, tamanho do transcrito, potencial codificador e
potencial precursor de pequenos RNAS;

e Investigar a presenca na sequencia gendmica de possiveis regiGes regulatérias de
INCRNAS expressos em tecidos pancreaticos;

e Validar e caracterizar INCRNAs que compdem a assinatura de expressdo associada a

metéstase pancreatica utlizando qPCR.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Coleta e armazenamento de amostras

As amostras tumorais de tecidos pancreaticos foram coletadas de pacientes diagnosticados
com cancer de pancreas e submetidos a resseccao cirurgica do tumor no Hospital das Clinicas,
Faculdade de Medicina — USP (FMUSP) pelo grupo do Prof. Dr. Marcel C. C. Machado.
Inicialmente, todas as amostras utilizadas neste estudo foram obtidas com consentimento dos
pacientes e aprovacdo do Comité de Etica do Hospital das Clinicas — FMUSP para a

utilizagdo neste estudo.

As amostras foram congeladas entre 5 e 10 min ap0s a ressec¢do, sendo conservadas em
nitrogénio liquido no banco de tecidos frescos. As amostras tumorais foram submetidas a
macro-dissecacdo, ainda mantidas congeladas, para remover o tecido ndo tumoral adjacente.
O projeto inicial era composto por 39 amostras tumorais, incluindo tecidos pancreéticos de
tumores primarios e tecidos metastaticos (bidpsias de outros 6rgdos), dezessete amostras de
tecidos adjacentes ao tumor e 12 pancreatites crénicas. Os pacientes que possuiam pancreatite
cronica foram operados no mesmo hospital, pelo mesmo grupo, seguindo as recomendagdes
apresentadas anteriormente. Quarenta amostras resultaram em RNA de boa qualidade e foram
utilizadas nos experimentos de expressao génica. Os dados clinicos e anatomopatoldgicos das
amostras analisadas sdo apresentados na Tabela 1. Posteriormente aos experimentos, duas
amostras (215T e 10N) foram re-anotadas como sendo adenocarcinomas de via biliar e tecido

ndo-neoplasico adjacente, sendo entdo removidas das analises.
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Tabela 1: Dados clinicos dos 38 pacientes que tiveram suas amostras analisadas

N° do Paciente Sexo Idade Obito Tipo Histoldgico Sitio metastatico

1 F 51 2 Normal -

2 F 51 0 Normal -

3 ND ND ND Normal -

4 M 63 Normal -

5 F 72 2 Normal -

6 F ND ND Normal -

7 M ND ND Normal -

8 M ND ND Normal -

9 ND ND ND Normal -
101 M 35 ND Pancreatite Cronica -
102 M 50 ND Pancreatite Cronica -
103 M 62 ND Pancreatite Crdnica -
104 M ND ND Pancreatite Cronica -
105 ND ND ND Pancreatite Cronica -
106 M 53 Pancreatite Cronica -
107 M 45 Pancreatite Cronica -
108 M 48 ND Pancreatite Cronica -
201 F 51 2 Adenocarcinoma pancreas primario -
202 ND ND ND Adenocarcinoma pancreas primario -
203 M 57 Adenocarcinoma pancreas primario -
204 F 65 Adenocarcinoma pancreas primario -
205 M 46 ND Adenocarcinoma pancreas primario -
206 ND ND ND Adenocarcinoma pancreas primario -
207 F 60 Adenocarcinoma pancreas primario -
208 F 65 Adenocarcinoma pancreas primario -
209 ND ND ND Adenocarcinoma pancreas primario -
210 ND ND ND Adenocarcinoma pancreas primario -
211 ND ND ND Adenocarcinoma pancreas primario -
212 F 51 0 Adenocarcinoma pancreas primario -
214 M ND ND Metastase Figado
216 F 72 Adenocarcinoma pancreas primario -
217 F 49 Adenocarcinoma pancreas primario -
218 M ND ND Adenocarcinoma pancreas primario -
302 F 76 Metdastase Peritdneo
303 F 83 Metastase Figado
304 F 55 2 Metastase Figado
305 ND ND ND Metastase Figado
306 ND ND ND Metastase Ganglio

ND: ndo definido, F: feminino, M: masculino, 0: ndo 6bito, 1: ébito ndo realcionado a

doenca, 2: obito relacionado a doenca.
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3.2 Extracao de RNA das amostras clinicas de pacientes

Para extracdo de RNA total, as amostras de tecido ainda congeladas em nitrogénio
liquido foram pulverizadas em um almofariz com ajuda de um pistilo e a seguir processadas
pelo método de uso do tiocianato de guanidina fenol-cloroférmio. A extracdo das amostras foi
realizada por TRIzol®(Invitrogen), seguido pela purificacdo do RNA total obtido em colunas
RNeasy Mini Kit (Qiagen). O TRIzol é um reagente monofasico composto por fenol e
isotiocianato de guanidina. Durante a homogeneizacéao e a lise celular, o reagente mantém a
integridade do RNA. As amostras foram maceradas em N liquido e transferidas para tubos
com TRIzol. Para cada 50mg de tecido foi utilizado 1 ml de TRIzol. Ap6s 5 min de incubacao
a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacgdo dos complexos
ribonucleoprotéicos, 200ul de cloroférmio foram adicionados para cada 1ml de TRIzol
inicial. Apds uma homogeneizacdo vigorosa, as amostras foram centrifugadas a 11000g por
15min a 2°C, para que a separacdo da solucdo ocorresse em 2 fases: aquosa (incolor e
superior) e organica (rosa e inferior). O RNA foi precipitado a partir da fase aquosa,
misturando 500ul de isopropanol para cada 1ml inicial de TRIzol. As amostras foram
incubadas por 10min a temperatura ambiente e centrifugadas a 11000g a 2°C por 10 min. O
sobrenadante foi removido e o pellet de RNA formado no fundo do tubo foi lavado com
etanol 75% (7000g a 2°C por 5 min). O sobrenadante foi removido e o pellet foi seco a
temperatura ambiente e eluido em agua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato). A
quantidade de RNA obtida foi medida utilizando o espectrofotémetro ND-100 (Nanodrop). A
integridade do RNA foi avaliada por eletroforese microfluidica utilizando o equipamento
Bioanalyzer 2100 (Agilent). Este equipamento realiza uma corrida de eletroforese em escala
microfluidica com capacidade para 12 amostras em cada corrida no chip (Nano). Nessa
técnica, a presenca ou auséncia das subunidades 28S e 18S dos RNAs ribossomais sdo

determinadas através da intensidade de fluorescéncia nos picos correspondentes a ~4000pb e
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~2000pb, respectivamente. Idealmente, as bandas 28S e 18S, correspondentes as subunidades
ribossomais maior e menor, respectivamente, deveriam estar presentes em uma proporcao de
aproximadamente 2:1 em uma amostra de RNA sem qualquer degradacdo. A integridade é
avaliada pela taxa de deteccdo entre 0 RNA 28S e 18S que deve ser proxima de 2, entretanto
este valor pode variar dependendo da amostra utilizada. Os RNAs ribossdmicos sdo 0s mais
abundantes dentro da porcao de RNA total, logo, parte-se do principio se apresentam integros,
as outras populacfes também estardo. A avaliacdo da qualidade de amostra de RNA também
foi realizada pelo Nanodrop ND 1000 por espectrofotometria, seguindo a lei de Beer-
Lambert, para a quantificacdo da medida 6ptica a 260nm (&cido nucléicos), 230nm (etanol e
etc.) e 280 nm (proteina). Para amostras de RNA com qualidade as razdes da quantificacdo
260/230 e 260/280 precisam estar proximas de 2. Entretanto, esta taxa pode variar de acordo

com a amostra.

Apdbs a extracdo, as amostras de RNA foram submetidas ao tratamento com DNAse
para eliminacdo de possivel DNA gendmico contaminante e purificadas utilizando o kit
RNeasy Mini (QIAGEN). Esta etapa € muito importante, uma vez que 0 objeto de estudo
eram IncRNAs de regibes intrbnicas e intergénicas, assim a presenca de DNA genémico
poderia provocar o aparecimento de um sinal falso positivo nas analises. O procedimento
utilizado pelo kit representa uma tecnologia bem estabelecida para a purificagdo de RNA,
combinando propriedades de ligacdo seletiva de RNA a coluna de silica e a velocidade de
centrifugacdo. Para realizar a etapa de purificacdo, as amostras tiveram o0 seu volume
completado para 100uL. Na primeira etapa, foram adicionados 350uL de tampdo RLT, que
contem uma solugdo salina de isotiocianato de guanidina que possui propriedades
desnaturantes, em alguns casos [3-mercaptoetanol foi adicionado na proporg¢do 1L para cada
100pL de tampdo RLT para aumentar a propriedade desnaturante, e ainda 250puL de etanol

100% para promover condi¢Ges de ligacdo entre 0 RNA e a silica. Os 700uL foram
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adicionados a coluna centrifugados durante 15s a 8000g. As colunas foram lavadas com
350uL de tampdo RWI1, que continha etanol e pouca quantidade de isotiocianato de
guanidina, durante 15s a 8000g. Logo em seguida foram adicionados na coluna solucéo
preparada com 10puL de DNAse | (QIAGEN) e 70uL de RDD mantidas a temperatura
ambiente por 15min, o RNA era tratado com DNAse | enquanto estava ligado a coluna de
silica, Qiagen. Novamente, as colunas foram lavadas com 350uL de RWI e centrifugadas a
8000g por 15s, seguidas de duas lavagens com tampdo RPE a 8000g por 15s na primeira
lavagem e 2min na segunda lavagem. Apo0s estas lavagens, as colunas foram centrifugadas a
16000g por 1min para eliminar a maior parte dos residuos de etanol. Para eluir o RNA da
coluna, foram adicionados 30-40uL de &gua tratada com DEPC para hidratar a coluna de
silica e centrifugadas a 8000g por 1 min. Em alguns casos esse ultimo passo foi realizado

novamente.

A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese microfluidica utilizando o
Bioanalyzer 2100 (Agilent). Do total de amostras disponiveis, 22 amostras (~32% do total)
apresentaram RNA degradado, e ndo foram utilizadas nas analises subsequentes. Tendo em
vista que o0 pancreas constitui um tecido extremamente enriquecido em ribonucleases (Reddi
and Holland 1976), a obtencdo de RNA de boa qualidade de mais de 67% das amostras
clinicas disponiveis pode ser considerada um indice de aproveitamento satisfatério. Como
exemplo, na Figura 2 esta apresentado o resultado da separacdo por eletroforese capilar de 10

amostras de RNA isolado de tecido pancreatico.
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Figura 2: Analise por eletroforese capilar de aliquotas de RNA total de pancreas
isolado de amostras clinicas. Canaletas de 1 a 9: notar as bandas 28S (~4000 nt) e 18S
(~2000 nt) de amostras com qualidade aceitavel (i.e. razdo 28S/18S > 1) para analise
subsequente. Canaleta 10: amostra com degradacdo intensa e excluida do estudo. Esta figura
representa uma imagem de um gel virtualmente construido pelo software, as bandas séo
referentes a area dos picos registrados pelo detector.

A maior parte das amostras apresentou parametros de RIN (RNA Integrity) e relacéo
[28S/18S] bons. O parametro RIN é definido pelo préprio software do Bioanalyzer que leva
em consideracdo a presenca dos picos referentes as unidades ribossomais (18S e 28S) e
também o padrdo de degragdo dos RNAs, podendo variar de 0 a 10. No caso de amostras
clinicas, a literatura descreve uma dificuldade em obter razdes 28S/18S préximas a 2, devido a
manipulacdo do material antes do armazenamento da amostra (congelamento em nitrogénio)
(Blackhall et al. 2004; Ohashi et al. 2004). Para as amostras que obtiveram a relagdo

[28S/18S]<1 para amostras clinicas de tecido pancreatico foram descartadas.
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3.3 Avaliacdo da contaminac¢ao genémica (DNA) no RNA total

Para verificar a auséncia de DNA gendmico contaminante na amostra de RNA total
apos o tratamento com DNAse |, foram realizadas reacdes de PCR (Polymerase Chain
Reaction). As amostras foram descongeladas e colocadas em gelo, para inibir a degradacédo do
RNA. Em cada reacdo foi adicionada um mix contendo 5ul de tampdo (10x), 1,3ul de MgCl
(10mM), 1uL de ANTP (10mM), 1uL de Primer Forward e 1uL de Primer Reverse para o
gene da Tubulina (10mM), expresso constitutivamente em células do organismo, 0,5uL de

enzima Taq Biolase (Biolase) e 39,2ul de Agua DEPC, totalizando uma reagdo de 50pL.

Foram utilizados controles positivo e negativo na reacdo de PCR. O controle negativo
(reacdo sem amostra) foi feito para verificar a auséncia de contaminacdo com DNA nos
reagentes, garantindo que a deteccdo da presenca de amplificacdo do DNA foi proveniente
apenas da amostra, evitando um resultado falso-positivo; e o controle positivo (reacao
utilizando DNA gendmico como molde) foi feito para verificar a integridade e eficiéncia de
todos os reagentes do kit. A reacdo foi realizada em 40 ciclos, que eram constituidos por 3

etapas, conforme recomendacao do fabricante:

12 etapa: desnaturacdo da fita de DNA, ocorreu a 95°C por 30s, para desnaturar a fita

de DNA e evitar a formacao de estruturas secundarias;
2% etapa: anelamento dos iniciadores, em 55°C por 30s;

32 etapa: alongamento da cadeia, em 72°C por 30s, temperatura 6tima para a reacao de
polimerizacédo realizada pela Taq Polimerase, a vantagem de utilizar alta temperatura para
elongacdo da cadeia possui maior probabilidade de evitar a formacdo de estruturas

secundarias que impediriam a formacao completa do transcrito.
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O resultado obtido na PCR foi visualizado por eletroforese em gel de agarose. Para
isso foi preparado gel de agarose 2%, a porcentagem escolhida estd relacionada com a
dimensdo do fragmento a ser visualizado, neste caso 400pb, correspondente ao gene da
tubulina. Para cada 400 mg de agarose foram adicionados 20 ml de tampdo TAE (Tris, acido
acétido e EDTA) e 1ul de brometo de etidio. O ladder (padréo) utilizado foi Gene Ruler 50bp
(SM0371,Fermentas). Para visualizagdo da banda, foi adicionado brometo de etidio ao gel de
agarose numa proporc¢éo de 1,0ul para cada 20ml de gel de agarose. A Figura 3 representa o
resultado tipico da eletroforese do PCR utilizado para verificar a possivel contaminagdo com

DNA gendémico. Os resultados séo representativos das amostras utilizadas no projeto.

e fefelsfefr e fo [w]ufumfuju]+]-

Figura 3: Verificacdo de auséncia de contaminacdo por DNA gendmico nas amostras de
RNA que foram submetidas a PCR com primers de tubulina (200pb). Na primeira coluna (a
esquerda) foi aplicado o padrdo de 100pb, as colunas subseqiientes correspondem as amostras
07N, 206T, 205T, 202T, 003N, 101PC, 203T, 208T, 209T, 102PC, 04N, 104PC, 05N, 06N. Na
15°coluna foi aplicado o controle positivo, 0 DNA genémico pode ser visualizado pela banda em
aproximadamente 200pb. A Gltima coluna corresponde ao controle negativo (sem amostra).

3.4 Amplificacdo linear no RNA mensageiro (mRNA)

O processo de amplificacdo linear de mRNA foi realizado para que fosse possivel incluir
no estudo amostras que resultaram na obtencdo em quantidade insuficiente de RNA para a
marcacéo direta de alvos fluorescentes. Para contornar esta limitagéo, foi utilizado o protocolo
de Eberwine, (Van Gelder et al. 1990; Eberwine 1996). Ja foi demonstrado que este protocolo
garante a manutencdo da representagdo do transcriptoma no RNA amplificado (Wang et al.

2000), e ja se encontrava padronizado em nosso laboratério. Este método envolve dois ciclos
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de amplificacdo do mRNA e envolve a formagdo de cDNA pela transcrigéo reversa pela
enzima transcriptase reversa (Superscript 1, Invitrogen) utilizando primer especifico oligo
dT-T7 acoplado com o sitio para a T7 RNA polimerase (T7 Megascript Kit — Ambion). A
sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando primers oligo dT-T7 para a selegéo

de mMRNAs partindo de 1jug de RNA total.

Na primeira etapa, 1ug de RNA total, tratado com DNAse, foi aliquotado em 9uL de dgua
DEPC, 1uL de dT T7 oligo primer (0,5ug /uL) foi adicionado e a mistura incubada a 65°C
por 5 minutos para desfazer as estruturas secundarias do RNA. Em seguida foi adicionado um
mix contendo 4uL de tampdo 5X First Strand, 2uL de dNTP (10mM), 1uL da enzima RNasin
ribonuclease inhibitor para inibir a atividade das RNases e evitar que 0 RNA fosse degradado
e 2ulL da enzima Superscript I11. A mistura foi incubada a 46°C por 90 minutos para a sintese
da primeira fita de cDNA. Apos 20min de transcri¢do, foi adicionado 1puL de TS Primer
(0,5ug/uL), denominado template switcher (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA
CGC GGG-3') que se liga na porgdo CCC localizada na ponta 3’ do cDNA. Para a sintese da
segunda fita de cDNA, um mix contendo 105uL de agua DEPC, 15uL de Tampdo Advantage
PCR, 3uL de TS Primer (0,5ug/uL), 3uL de dNTP (10mM) e 3uL das enzimas Advantage
cDNA Polymerase mix e RNase H (2U/uL) foram adicionados a reagdo. A enzima RNase H
degrada o RNA molde e a DNA polimerase presente no mix € responsavel pela extensao da
cadeia da 2@ fita de cDNA. A mistura foi colocada no termociclador programado com as
temperaturas a 37°C por 5 min para a digestdo do mMRNA molde, em seguida a temperatura foi
elevada para 94°C, durante 2 min para a desnaturacdo, na etapa seguinte, a temperatura foi
abaixada para 65°C e mantida nesse valor por 1 min para o anelamento especifico dos primers

e logo depois foi elevada para 75°C temperatura 6tima de atividade da enzima.
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O cDNA dupla fita formado foi purificado (mostrado no item 3.4.1) e a transcri¢do foi
realizada pela adicdo de 2ul de cada NTP (A, U, G e C), 2ul de tampéo e 2ul de um mix
contendo a enzima T7 RNA polimerase e inibidor de RNase (kit Ambion). A amplificacdo do
cRNA foi realizada a 37°C durante 6 horas. Apds 6 horas de transcri¢do in vitro, cada solugédo
foi transferida para um tubo livre de RNase contendo 1 mL de TRIzol, reagente composto por
solugdo monofésica de isotiocianato de guanidina e fenol que mantém a integridade do RNA.
Foram adicionados 200uL de cloroférmio em cada tubo e as amostrar foram mantidas por 2-3
minutos em temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados a 4°C com rotacdo de
13000rpm por 15 minutos. A adicdo de cloroférmio seguida de centrifugacdo permitiu a
separacdo da solucdo em fase aquosa e fase organica, 0 RNA permaneceu na fase aquosa e a
maior parte do DNA e das proteinas fica retida na fase organica. Com o término da
centrifugagdo, a fase aquosa, foi transferida para outro tubo de livre de RNase contendo
500uL de isopropanol e a fase organica descartada. A solucdo foi homogeneizada e mantida a
temperatura ambiente durante 10 min. Em seguida os tubos foram centrifugados a 4°C por 25
minutos com rotacdo de 13000rpm com o propdsito de precipitar totalmente o cRNA total
produzido. A formacdo de pellet evidencia a presenca de cRNA. O sobrenadante de cada tubo
foi removido, 800uL de etanol 70% foram adicionados, e foi realizada centrifugacdo a 4°C
durante 10 min com rotag@o de 13000rpm. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido
e a lavagem repetida. Apos evaporacdo total do etanol, o cRNA foi ressuspendido em 20uL
de 4gua DEPC. Nesse ponto a quantidade e qualidade do cRNA | obtido no primeiro ciclo de
amplificacdo foi verificada pela medida da razdo de absorbancia a DO260/280 (~2) e por

eletroforese microfluidica (Bioanalyzer).

Para realizar o segundo ciclo de amplificacdo, o cRNA obtido foi purificado. A sintese da
primeira fita foi realizada da mesma forma que no primeiro ciclo, utilizando 1ug do cRNA

obtido no primeiro ciclo de amplificagdo, com excecdo que, o dT-T7 oligo primer foi
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substituido por dN6 (random hexamer), pois a selecdo dos MRNAS ocorreu na primeira etapa
da amplificagdo. Na sintese da segunda fita de cDNA, 3uL de TS primer foram substituidos
por 4ulL de dT-T7 oligo primer (0,5ug/uL) e as temperaturas de anelamento e extensdo da
cadeia foram alteradas para 45°C e 68°C, respectivamente. Essa alteragdo foi feita pela
diminuicdo da estringéncia de anelamento de oligo dT-T7, pois todo o mRNA ja havia sido
selecionado no primeiro passo de amplificacdo. O cDNA dupla fita foi purificado segundo o
item 3.4.1. Na segunda etapa da transcricdo, o volume dos NTPs (A, G e C), do mix de
enzima e do tampédo de reacdo foram dobrados, o volume de UTP permaneceu 0 mesmo,

porque nessa etapa, foram adicionados 2uL de aminoalil UTPs (aaUTP).

Ap0s a reacdo de transcricdo in vitro durante 13 horas, as amostras foram tratadas com
DNAse e a purificacdo realizada com o RNeasy Mini Kit (Qiagen). A coluna do kit contém
uma membrana de silica capaz de reter o RNA na presenca de isotiocianato de guanidina,
sendo extremamente eficiente em processos de purificacdo de amostras. As amostras tiveram
0 volume ajustado para 100uL e a massa de RNA esperado ndo poderia exceder 100ug,
capacidade maxima de cada coluna de purificacdo. Todo o procedimento foi realizado a

temperatura ambiente, conforme recomendacdo do fabricante.

Em cada amostra, foi adicionado um mix que continha 350uL de solugdo tampédo RTL,
contendo isotiocianato de guanidina, e 250uL de etanol (96-100%) totalizando 700uL de
solucédo formada que foram inseridos dentro da coluna Rneasy. O mix preparado tem a fungéo
de criar um ambiente propicio para a formacdo da ligacdo especifica entre 0 RNA e a
membrana de silica da coluna. O tubo com a solucdo (mix + amostra) foi centrifugado durante
15s a 8000g. Aposs esta etapa, o filtrado foi descartado e 350uL de tampdo RW1 foram
inseridos na coluna, e, novamente o tubo foi centrifugado 15s a 8000g. Apo6s a centrifugacéo,

500uL de tampdo RPE, também um tampdo de lavagem, foram inseridos na coluna duas
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vezes. Na primeira, houve a centrifugacdo durante 15s a 8000g e na segunda a centrifugagéo
foi realizada durante 2min a 8000g. Depois de ter realizado as etapas acima, a coluna foi
centrifugada durante 1 minuto na velocidade méaxima da centrifuga para que o etanol
evaporasse completamente, pois qualquer residuo deste &lcool poderia atrapalhar na
dissolugdo do RNA. Para a eluicdo, foram adicionados na coluna, 40uL de agua livre de
RNase. O sistema foi centrifugado durante 1min a 8000g. Consideramos adequadas para
hibridizacdo as amostras amplificadas em que se observou um rastro (smear) com tamanho na
faixa de 2.000 a 200 nucleotideos no Bioanalyzer. A quantidade minima requerida de CRNA
de cada amostra ¢ de 10ug, necessarios para realizar 2 hibridizagBGes (réplicas técnicas),

utilizando 5pg em cada uma delas.
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Figura 4 Exemplo tipico de resultado de corrida de cRNA em gel no 2100Bioanalyzer.
Apenas amostras onde se observa um smear predominante entre 200—2.000 nt foram
utilizadas nas hibridizacGes. Note que as amostras nas canaletas 2, 3 e4 mostram uma banda
de amplificacdo na altura dos 200 nt, entretanto, ndo apresentam RNAs muito longos, logo
tiveram que ser amplificadas novamente.

O cDNA dupla fita formado na primeira e segunda etapas da amplificacdo foi
purificado antes da sintese de cRNA para evitar que dNTPs ndo incorporados, rNTPs
resultantes da degradacdo do RNA, primers e enzimas inativadas interferissem na transcri¢do

in vitro.
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Para realizar a purificacdo foram utilizados tubos Phase Lock Gel (Eppendorf) para
reter a enzima RNAse H no gel. Os tubos foram centrifugados a 13000rpm por 1min para que
0 gel se depositasse no fundo e 160uL de uma solugdo fenol-cloroférmio-isoamil foram
adicionados. A cada um dos tubos contendo as amostras foram adicionados 16uL de acetato
de sodio 3M (pH 5,2) e a mistura foi transferida para o tubo Phase Lock Gel. A nova mistura
foi homogeneizada e centrifugada por 6 min a 13000rpm, foi observada a formacgéo de trés
fases, a organica, inferior, a fase em gel, na qual estava aderida a enzima e a fase aquosa,
superior, que continha o material de interesse. A fase superior foi transferida para um tubo
RNAse free e foram adicionados 1,2uL de glicogénio (20mg/ml) e 320uL de etanol 100%. Os
tubos foram incubados por 20min a -20°C e em seguida centrifugados a 14000rpm por 20min.
A formacédo de um pequeno pellet branco indica a presenca de cDNA dupla fita. O pellet foi
lavado com 500uL de etanol 100% e centrifugado por 5min a 14000rpm. O sobrenadante foi
descartado e esperou-se que todo o etanol restante fosse evaporado. O cDNA dupla fita foi

ressuspendido em 20uL de agua DEPC.

Para a obtencdo de cDNA bastante puro, foram utilizadas colunas de purificacdo
NUCAWAY (Ambion), composta por polimero que adsorve oligonucleotideos. Para a
preparacdo da coluna, foi adicionado 1mL de agua DEPC e realizada homogeneizacdo para
que fossem eliminadas bolhas. As colunas foram centrifugadas a 735g por 2min para retirar o
excesso de agua. As amostras foram aplicadas nas colunas e estas foram centrifugadas a 735g

por 2min. O eluido obtido foi secado utilizando Speedvac para atingir o volume de 8puL.

3.4.2 Marcacao de alvos fluorescentes a partir de cRNA com Cy5

Para a marcacéo de alvos fluorescentes representando o transcriptoma das amostras de

pancreas, foram utilizados 5ug de cRNA obtido na segunda etapa de amplificagdo. O RNA foi
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concentrado por Speedvac e ressuspendido em 4.5uL de tampédo de acoplamento (0.1M
tampdo carbonato pH 8.5-9.0). Foram adicionados 4uL de corante monoreativo de cianina 5
(Cy5) e a reagdo ocorreu por 1h a temperatura ambiente. Todo o processo foi realizado no
escuro, para evitar a degradacao do fluor6foro. Em seguida, 6uL de Hidroxilamina 4M foram
adicionados para finalizar a reacdo. Isso ocorre porque a hidroxilamina reage com o corante

que ndo acoplou com o cRNA, na fase anterior.

As amostras acopladas foram purificadas utilizando o kit da Qiagen RNEasy clean-up,
para retirar o corante que nao foi utilizado na reagdo de acoplamento, e, a densidade Optica
das amostras foi medida pelo Nanodrop a 260/550/650 nm. A seguir, foram concentradas para
um volume de aproximadamente 10ul utilizando colunas YM-30 Millipore. As amostras que
ndo conseguiram atingir um volume de aproximadamente 10ul foram concentradas

adicionalmente utilizando SpeedVac.

3.5 Hibridizac¢do de cRNA com microarranjos de DNA

O microarranjo de cDNA utilizado nos experimentos de hibridizacdo foi construido em
nosso proprio laboratério em 2002, no comecgo do projeto CAGE-Cancer . Este microarranjo
contém 3355 fragmentos de cDNA que foram selecionados através de uma analise
informética das 1.016.501 ESTs provenientes de bibliotecas de cDNA gerados a partir de
MRNAs poliA+ de 20 tipos de tumores humanos, geradas a partir da técnica ORESTES entre
2000-2001 durante o Projeto Genoma Humano do Céncer (HCGP -
http://www.ludwig.org.br/ORESTES) (Dias Neto et al. 2000; Camargo et al. 2001). O
microarranjo contém também 30 controles positivos (house keeping genes) e negativos
(regides intergénicas de levedura e genes de bactéria e planta sem similaridade com

transcritos humanos). Transcritos selecionados para compor a plataforma de microarranjos
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foram anotados como codificadores de proteina, INCRNAs de regides intrnicas ou
intergénicas de acordo com o mapeamento no genoma humano (montagem hg19) e de acordo
com a base de dados de RefSeq mRNA (http://genome.ucsc.edu/). Os IncCRNAs provenientes
de regifes intronicas e intergénicas interrogados pela plataforma de microarranjos foram
randomicamente escolhidos da base de dados e ESTs. Transcritos anotados como IncRNAs
intrénicos (n = 722, i.e. 21%) compdem sequéncias que mapearam dentro de uma regido
intrénica de um codificador de proteina. Transcritos anotados como intergénicos (n = 188, i.e.
6%) representam sequéncias que mapearam no genoma, entretanto ndo possuem anotacao de
gene pela base de dados do RefSeq. Para serem considerados como intronicos ou intergénicos
a EST predita ndo podia mapear em nenhuma regido exonica de genes conhecidos. Os
transcritos anotados como INcRNAs conhecidos (n =74, i.e. 2%) se referem aos RNAs que
possuem coordenadas gendmicas que se sobrepdem as coordenadas de ncRNAs que estdo
anotados na base de RefSeq (anotados como NR). Transcritos anotados como MRNAS
codificadores de proteina se sobrepunham a regides exdnicas de genes codificadores de
proteinas. Para considerar a possibilidade de retencdo de intrbnica ou novos exons ndo
anotados, transcritos que mapeavam parcialmente em regides intrénicas e exonicas foram

anotados como exonicos.

Para cada amostra analisada, uma aliquota de alvos fluorescentes foi ressuspendida em
200ul de solugdo tampéo de hibridizacdo (1x tampéo de hibridizacdo GE Healthcare V2, 50%
Formamida). O tampé&o foi adicionado aos alvos, que sofreram o processo de desnaturacéo
por 2 minutos a 92°C sendo em seguida colocados no gelo para manter a desnaturacdo. Os
tubos foram centrifugados durante 3 minutos a 8000g para que qualquer contaminante

permanecesse no fundo do tubo.
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Com uma seringa, cada amostra foi colocada em uma camara de hibridizacdo do
hibridizador automatico de laminas (ASP — GE Healthcare). A reagdo de hibridizagdo ocorreu
durante 15 horas. Passado este tempo, as plataformas de miroarranjos (Iaminas) foram lavadas
com o0s tampdes composto por SSC e SDS nas seguintes concentragdes; 1x SSC/0,2% SDS,
0,1x SSC/0,2 %SDS e o ultimo continha apenas 0,1x SSC. As laminas foram secas com
isopropanol. Em seguida, as laminas hibridizadas foram analisadas em scanner confocal
(Generation 11l Confocal Scanner — Molecular Dynamics) com a voltagem do PMT
(PhotoMultiplier Tube) em cada fonte de laser ajustada a 600 V. As imagens obtidas foram
processadas para extracdo dos dados de intensidade com o programa ArrayVision 8.0
(Imaging Research, Canada), resultando em planilhas em formato texto contendo os dados

brutos de intensidade e os valores de intensidade subtraidos do background local.

3.6 Analise informatica dos dados de expressao génica

Os dados de intensidade utilizados foram aqueles que representavam os valores de
intensidade bruta subtraido do respectivo background. Para trabalhar com as intensidades
mais robustas medidas nos microarranjos, para cada réplica foram filtrados e descartados da
analise spots cujos valores se encontravam abaixo da mediana (50% de valores menos
intensos em cada lamina), calculada entre os 4608 spots existentes. Para tornar 0s
experimentos comparaveis, os dados referentes as diferentes réplicas de amostras foram
normalizados pelo método do quantil (Bolstad et al. 2003). Na normalizacéo por quantil, os
spots, em cada lamina, sdo ordenados (ranked) segundo o valor de intensidade. Estes valores
sdo entdo substituidos pela média de intensidade obtida para determinada posi¢do no
ranking, obtendo-se assim um conjunto Unico de dados para todas as laminas (Bolstad et al.
2003). Por esse metodo, € mais relevante a posi¢do do spot no ranking do que a sua

intensidade bruta. Com esse critério, pode-se comparar diferentes experimentos com escalas
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de intensidades diferentes. Apds esta etapa, a média de cada transcrito entre as réplicas foi
calculada. Foram consideradas validas as medidas de intensidade com valor superior a
média do background mais 1 desvio-padrdo.Utilizando o n° de réplicas que cada amostra
possuia como critério de cut-off, amostras que possuiam 2 ou 3 réplicas deveriam apresentar
no minimo 2 réplicas validas e aquelas que possuiam 4 réplicas, deveriam apresentar no
minimo 3 réplicas véalidas. Do total de 4.608 de sondas representando transcritos humanos
depositadas na lamina, 1.607 (35%) foram consideradas validas para analises subsequentes,
sendo detectadas em pelo menos 75% das amostras em ao menos um dos tipos histolégicos
de pancreas analisados.

Ap0s o processo de filtragem e normalizacdo, os dados foram processados utilizando o
script ComBat.R (Johnson et al. 2007), disponivel em
http://statistics.byu.edu/johnson/ComBat/ dentro do ambiente R (http://www.r-project.org/).
Esta etapa foi necesséria pelo fato das amostras terem sido hibridizadas em dois lotes de
laminas fabricadas em periodos diferentes. Assim, os perfis de expressdo génica das
plataformas de microarranjos agrupavam-se, predominantemente, em funcdo do lote de
hibridizacdo, causando um viés na analise que impossibilitava uma analise conjunta dos
dados. Efeitos associados aos diferentes lotes de hibridizacdo tém sido observados desde os
primeiros experimentos de expressdo génica utilizando microarrays de DNA (Lander 1999) e
podem ser causados por muitos fatores, incluindo pequenas diferencas nos procedimentos
experimentais, uso de diferentes lotes de kits de amplificacdo, ou mesmo oscilagdes nos niveis
de ozbnio atmosférico durante os experimentos (Fare et al. 2003; Branham et al. 2007). Estes
efeitos sdo frequentemente observados quando novas amostras sdo adicionadas

progressivamente a um conjunto de dados pré-existente, como neste projeto.

Alguns métodos ja foram propostos para o ajuste de efeitos de lote (Benito et al. 2004;

Alter and Golub 2006), mas frequentemente estes métodos requerem um nimero de amostras
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elevado (>25) em cada lote e, portanto, ndo sdo adequados para o tratamento dos dados neste
caso. Alternativamente, utilizamos o algoritmo chamado ComBat que corrige o efeito do lote
utilizando o método Bayesiano empirico (Empirical Bayes Method). Este método foi proposto
especificamente para correcdo de efeitos de lote em conjuntos de dados compostos por
diversos lotes, com pequeno nimero de amostras em cada lote (Johnson et al. 2007), e foi
utilizado com sucesso para a normalizacdo de dados de expresséo génica obtidos ao longo do
tempo, ou em diferentes plataformas (Abrahams et al. 2007; Coram et al. 2008; Martinez-
Llordella et al. 2008), sendo capaz minimizar variacdes de processos ndo bioldgicos.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as medidas da correlacdo média entre laminas
hibridizadas no mesmo lote ou em lotes diferentes. Utilizando-se os dados brutos (antes da
normalizagéo e filtragem), nota-se uma baixa correlagdo entre as laminas dos lotes A e B
(0,51), que se reflete em uma baixa correlacdo global (0,63). A normaliza¢do por quantil e
filtragem dos dados pouco confidveis contribuiram significativamente para aumentar a
correlacdo intra lote, mas a correlagéo entre os 2 lotes permaneceu baixa (0,66). A correcao
do efeito de lote associado aos dados utilizado o programa ComBat tornou as correlagdes intra
e inter lotes comparaveis (0,80), preparando os dados adequadamente para as analises

subsequentes.

Tabela 2: Correlagcbes médias entre medidas de expressdo génica obtidas das amostras
hibridizadas nos dois lotes distintos.

Dados Normalizados

_ Dados Brutos sem correc@o de lote com corregdo de lote
Correlagdo - Todas as laminas 063 0.74 0.83
Correlagao - laminas Lote A 0.63 0.79 0.83
Correlagdo - laminas Lote B 0.83 0.88 0.84
Correlagdo - laminas Lote A vs.Lote B 0.51 0.66 0.80

Apbs a filtragem e normalizacdo dos dados, seguida pelo ajuste entre os lotes pelo

método empirico de Bayes, os dados de expressdo génica foram analisados para a



55

identificacdo de padrdes de expressdo génica caracteristicos de cada tipo histolégico
analisado. Para isso foi utilizada a abordagem SAM (Significance Analysis of Microarray)

(Tusher et al. 2001), implementada como um plugin no programa Excel (Microsoft).

Optamos por utilizar a abordagem SAM para a identificacdo de assinaturas de
expressao pois este método baseia-se na permutacdo dos dados de expressao para calcular
uma taxa de descoberta de falsos-positivos (FDR) (Tusher et al. 2001; Storey and Tibshirani
2003) e dessa forma controlar o problema dos testes-multiplos que afetam a identificacdo de
genes diferencialmente expressos com significancia estatistica em experimentos de
microarrays (Dudoit et al. 2004; Dupuy and Simon 2007). Uma limitacdo no uso de testes
estatisticos classicos como teste-t (comparagdes de 2 classes) e ANOVA (comparagOes de 3
ou mais classes) € que ambos 0s testes assumem que as medidas de expressdo génica possuem
valores com uma distribuicdo normal, e que a variancia é constante ao longo das diferentes
faixas de intensidade de expressdo génica, 0 que nao é necessariamente verdade em dados de

microarranjos de DNA (Quackenbush 2002).

O modelo estatistico implementado no SAM utiliza um teste-t modificado, onde uma

constante (So) € adicionada ao denominador do teste-t:

Xa() — Xp(i)
So + S;

d(i) =
d(i): diferenca relativa de expresséo entre as amostras da condicdo A em relacdo a B;
X, (i) e X5 (i): valor médio de expresséo do gene (i) na condicdo A e B;
s;: desvio padrédo das medidas de expressdo das amostras;

So: constante positiva para minimizar o coeficiente de variacao.
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A constante é estimada através da soma global do erro-padrdo dos genes e a adi¢do
deste valor reduz a chance de deteccdo de genes que possuem um pequeno desvio padréo, por
apresentarem baixos valores de intensidade. O algoritmo favorece a atribuicdo de um alto
valor para a constante So, 0 que remete que este teste estatistico fica mais dependente do valor

de fold-change entre os grupos (Jeffery et al. 2006).

Para identificar genes com expressdo correlacionada com a histologia do tecido
pancreatico foi utilizado o SAM com os seguintes parametros: analise two-class, 1000
permutacdes, K-nearst Neighbors Inputer e FDR (False Discovery Rate) < 5% ou <10%. Em
seguida, o programa Spotfire (SpotFire Inc., MA) foi utilizado para fazer o agrupamento
hierarquico dos dados (Ward’s method), de modo a agrupar genes e amostras com perfil de

expressdo semelhante.

3.7 Andlise bioinformatica dos transcritos intronicos e intergénicos expressos

nos tecidos pancreaticos.

Para realizar as andlises bioinformaticas dos ncRNAs interrogados pelo microarranjo
de DNA e detectados em tecidos pancreaticos, utilizamos o conjunto de programas de codigo
aberto BEDTools (Quinlan and Hall 2010). Estes programas facilitam o cruzamento de
arquivos com coordenadas gendmicas de elementos de interesse (formato BED), como
transcritos, genes, regides promotoras, sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do, entre outros,
obtidos no UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Com o uso desta ferramenta,
foi realizada uma série de analises utilizando as coordenadas gen6micas dos ESTSs
correspondentes a transcritos intrdnicos, intergénicos e mRNASs depositados no microarray
empregado nas hibridizagbes com amostras de tecido pancreatico. As analises realizadas

incluiram:
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- Comparacgdo do tamanho das ESTs utilizadas como sondas no microarranjo com a

sequencia de NncRNAs preditos a partir de uma reconstrucdo bioinformatica do transcriptoma;

- Avaliacdo da expressdo dos ncRNAs interrogados no microarranjo em diferentes

tecidos utilizando dados de RNA-Seq disponiveis publicamente;

- Avaliacdo da localizacdo de ncRNAs intergénicos interrogados no microarranjo

relativamente a regides 3’ ou 5> UTR de RNAs codificadores de proteinas conhecidos;

- Procura por elementos evolutivamente conservados nas sequéncias dos ncRNAS
detectados em tecidos pancreéticos (conservagdo na sequéncia de DNA, expressdo de mMRNA

e estrutura secundaria).

- Busca por elementos regulatérios (H3K4me3 e CpG) na sequéncia de DNA dos

IncRNAs estudados e busca de inicio de transcri¢do utilizando CAGE tags.

3.7.1 Comparaciao do tamanho das ESTs utilizadas como sondas no microarranjo com a
sequencia de ncRNAs preditos a partir de uma reconstrucio bioinformatica do

transcriptoma.

Para esta analise foram utilizadas sequencias de ncRNAs expressos no genoma
humano obtidas a partir da montagem de 4.762.523 ESTs ndo redundantes, as quais se
agrupavam em 332.946 clusters descritas no trabalho de Nakaya et al. (Nakaya et al. 2007).
Cada cluster originou uma sequencia consenso denominada contig. Destes o autor identificou
55.139 unspliced ESTs contigs em regides totalmente intrénicas (Totally Intronic Noncoding
RNA, TIN) , sem sobreposi¢do com exons de genes codificadores de proteina conhecidos. As
coordenadas gendmicas dos contigs gerados neste estudo encontram-se disponiveis no UCSC
Genome Browser  (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg17&position=chrl:

3112500-3152000&hgt.customText=http://genomebiology.com/imedia/1795171211288678/
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suppl3.psl). As coordenadas dos 55.139 contigs representando ncRNAs intrénicos referentes
a montagem do genoma hg17 e foram convertidas para a versdo mais atual (hg19) utilizando a

ferramenta lift-over (http://genome.ucsc.edu/) usando os parametros padréo descritos pelo

programa. A maior parte das coordenadas foi convertida com sucesso para hgl9 resultando
em 55.121 contigs. Apds isto, as coordenadas genémicas das ESTs expressas em tecidos
pancreaticos foram anotadas conforme descrito no item 3.5 e cruzadas com as coordenadas
dos TINs utilizando a fungdo do BEDTool intersectBed (Quinlan and Hall 2010) com

parametro —u para retirar a redundancia.

3.7.2 Avaliacao da expressao dos ncRNAs interrogados no microarranjo em diferentes

tecidos utilizando dados de RNA-Seq disponiveis publicamente.

Os dados de RNA-seq obtidos por Wang e colaboradores (Wang et al. 2008) e

estavam depositados no site do UCSC (http://genome.ucsc.edu/). Como descrito pelo autor as

bibliotecas ndo sao direcionadas e foram geradas com Illumina Genome Analyzer (lllumina) a
partir de RNA poliA(+) de nove tecidos humanos de doadores saudaveis (tecido adiposo,
mama, cérebro, célon, coracdo, figado, linfonodo, musculo esquelético e testiculo). As
coordenadas referentes aos reads foram obtidas no UCSC em formato BED na montagem
hgl9 e a quantidade de reads mapeados em cada uma das bibliotecas utilizada esta
representada a seguir: Adiposo (17.635.339 reads), Cérebro (10.962.620 reads), Mama
(10.557 .297 reads), Colon (17.817.798 reads), Coracdo (10.630.949 reads), Figado
(11.571.688 reads), Linfonodo (16.221.077 reads), Musculo esquelético (14.212.800 reads) e

Testiculo (18.856.562 reads).

Em seguida, as coordenada das ESTs depositados no microarranjo foram cruzadas
com as coordenadas dos reads de cada biblioteca de RNA-Seq utilizando a funcdo do

BEDTool intersectBed. Foi usado o parametro —wo para representar na saida do programa
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todas as sobreposi¢cOes de coordenadas. Assim, reads que continham splicing foram
representados com duas coordenadas diferentes no arquivo BED, entretanto com o mesmo
identificador. Para contar quantos reads se sobrepunham com cada EST foi escrito um

programa em perl.

Para o calculo de medidas de correlacdo entre a expressdo de regies intronicas e
exons adjacentes mostradas na Figura 12, as coordenadas gendmicas de exons/introns
flanqueando ncRNAs representados no microarranjo foram cruzadas com as coordenadas
genébmicas dos reads das nove bibliotecas de RNA-Seq. Os reads recuperados foram usados
para estimar a abundancia de cada regido expressa, sob a forma de RPKM (Reads per

kilobase per million) (Mortazavi et al. 2008).

RPKM = N° reads X 10°
"~ N°total de reads da biblioteca X tamanho do transcrito

Apds a obtencdo do RPKM de cada regido (transcrito intrdnico, exon a jusante
e exon a montante), as correlacdes de Pearson foram calculadas e a distribuicdo mostrada no

grafico de frequéncia cumulativa.

3.7.3 Avaliacao da localizacio de ncRNAs intergénicos interrogados no microarranjo
relativamente a regides 3’ ou 5 UTR de RNAs codificadores de proteinas

conhecidos

Para verificar se 0s ncRNAs intergénicos detectados no microarranjo poderiam ser
partes ainda ndo anotadas de regides 3’ ou 5 UTR de RNAs codificadores de proteinas, as
coordenadas referentes aos mMRNAs conhecidos (conjunto de 40.789 mRNAs RefSeqs
mapeados no hgl9 — Setembro de 2011) foram obtidas nos site UCSC

(http://genome.ucsc.edu/). As coordenadas referentes a esses mMRNASs foram cruzadas com os
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73 ESTs intergénicos usando a funcdo do BEDTool closestBed —d (para calcular a distancia

mais proxima entre as coordenadas).

3.7.4 Procura por elementos conservados no DNA nas sequéncias dos RNAs expressos

em tecidos pancreaticos

Os elementos conservados sdo representacdes de pequenas regides discretas de DNA
com alto nivel de conservacdo entre as 46 espécies. Os elementos de conservacao
PhastConsElements 46way foram obtidos no UCSC (http://genome.ucsc.edu/), as espécies

contidas no alinhamento mdltiplo estdo descritas na pagina do UCSC.

Foram utilizados elementos conservados em vertebrados, placentérios e primatas. O
nimero de elementos conservados em cada grupo estd distribuido da seguinte forma:
Vertebrados (n = 5.163.775, cobertura c.a. 4.6% do genoma humano), Placentarios (n =
3.743.478, cobertura de c.a. 3.7% do genoma humano) e Primatas (n = 725.627, cobertura de
c.a. 3.4% do genoma humano). As coordenadas dos ncRNAs representados no microarranjo
foram cruzadas com as coordenadas genémicas obtidas em cada grupo usando a funcéo
intersectBed da ferramenta BEDTool (Quinlan and Hall 2010). O nuimero de ncRNAs
contendo elementos conservados foi dividido pelo nimero de elementos conservados em cada
grupo (vertebrados, placentarios e primatas ) para que as medidas se tornassem comparaveis.
Como controle foi utilizado um conjunto aleatorio de sequéncias com mesmo contetido CG e
mesmo tamanho em relacdo aos ESTs representados no microarranjo. O teste estatistico de
Fisher foi utilizado para comparar as frequéncias de elementos conservados obtidas para 0s
INcRNAs com as frequéncias de elementos conservados obtidas para as sequéncias

randdmicas.
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3.7.5 Predicio de estrutura secundaria e potencial codificador

As analises de predicdo potencial codificador de proteina e de estrutura secundaria e
em larga escala foram realizadas utilizando os programas CPC (Coding Potential Calculator)
(Kong et al. 2007) e RNAz (Gruber et al. 2007), respectivamente, rodados em linha de
comando no ambiente Linux. O programa CPC calcula o potencial codificador de proteina de
sequéncias de DNA/RNA analisando seis caracteristicas intrinsecas da sequéncia. Primeiro,
procura uma ORF (Open Reading Frame) predita usando o framefinder software. Apos isso,
se ha identificacdo de uma ORF, o programa procura analisar a qualidade desta ORF,
calculando um score (LOG-ODDS SCORE) que leve em consideracdo o tamanho e a
integridade desta ORF. A integridade de uma ORF consiste em avaliar se esta comeca com
um start codon e termina com um stop codon in frame. Segundo o trabalho de Dinger e
colaboradores (Dinger et al. 2008), uma das estratégias para diferenciar codificadores de
proteina de ncRNAs é olhar o tamanho da ORF, uma vez que os IncCRNAs sdo transcritos
longos é possivel que sejam identificadas ORFs pequenas em suas sequéncias. Uma
estimativa de corte bom seria de 300 nt (100 aa) utilizado como cutoff no projeto FANTOM
(Okazaki et al. 2002). Apesar deste numero ser arbitrario, este esta baseado na evidéncia de
que mais de 95% das proteinas depositadas em bancos de dados publicos Swiss-Prot e
International Protein Index possuem mais de 100 aa (Frith et al. 2006). Quanto maior a
qualidade, levando em consideragdo o tamanho, e a integridade da ORF maior € a pontuacéo
do score indicando ser maior a probabilidade da ORF predita codificar de fato um
polipeptideo. O programa ainda realiza um BLASTX para verificar se a ORF predita possui
alguma similaridade com proteinas conhecidas depositadas no banco de dados do UniRef 90
(UniProt Reference Clusters (Wu et al. 2006)). Neste caso, se a ORF possuir 90% de
identidade com proteina conhecida calcula-se um HIT SCORE que mede a qualidade geral

dos hits, que foram encontrados pelo BLASTX, considerando o numero de hits encontrados e
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qualidade desses hits (E-value). O programa ainda calcula um score denominado FRAME
SCORE que avalia a distribuicdo dos hits encontrados pelo BLASTX nos 3 frames das ORFs,
pois é possivel encontrar ORFs preditas em transcritos ndo codificadores ao acaso, entretanto
quando isto ocorre os hits tendem a estar espalhados nos 3 frames das ORFs, enquanto que
para os transcritos codificadores de proteina, os hits encontrados pelo BLASTX estdo, em
geral, ancorados em um mesmo frame. Finalmente, o programa CPC calcula uma pontuacao
denominada CODING POTENTIAL SCORE levando todos os célculos acima em
consideracdo. Desta forma, transcritos preditos como nédo codificadores possuem uma
pontuacdo menor que zero e os codificadores de proteina possuem uma pontuacdo acima de
zero. A pontuacdo que fica entre no intervalo de [-1; 0] e [0; 1] é predita como potencial ndo
codificador fraco e potencial codificador fraco, respectivamente. Logo, quanto mais longe o
CODING POTENTIAL SCORE calculado estiver do zero, maior € a confiabilidade na

predicdo do potencial codificador/ndo codificador.

O programa RNAz determina a predi¢do de estrutura secundaria baseando-se em dois
parametros importantes: conservacao estrutural e estabilidade termodindmica. Inicialmente, o
programa constroi uma sequéncia consenso predita usando o algoritmo RNAalifold (Hofacker
et al. 2002). Este algoritmo utiliza as informacdes termodinamicas e filogenéticas no modelo
de folding por meio de energia livre. O RNAz determina a conservagao estrutural calculando
a taxa de energia da conformagdo consenso em relagédo aos trechos ndo conservados da
sequéncia de cada espécie (SCI - Structure Conservation Index). Mutagdes compensatorias
que preservam a estrutura secundaria sdo consideradas na pontuacdo no modelo de energia
livre. Para determinar a establidade da sequéncia consenso, o programa calcula o z-score da
energia de conformacdo. Este valor representa 0 nimero de desvios-padrdes acima ou abaixo
a estabilidade de uma dada sequéncia estad em relagdo a uma sequéncia randémica de mesmo

tamanho e composigdo de bases. Assim, utilizando o SCI e 0 z-score 0 programa consegue
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predizer se a sequéncia possuiu ou ndo estrutura secundaria estdvel por meior do P valor.
Somente sequéncias que apresentavam P > 0.5 foram consideradas como estruturas

secundarias estaveis.

3.7.6 Transmap - andlise de conservacio de expressao

Os transmaps mapeiam todos os tipos de transcritos conhecidos (ex. cDNA, ESTs,
MRNAs presentes nos bancos de dados RefSeq ou UCSC) entre espécies utilizando
alinhamento sinténicos, os quais levam em cosideracdo a posi¢cdo dos genes localizados no
mesmo cromossomo. As coordenadas dos Transmaps de transcritos expressos estdo
mapeados na montagem do genoma humano (hgl9)  disponiveis no site USCS
(http://genome.ucsc.edu/) (Zhu et al. 2007). A metodologia de mapeamento utilizada para 0s
Transmaps foi utilizar o alinhamento sinténico para achar ortélogos entre duas espécies
usando BLASTZ (Schwartz et al. 2003). Para achar transcritos ortlogos expressos entre duas
espécies, primeiro ha o alinhamento de todos 0s mMRNAs de uma espécie no proprio genoma,
para depois realizar o alinhamento sinténico entre as duas espécies para que se possa projetar
as coordenadas de uma espécie na outra. Para realizar essa anélise haviam transmaps de 26

espécies disponiveis.

Para identificar os transcritos INcRNAs intrénicos e intergénicos que estavam
expressos em outras espécis, as coordenadas dos ncRNAs foram cruzadas com as
coordenadas do transmaps e o humero de transcritos computados. Para verificar se 0 nUmero
encontrado de transmaps seria igual ao acaso foi utilizado um conjunto de sequéncias
aleatorias de mesmo tamanho com a mesma distribuicdo cromossémica. O teste estatistico de
Fisher foi utilizado para comparar as frequéncias de elementos conservados obtidas para 0s
INcRNAs com as frequéncias de elementos conservados obtidas para as sequéncias

randdmicas.
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3.7.7 Ildentificacdo de elementos regulatérios na vizinhanca de ncRNAs

A identificacdo de elementos regulatorios em regides do DNA vizinhas a loci
contendo NncCRNAs expressos nos tecidos pancreaticos foi realizada utilizando anotacfes de
marcas de cromatina regulatorias e sitios de inicio de transcricdo (Transcription Start Sites,
TSSs) determinados experimentalmente e cujas coordenadas genémicas encontram-se
disponiveis através de tracks do Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Foram utilizadas
coordenadas genémicas de marcas de trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3), ilhas
CpG e CAGE tags, sabidamente associadas a regiGes promotoras de genes eucarioticos. As
analises de comparacdo de coordenadas genémicas foram realizadas utilizando o pacote de

anélise BEDTools.

As coordenadas genémicas das marcas de cromatina referentes a H3K4me3 foram
medidas em 13 linhagens celulares (Mikkelsen et al. 2007), sendo que nenhuma delas referia-
se ao tecido pancreatico. Baseando-se no critério de escolha de Mikkelsen e colaboradores
(Mikkelsen et al. 2007), somente picos que apresentavam p-valor < 10 foram utilizados para
limitar o ruido experimental, resultando em 471.010 regides (64% do que havia sido

representado inicialmente 731.844 regides).

As ilhas CpGs utilizadas eram as ilhas canbnica definidas por Gardiner-Garden e
Frommer (Gardiner-Garden and Frommer 1987). Estas ilhas precisavam ter 50% ou mais de
contetdo GC, tamanho minimo de 200 pb e razdo de CG/(C+G) maior do que 0.6. Assim,

incialmente, haviam apenas 28.691 regifes descritas.

Para andlise de CAGE tags, as coordenadas também foram obtidas no site do UCSC

(http://genome.ucsc.edu/), sendo os dados utilizados provenientes de 6 linhagens celulares. Os

tags foram gerados a partir de RNA poliA(+). Todos os tags referentes a essas bibliotecas

foram agrupados e formaram contigs maiores ou iguais ao tamanho dos CAGE tags. Somente
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contigs que foram suportados por pelo menos 5 tags foram mantidos na andlise resultando em

aproximadamente 210.000 contigs.

Todas as marcas que se sobrepunham as regides 5’UTR dos mRNA Ref-Seq foram
excluidas para eliminar da analise marcas regulatdrias associadas com genes ja conhecidos.
As coordenadas dos elementos estudados (H3K4me3, CpG e CAGE tags) mais préximas das
extremidades das sequéncias dos NncRNAs intrénicos e intergénicos expressos nos tecidos
pancreaticos foram selecionadas e a distancia anotada. Como controle, foi utilizado um
conjunto de 100 grupos compostos por sequéncias aleatérias com tamanho e contetdo de CG
similar das sequéncias ndo codificadoras analisadas. Para inferir um valor estatistico nas
analises, foi utilizada a analise Kolmogorov-Smirnov, que mede a diferenca de distribuicdo
estatistica entre dois grupos. Esta estratégia ja foi utilizada por Mestdagh e colaboradores
(Mestdagh et al. 2010). Para isso foi desenvolvido um script em R que utilizou o pacote
Deducer (Team 2011) para comparar a distribuicdo de mapeamento dos elementos estudados
em relacdo as extremidades das sequencias de ncRNAs e mMRNAs codificadores de proteinas,
com a distribuicdo destes elementos em relacdo as sequéncias dos 100 grupos aleatérios.
Somente foram consideradas com significancia estatistica as distribuicdes que apresentaram

p-valor < 0,05 em relagdo a todos os 100 grupos aleatorios.

3.8 Enriquecimento de categorias associadas a Gene Ontology (GO)

A andlise de enriquecimento de categorias dos ncRNAs e mRNAs detectados em
tecidos pancreaticos foi realizada por duas ferramentas bioinformaticas DAVID (Database for

Annotation, Visualization and Integrated Discovery) e por IPA (Ingenuity Pathway Analysis).

A  ferramenta  bioinformatica DAVID esta  disponivel na internet

(http://david.abce.ncifcrf.gov/).A analise de enriquecimento se baseia nas proporcfes de
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genes encontrados em cada categoria comparada a quantidade de genes encontradas no
background. A comparacdo das proporcOes é realizada através do teste estatistico de Fisher,
sendo o p-valor corrigido para testes multiplos pelo EASE Score (Dennis et al. 2003; Hosack
et al. 2003; Huang da et al. 2007). Esta correcdo de testes maltiplos EASE Score representa
uma correcdo de testes multiplos mais branda, onde classes pouco representadas no
background sdo mais penalizadas do que classes menos representadas. Com o intuito de obter
resultados mais robustos, foi utilizado como background em ambas as anélises os loci génicos
(exons ou introns) representados no microarranjo que foram detectados nos tecidos
pancreaticos (1607 loci no total). Apenas as categorias que possuiam um p-valor < 0.05,

corrigido por EASE Score foram utilizadas.

A suite de analise IPA foi utilizada para identificar redes moleculares enriquecidas em
transcritos presentes nas assinaturas de expressdo génica associadas a cada tipo histoldgico.
Os transcritos encontrados na assinatura como diferencialmente expressos com significancia
estatistica sdo denominados "moléculas focais™ nas redes encontradas pelo algoritmo do IPA.
As redes sdo formadas pelas 3 categorias funcionais mais representadas entre todas as
moléculas que as compdem, sendo que moléculas que ndo estavam presentes na analise
(marcadas em branco) ou que nao faziam parte dos transcritos selecionados na assinatura
(marcadas em cinza) sdo consideradas para determinar as 3 categorias funcionais mais
representadas. Tanto os genes que ndo faziam parte do Background Dataset ou que néo
compunham a assinatura foram inseridos na rede para conectar 0 maior nimero possivel de
moléculas focais. Para realizar a analise estatistica, a ferramenta utiliza o teste de Fisher para
calcular o p-valor das redes mais enriquecidas, comparando 0s transcritos que estdo
representados na assinatura com o conjunto inicial (Background Dataset) que séo
representados por todos os transcritos expressos da plataforma de array. O score calculado

pelo IPA indica a probabilidade de encontrar a rede enriquecida ao acaso e corresponde a —log
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do p-valor. Desta forma, quanto maior o valor do score, menor € a probabilidade do resultado

obtido ser observado ao acaso.

3.9 RT-PCR fita-especifica

Foram realizadas reacfes de RT-PCR fita-especifica para determinar a orientacdo dos
transcritos intrénicos detectados nos microarranjos. Amostras de RNA total de Mia PaCa-2
ou um pool de RNA de amostras clinicas de pancreas foram utilizadas para a producdo de
cDNA utilizando o Kit SuperScriptlll First-Strand Supermix (Invitrogen). Duzentos
nanogramas de RNA foram incubados a 65°C por 5 minutos com 1ul de primer especifico
(2.5uM), 1 pl de tampédo de anelamento e agua tratada com DEPC, totalizando 8ul. Apos
desnaturacdo do RNA, foram adicionados 10ul de 2X First-Strand Reaction Mix e 2ul de
SuperScriptlll/RNase OUT enzyme mix e a reacdo foi mantida a 57°C por 50 minutos,
seguido de 5 minutos a 85°C para inativacdo da enzima. Controles negativos sem primer e
sem enzima foram feitos para verificar a auséncia de auto-anelamento do RNA e
contaminacdo de DNA genbmico, respectivamente. Desta forma, para cada transcrito

estudado foram realizadas 4 reagdes de transcri¢do reversa.

Os 20ul da reacéo anterior foram utilizados como molde para a PCR, em reagdes
contendo 5ul de tampdo 10X, 1.3ul de 50mM MgCl,, 1ul de 10uM de dNTP, 1ul de primer
Forward (10uM), 1ul de primer Reverse (10uM), 0.5ul de Taq Biolase e 20.2ul de agua
tratada com DEPC. A reacdo foi incubada a 95°C por 5 min com 40 ciclos de PCR (95°C por

30s; 55°C por 30s; 72°C por 30s) e 72°C por 7 minutos.
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3.10 RT-PCR quantitativo em tempo real

Para validar a diferenca de expressao dos transcritos intrénicos foram realizadas reagdes
de RT-PCR quantitativas em tempo real. Amostras de RNA de tumores primarios (201T,
206T, 210T) e metastase (214M, 304M, 302M) foram utilizadas para a producdo de cDNA
utilizando o Kit SuperScriptlll Frist-Strand Supermix (Invitrogen). 1ug de RNA de cada
amostra foi incubado a 65°C por 5 min com 1pl de primers randon hexamer (50ng/pl), 1ul de
1 ul de tampédo de anelamento e agua tratada com DEPC, totalizando 8ul. Apo6s desnaturacéo
do RNA, foram adicionados 10ul de 2X First-Strand Reaction Mix e 2ul de
SuperScriptlll/RNase OUT Enzyme Mix e a reacdo foi mantida a 57°C por 50 minutos,
seguido de 5 minutos a 85°C para inativacdo da enzima. Controles sem transcri¢do reversa

foram feitos para verificar a auséncia de contaminagdo por DNA gendmico.

Os 20ul da reacdo de RT foram diluidos 1:7 com &gua tratada com DEPC, totalizando
160ul. Para cada transcrito foram realizadas reacGes em triplicata de PCR quantitativo em
tempo real, utilizando 5upl de cDNA produzido juntamente com 5ul de primers Foward+
Reverse (4uM) referente a cada transcrito e 10ul de SYBER Green PCR Master Mix (Apllied
BioSystem). A reacdo foi incubada a 95°C por 20s e 40 ciclos de 95°C por 3s, para

desnaturacdo e 60°C por 30s para o0 anelamento e extensao.

Os experimentos foram realizados em triplicata. O gene HMBS (Vandesompele et al.
2002) foi usado como controle enddgeno para normalizagdo dos niveis de expressdo entre as
amostra (Pfaffl 2001). Comparacdes entre os dois grupos de amostras foram representadas por
Fold Change calculado em relacdo a amostra de menor expressdo. O teste-t bicaudal foi
utilizado para determinar a significancia estatistica da diferenca de expresséo, sendo apenas p-
valores < 0.05 considerados como significativos. A tabela com os primers utilizados se

encontra em Apéndice 1.
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3.11 Clonagem de ncRNAs através de RACE.

Os experimentos de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) foram realizados
utilizando uma biblioteca de cDNA ready-to-use preparada a partir de tecido pancreatico
humano (MARATHON, Clontech). Esta biblioteca foi montada a partir de primers Oligo dT3
acoplado a uma sequéncia adaptadora divida em 2 partes AP1 e AP2, sendo que esta
sequéncia também foi ligada na ponta 5’ do transcrito apds a sintese da primeira fita de
cDNA. Os primers utilizados estdo mostrados na Tabela 2. A amplificacdo dos transcritos por
PCR foi feita utilizando o primer AP1. O produto do PCR foi diluido 50 vezes para a
segunda reacdo de PCR com primers internos AP2 (Nested PCR). Todas as reacGes de PCR
foram realizadas seguindo etapas de 5 ciclos a 94°C por 30s e 72°C por 4min, seguidos de 5
ciclos a 94°C por 30s e 70°C por 4min e 25 ciclos a 94°C por 30s por 4min. A tabela de

primers utilizados se encontra em Apéndice 1.

Os produtos da segunda reacdo de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e as bandas foram cortadas e extraidas seguindo o protocolo do Kit Gel
Extraction da QIAGEN. As bandas foram clonadas no vetor pGEM (Promega) segundo as
recomendacdes do fabricante em bactérias eletrocompetentes DH10B. Os plasmideos foram
extraidos segundo o protocolo de Miniprep (QIAGEN) e sequenciados. Como 0s primers
utilizados para o sequenciamento continham sequéncias associadas ao vetor, inicialmente foi
utilizado o programa crossmatch (Green and Ewing 2002) para mascarar a sequéncia do vetor
e dos primers adaptadores. Em seguida, foi utilizado o programa Phrap para o alinhamento

das sequéncias e montagem de contigs representando as sequencias obtidas por RACE.
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3.12 Northern Blot.

Inicialmente foram realizados ensaios de Northern blot com sondas ndo radioativas
utilizando o kit BrightStar Psoralen-biotin Kit (Promega). Entretanto, os resultados ndo se
mostraram satisfatorios quanto a sensibilidade.Na tentativa de aumentar a sensibilidade foi
testada a utilizacdo de RNA enriquecido com poliA(+) e a marcacao radioativa das sondas.
Para isso, um total de 20ug de mRNA poliA+ células Mia PaCa 2 total foi aplicado em gel de
agarose 1,2% contendo 2,2M de formaldeido. A extracdo do mRNA foi realizada partindo de
aproximadamente 1,5mg de RNA total utilizando o kit FastTrack MAG mRNA isolation kit
(Invitrogen), seguindo recomendacBGes do fabricante. A transferéncia destes RNAs para
membrana de nylon carregada positivamente (Ambion) foi feita por capilaridade. Foram
usadas 3 sondas de oligonucleotideos (50-60 nucleotideos, 15 pmol, Tabela 3) marcadas
radioativamente ( [y-32P]JATP (at 3,000Ci/mmol, 10mCi/ml, 50pmol total) através de reacdo
com a enzima T4 Polynucleotide Kinase (10u) a 37°C durante 1h. Apés a reacdo as sondas
foram purificadas em colunas Amicon Ultra 0.5 mL (Millipore) e o volume total recuperado
de cada sonda foi utilizado para a hibridizacdo. As membranas foram pré-hibridizadas por 1h
a 42°C em na solucdo ULTRAhyb-Oligo (Ambion) acrescido de DNA de esperma de salmao
(100ug/mL) e depois hibridizadas durante 16h a 42°C. Apds a hibridizacdo as membranas
foram lavadas por 2 vezes de com 2x SSC, 0.1% SDS e em seguida foi exposta a telas
sensiveis a radiagdo durante 2 dias. Os sinais foram detectados através da leitura das telas no

equipamento Typhoon™ 9400 (GE Healthcare), de acordo com as instruc¢des do fabricante.
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Tabela 3: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados no experimento de Northern Blot

Oligo Sequencia

GAAATGTAGAAGTGTGCCTTGAGTTGAAAAATAAGTAGGAAAGTACAGGT

PPP3CB_antisenso 1 CTTTAGA

CTGTGGCATGGAGTCAGTTTATACTTTCTTTTTCAGGTGAATACATTATAGT

PPP3CB_antisenso 2 TCTTC

GGTCTCATAGGTGGATTTTTAGGAAGTTCTATGTTTTGAACAGAATTCAGC

PPP3CB_antisenso 3 AATTAGTGG

3.13 Ensaio de promotor in vitro utilizando um gene reporter

3.13.1 Busca por predicdo de regides promotoras in silico

Para fortalecer as evidéncias que o transcrito intrénico ndo codificador DAPK-1 é de
fato um transcrito independente, decidiu-se procurar por predi¢cdes de promotores a montante
do possivel inicio de transcricdo e marcas de cromatina que poderiam estar associadas a
transcricdo independente desse transcrito. A busca por regibes promotoras foi realizada
utilizando 0 programa TSSG, disponivel no site Softberry
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=tssg&group=programs&subgroup=promoter).
Esta mesma regido foi analisada utilizando o site Alibaba2.1 (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2 /index.html) para procurar por possiveis fatores de
transcricdo que poderiam se ligar na sequéncia predita como promotora. Esta ferramenta
prediz sitios de ligacdo de fatores de transcricdo utilizando a base de dados TRANSFAC

(Matys et al. 2006).
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Além destas analises, também foi feita uma busca para identificar marcas de cromatina
H3K4me3 associadas a regides promotoras (Guttman et al. ; Mikkelsen et al. 2007). Para isso
foram utilizados dados de marcas de cromatina disponiveis no UCSC

(http://genome.ucsc.edu/). Foram analisadas 14 linhagens celulares, nenhuma relacionada ao

tecido pancreatico (Figura 5).
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Figura 5: Diagrama representativo da regido promotora do transcrito intronico
antissenso DAPK1. A regido promotora do transcrito DAPK1 se localiza a montante
da regido identificada pelo ensaio de RACE e RT-PCR fita-especifica. A regido
determinada como promotor longo incluiu as duas regides de ligagcdo do TBP (TATA-
binding protein) mais o inicio de marcacdo de H3K4me3 identificada na célula
GM12878. A regido denominada promotor curto apenas possui a regido de ligacao das
proteinas TBP, que estdo identificadas no painel abaixo marcadas em vermelho, e, ao,
lado o resultado encontrado no site alibaba2.0.

3.13.2 Clonagem das possiveis regioes promotoras no vetor pGL3 (Promega)

Apds essas analises in silico foi realizada a clonagem das possiveis regides promotoras
preditas para 0 ncRNA intrénico DAPK-1 (longa e curta) no vetor pGL3 (Promega). Como

molde para essas reacOes foi utilizado DNA gendmico da linhagem celular Mia PaCa-2. As
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possiveis regides promotoras foram amplificadas utilizando os pares de primers nas suas
respectivas temperaturas de anelamento (termociclador MJ Research), usando a BIOLASE™

DNA Polymerase (Bioline) (Figura 6).
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Figura 6: Primers utilizados para amplificacdo de possiveis regides promotoras do
INcCRNA intronico DAPK-1. Localizacdo genémica dos diferentes segmentos usadas nas
construcdes. As setas em preto mostram a regido de anelamento dos primers que foram
usados nas clonagens. As setas no interior das barras indicam a orientacdo dos fragmentos
clonados.

As PCRs foram executadas em um volume final de 50 pl, contendo tampédo 10x NH4-
based Reaction Buffer, MgCl, 50 mM, mistura de dNTPs a 10 mM, 20 uM de cada
oligonucleotideo e 2,5 unidades de GoTaqg Polymerase, completando-se o0 volume com agua
DEPC. Foram realizados 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento em
temperatura de 55°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 2 minutos. Os produtos de

amplificacdo foram analisados em gel de agarose (1,2%) (Figura 7).
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Figura 7: PCR a partir do DNA de MIA PaCa-2. Esta figura apresenta os tamanhos
confirmados pelos primers desenhados para clonagem dos promotores curtos e longos. Esses
fragmentos foram utilizados para a clonagem no vetor pGL3 para confirmar a presenca de
atividade promotora.

As bandas do gel de agarose foram purificadas usando o kit Gel extraction (Qiagen) e
a quantidade de DNA obtida foi medida no espectofotdmetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies). Foi realizada a reacdo de digestdo do DNA purificado bem como a do vetor
pGL3 com as enzimas de restricdo Nhel e Hind Il (Figura 8). Foi utilizado 1ug de inserto,
10pl de cada enzima de restricdo, 10ul de BSA (100x) juntamente com o tampdo 10x
NEBuffer 4. A reacdo foi mantida a 37 °C por quatro horas. Depois, foi realizada a reacéo de

ligacdo vetor pGL3 + inserto overnight a 4 °C.
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Figura 8: Representacdo esquemética do vetor usado para analisar a atividade
rJpromotora de uma posivel regido regulatéria do IncRNA DAPK-1 em linhagem celular
MIA PaCa-2. Como controles também serdo realizadas transfec¢des com o vetor vazio (sem
nenhum inserto). As construcfes para 0s possiveis promotores (senso e antisenso) foram
geradas a partir de uma estratégia de clonagem utilizando sitios especificos de enzimas de
restricdo (Nhel e Hindl, setas vermelhas).

Bactérias eletro-competentes da cepa DH10B foram transformadas com o produto da
ligacdo por eletroporacdo no Gene Pulser Il (BioRad), utilizando os parametros padrdo. As
bactérias transformadas foram cultivadas em placas de cultura contendo meio LB com
ampicilina, IPTG e X-Gal, e incubadas em estufa a 37°C overnight. Os plasmideos
recombinantes foram extraidos utilizando o kit Spin MiniPrep (Qiagen) e quantificados no
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Para confirmacdo da
presenca do inserto foi realizada a reacdo de digestdo dos plasmideos purificado com as

enzimas de restricdo Nhel e Hind 111 (Figura 9).
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Figura 9: Confirmacgdo da presenca do inserto nos tamanhos esperados no vetor
pGL3. Os plasmideos foram digeridos com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas
para fazer a construcdo, para confirmar a presenca do inserto (indicado por setas). CS=
promotor curto com orientagdo senso; CAS= promotor curto senso com orientacdo
invertida; LS= promotor longo com orientacdo senso; LAS= promotor longo senso com
orientacdo invertida; SV40= vetor controle pRL-SV40-control que possui 0 promotor
forte SV-40 e Renilla Luciferase (controle transfec¢do); C- = vetor vazio pGL3-basic
(controle negativo); C+ = controle positivo pGL3-control que possui promotor forte SV-
40 e Firefly Luciferase.
Esse experimento confirmou a presenca dos possiveis promotores clonados em pGL3
(CS, CAS, LS e LAS). Uma vez confirmada a presenca dos possiveis promotores clonados

em pGL3, esses foram transfectados em células Mia PaCa-2, como descrito a seguir.

3.14 Transfecc¢ao dos vetores pGL3 em células Mia PaCa-2

Foram plaqueadas 5x10* células Mia PaCa-2 em placas de 24 pocos, para que no dia
da transfec¢do os pocos apresentassem uma confluéncia de ~50%. Foram plaqueadas trés
réplicas bioldgicas de células que receberdo os vetores carregando o possivel promotor longo
senso, longo senso invertido, curto senso, e curto senso invertido. Além disso, foram
cultivadas também trés réplicas bioldgicas células que receberdo o vetor vazio pGL3-basic

(controle negativo) e o vetor controle pGL3-control que possui o promotor forte SV-40
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(controle positivo, Firefly Luciferase). O vetor controle pRL-SV40-control (controle de
transfeccdo, Renilla Luciferase) foi também transfectado juntamente com células que
receberdo os vetores carregando o possivel promotor longo senso, longo senso invertido, curto
senso, curto senso invertido e vazio, para que seja realizada a normaliza¢do de cada medicdo
comparando a atividade do possivel promotor com a atividade do pRL-SV-40-control, uma

vez que a eficiéncia da transfeccao pode ser diferente entre as réplicas analisadas.

Para a transfeccdo, foram inicialmente adicionados a placa de cultura 1ug de
plasmideos, e em seguida foi adicionado 3,5 pL de Fugene. Essa mistura foi mantida a

temperatura ambiente por 15 minutos e depois guardada em estufa por 48h.

3.15 Cultivo de Células Mia PaCa-2, PANC-1, AsPC-1 e Capan-1

Como o principal foco do trabalho era estudar INCRNAs intronicos associados a patologia
de tumor primario e metastase pancreaticos, foram selecionadas células humanas provenientes de
tumores pancreaticos com e sem evidéncia de metastase. MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420)
originada de carcinoma pancreéatico, sem evidéncia de metastase. PANC-1 (ATCC CRL-1469)
célula epitelial originada de carcinoma do ducto pancreatico. AsPC-1 (ATCC CRL-1682), célula
de origem pancreatica derivada de sitio metastatico no fluido ascitico acumulado no periténio.

Capan-1 (ATCC HTB-79), célula de origem pancredtica derivadas de metastatico no figado.

As linhagens celulares foram cultivadas de acordo com as recomendagfes da American
Type Culture Collection - ATCC (http://www.atcc.org/). em frascos Corning 75¢cm? ou Nunclon
270mL para cultura de célula com 5mL ou 10mL. respectivamente. As linhagens Mia PaCa-2 e
PANC-1 foram mantidas em meio de cultura DMEM composto em cada litro por glutamina e
1000mg/L glicose (D5523-1L Sigma-Alrich), 10mL de 100mM de piruvato de sédio (Gibco), 1.5

g/L de bicarbonato de sodio (Sigma), 0.04 g/L Penicilina (Cultilab), 0.1g/L Estreptavidina. As
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linhagens metastaticas AsPC-1 e Capan-1 foram mantidas em meio de cultura RPMI composto em
cada litro de e 4,5¢/L glicose (D5523-1L Sigma-Alrich), 10mL de 100mM de piruvato de sddio
(Gibco), 1.5 g¢/L de bicarbonato de sdédio (Sigma), 0.04 g/L Penicilina (Cultilab), 0.1g/L
Estreptavidina. Soro fetal bovino (SFB) foi adicionado as aliquotas de meio de cultura na
propor¢do de 10% do volume total para cultivo de Mia PaCa-2, PANC-1 e AsPC-1 e 15% do

volume total para o cultivo de Capan-1.

3.16 Silenciamento de transcritos utilizando oligos antisenso modificados

Para ensaios de silenciamento transiente dos transcritos selecionados foram adquiridos
oligonucleotideos antisenso modificados (IDT) com modificagGes phosphotioate e 2°O-metil,
que sdo mais resistentes a degradacdo. A padronizacdo dos experimentos de silenciamento foi
realizada com MALAT-1, transcrito ndo codificador nuclear e actina, transcrito codificador
de proteina. Ambos os transcritos sdo constitutivamente expressos em células Capan-1.
Depois foram realizados experimentos de silenciamento do transcrito ndo codificadores

DAPK-S.

Foram plaqueadas 5x10° células Mia PaCa-2 em garrafas de 60mm com meio DMEM
sem antibidtico e sem soro. Ap6s 24hs, as células foram transfectadas com 120pmol dos
oligos antissenso diluidos, inicialmente, em 3mL de OPTMEM-I (Gibco), utilizando 15uL de
Lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen). Apos 4-6h, foram adicionados 3mL de meio DMEM
com 20% de SFB sem antibiotico. Apos 24 e 48hs, as células foram recolhidas e 0 RNA foi
extraido com TRIzol e purificado com o RNeasy mini kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do
fabricante. Juntamente com a purificagdo, houve o tratamento do RNA com DNAse | para

retirar eventual contaminagdo por DNA. Apos o tratamento, foram realizadas reagdes de PCR



79

com primers para amplificar a tubulina a fim de confirmar a auséncia de contamina¢do com

DNA genbmico nas amostras.

A sintese de cDNA foi realizada partindo de 1ug de RNA total utilizando o Kit
SuperScript®I1I First Strand Supermix (Invitrogen) seguindo as recomendac6es do fabricante.
Apds a sintese de cDNA, este foi diluido 8x (20puL de cDNA: 140uL de H,O tratada com
DEPC) para iniciar a reacéo de Real Time RT-PCR. Para a reacdo qPCR foram utilizados 5uL
de cDNA diluido com 5uL de primer (4uM) e 10 uL de SyberGreen (Applied Biosystem), a

reacao foi realizada seguindo os parametros padrdes recomendados pelo fabricante.

Os experimentos foram realizados em triplicata. A reacdo de Real Time RT-PCR foi
realizada utilizando os primers relativos aos transcritos cujo silenciamento foram analisados e
também com primers do gene normalizador HMBS (Vandesompele et al. 2002) e, portanto,

nivel de expressao foi calculado por quantificagdo relativa AACt (Pfaffl 2001).
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4 Resultados

4.1 RNAs nao codificadores longos intronicos e intergénicos sio expressos em

tecidos pancreaticos com diferentes graus de malignidade

Neste trabalho foi utilizado uma plataforma de microarranjos de cONA customizada com
aproximadamente 4000 elementos para investigar o padrdo de expressdo de RNAs
codificadores de proteina e RNAs longos ndo codificadores de proteinas que mapeiam em
regibes intrénicas e intergénicas do genoma em amostras clinicas de pacientes com cancer de
pancreas. Esta plataforma de microarranjos ja foi descrita previamente em trabalhos do grupo
[4, 5] e é composta por 2371 mRNAs de genes descritos na literatura como associados ao
cancer, 910 transcritos mapeados em regides intrénicas e intergénicas, além de 74 IncRNAs

conhecidos. Os MRNAs e IncRNAs bem anotados fazem parte do conjunto RefSeq.

Alvos fluorescentes (cCRNAs marcados com Cy5) foram gerados a partir de 38 amostras
clinicas de pacientes contendo a seguinte distribuicdo: 15 amostras de adenocarcinoma de
pancreas primario, 6 amostras de metastases de tumores pancreaticos, 9 amostras de tecido
pancreatico ndo tumoral adjacente a tumores e 8 amostras de pancreatite cronica. Estas 38
amostras foram hibridadas individualmente com microarranjos e apos a filtragem dos dados,
1607 transcritos foram identificados como expressos em pelo menos um dos tecidos utilizados
(ver Materiais e Métodos, secdo 3.6 para maiores detalhes). Estes incluiam 1267 mRNAs
codificadores de proteina e 340 RNAs mapeados em regides intrénicas e intergénicas (sem
sobreposicdo com regides exdnicas de RefSeqs de RNAs codificadores de proteina), e 22
NcRNAs conhecidos como XIST (NR_001564.2 ), TSIX (NR_003255.2), MEG3
(NR_046465.2 entre outros RefSeqs). Somente transcritos cujas sondas no microarranjo

apresentaram alinhamento com pelo menos 90% de identidade com RNAs anotados foram
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selecionados para analises posteriores. Desta forma, cinco dos 78 transcritos intergénicos
mostrados na Tabela 4 foram excluidos e um total de 335 ncRNAs (22 IncRNAs conhecidos,
240 possiveis INcRNAs mapeados em regides intrénicas e 73 mapeados em regides

intergénicas) foram utilizados nas andlises subsequentes.

Como pode ser visto na Tabela 4, mMRNAs codificadores de proteina e 0s possiveis RNAs
ndo codificadores longos mapeados em regides intronicas e intergénicas foram detectadas em
todos os tipos histoldgicos de pancreas. Cada tipo de RNA esta representado de maneira

comparavel entre os tecidos pancreéticos utilizados.

Tabela 4: Distribuicdo de transcritos detectados em tecidos pancreaticos utilizando

microarranjo com 4k elementos

Ti N2 sondas no N2 sondas detectadas como expressas em N2 Sondas
PO microarranjo NT T M PC expressas *
MRNAS codificadores 2371 1106 1167 1198 1230 1267
de proteina
IncRNAs conhecidos 74 20 19 29 18 29
(RefSeq)
IncRNAs intrénicos 722 206 202 238 235 240
IncRNAs intergénicos 188 68 68 74 77 78
Total 3355 1400 1456 1532 1560 1607

*Para ser considerado expresso, o sinal da sonda deveria ser detectado acima da mediana da plataforma de
microarrajo e estar presente em pelo menos 75% das amostras de pelo menos um tecido.

NT: tecido ndo tumoral, T: adenocarcinoma primario, M: metdstase de tumores primarios, PC: pancreatite
cronica.

A fracdo de IncRNAs intronicos detectados como expresso na plataforma de
microarranjo foi de 0.33 (240/722), sendo comparavel a fracdo dos INncCRNAs conhecidos
(22/74 = 0.30) e aos IncRNAs intergénicos (73/188 = 0.39). A pequena fracdo de IncCRNAs

detectado em tecidos pancreéaticos (0.30-0.39) comparado com os mRNAs codificadores de
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proteina (0.53) (Figura 10) reflete a observacdo de outros estudos que os RNAs ndo
codificadores de proteina s&o menos abundantes e mais tecido-especifico do que os transcritos
codificadores de proteina (Birney et al. 2007; Nakaya et al. 2007; Sherman et al. 2007). De
acordo com essa ideia, foi observado que a intensidade média dos possiveis INCRNAS
detectados nas amostras de tecido pancreatico foi menor do que a intensidade média dos
MRNAs codificadores de proteina, com valores de 24,9 e 31,6 (unidades arbitrérias),

respectivamente.

IncRNAs intergénicos 61

IncRNAs intrénicos 67

mMRNAs codificadores de proteina a7

IncRNAs conhecidos (RefSeq) _ 70

0% 20% 40% 60% 80% 100%

M Expressos N3do expressos

Figura 10: Fracdo de expressdo de transcritos detectados em tecidos pancreaticos. O
grafico mostra em porcentagem (eixo X) a fracdo de transcritos detectados como expressos
em pelo menos um dos 4 tecidos pancreaticos analisados em pelo menos 75% das amostras de
um tipo histoldgico. No eixo Y esta discriminado cada classe de transcritos estudados.

Dos 240 transcritos originados de regides intrénicas identificados como expressos nos
tecidos pancredticos, apenas 62 possuiam sondas que interrogavam o transcrito codificador de
proteina do mesmo locus. Desses, 31 (50%) apresentaram expressao apenas na regiao
intrénica. Em 31 loci génicos foram detectados simultdneamente transcritos intrénicos e

transcritos codificadores de proteina. Para cada um desses loci, a correlagdo de Pearson (r)
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referente a expressdo do codificador de proteina e do transcrito intrénico foi calculada
utilizando todas as amostras de tecido pancreatico. Na maior parte dos casos (27 dos 31,
87%) foi observada uma baixa correlacdo (-0.5 < r < 0.5), com 12 loci apresentando
correlacdo negativa entre a expressdo do possivel INcRNA e o mRNA codificador de proteina,

e 19 mostrando a correlacdo positiva como pode ser visto na Figura 11.
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Figura 11: Calculo da correlacdo de Pearson (r) referente ao nivel de expressdo do
transcrito intrénico e o codificador de proteina. O grafico acima mostra a correlagéo de
Pearson (r) representada no eixo X. Cada ponto representa um lécus génico onde foi calculada a
correlacdo de expressdo entre o transcrito intrénico e o transcrito codificador correspondente.
No total foram calculados 31 coeficientes de correlagdo de Pearson e cada um esta representado
com o seu respectivo Gene Symbol. Somente 4 loci génicos apresentam correlagdo positiva alta
(13%, 4/31), a maior parte (87%, i.e. 27/31) apresenta baixa correlacdo (-0.5 < r < 0.5), sendo
que desses 27, doze (12/27, 44%) apresentam correlacdo negativa (r < 0) e 15 (15/27, 56%)
apresentam correlacdo positiva.



84

Dos 31 loci analisados, , treze (42%) apresentaram a mediana de expressao do transcrito
intrdnico maior do que a do transcrito codificador entre as 38 amostras clinicas de pacientes.
Dos 13 transcritos intronicos, 9 (69%) apresentaram mediana de expressdo 2 vezes maior do
que o seu respectivo codificador de proteina. Esses resultados sugerem que esses transcritos
intrénicos transcritos sejam originados de uma transcricdo independente, e ndo um sub-
produto do processo splicing pés-transcricional do mRNA como apontado por alguns grupos

(Struhl 2007; van Bakel et al. 2010).

Para estender essa analise de correlacdo para 0s outros transcritos intronicos
detectados como expressos na analise de tecido pancreaticos, foram utilizados dados publicos
de RNA-seq de 9 tecidos diferentes (Wang et al. 2008) e a correlacdo de Pearson entre a
expressao dos NcRNASs intronicos e dos codificadores de proteinas correspondentes ao mesmo
locus foi calculada. Para o calculo de expressdo foi utilizada a abordagem de RPKM (Reads
Per Kilobase of exon model per Million mapped reads) (Mortazavi et al. 2008), que normaliza
os dados de expressdo pelo tamanho dos transcritos e tamanho da biblioteca sequenciada. Para
o célculo de correlacdo de Pearson, foram utilizados os niveis de expressdo (RPKM) do
transcrito intrénico, dos éxons que se situavam a montante e a jusante do transcrito intrénico.
Somente os loci génicos que apresentassem todos os elementos (regido intronica, éxon a
montante e 0 éxon a ajusante) detectados em pelo menos das 4 das 9 bibliotecas de RNA-Seq
disponiveis foram utilizados para o calculo do coeficiente de Pearson. Foi verificado que

75/240 (31%) loci génicos satisfizeram essa condicéo.

Como esperado, foi observada uma alta correlacdo entre a expressdao dos éxons
flanqueando regides intrénicas, que possivelmente compde o mesmo mMRNA maduro (66/75, r
> 0.5, Figura 12, linha preta). Com relacdo aos pares intron-éxon, um terco dos pares intron-
éxon mostrou uma correlacdo positiva alta (24/75, r > 0.5). A expressdo de mais da metade

dos pares intron-éxon apresentou baixa correlagdo e uma pequena fracdo apresentou
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correlacdo negativa alta (5/75, r < -0.5). A baixa correlagéo observada entre a abundancia de
transcritos intrénicos e de transcritos provenientes de éxons adjacentes sugere que a maior
parte dos RNAs intrdnicos sejam acumulados e processados na célula de forma distinta dos

MRNAs produzidos no mesmo locus.

Frequéncia de correlacao - Bibliotecas RNA-Seq Burge (hg19)
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Figura 12: Célculo de correlagdo entre regides intrénicas e éxons adjacentes usando as 9
bibliotecas de RNA-seq (Burge RNA-seq). O nimero de reads foi normalizado por RPKM.
Somente transcritos que apresentassem a expressdo éxon-intron e éxon-exon em pelo menos 4
bibliotecas tiveram a correlacdo de Pearson calculada. Utilizando este critério o nimero de
transcritos utilizados nessa analise foi de 75 (75/240, 31%). Importante ressaltar que 50% dos
coeficientes de correlagdo calculados entre as regiGes exdnicas (upstream/a montante e
downstream/a jusante) foram iguais ou maiores a 0,8, enquanto que 50% dos coeficientes de
correlagdo entre as regides intrnicas e exonicas adjacentes foram iguais ou menores a 0,2 para 0s
75 transcritos analisados. Destes, metade apresentou uma correlacdo negativa, representando
aproximadamente 25% do total. Essa baixa correlagé@o entre os transcritos de regiGes intronicas e
0s éxons adjacentes sugere que parte destes transcritos intrdnicos possam ser originados de
transcri¢des independentes.
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As mesmas bibliotecas de RNA-seq foram utilizadas para verificar o padrdo de
expressdo dos 335 transcritos ndo codificadores detectados em tecidos pancreéticos nos nove
tecidos disponiveis. Para realizar esta andlise, as coordenadas gendmicas dos NcRNASs
detectados em tecidos pancreéaticos foram cruzadas com as coordenadas genémicas dos reads
provenientes de cada uma das nove bibliotecas de RNA-Seq. Foi observado que
aproximadamente 80% dos transcritos detectados em tecidos pancreéticos sdo também

expressos em pelo menos um dos nove tecidos humanos analisados (Figura 13).

IncRMAs detectados
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Figura 13: RNAs intrdnicos e intergénicos expressos em tecidos pancreaticos sdo detectados
em diferentes tecidos humanos. Coordenadas genémicas de 335 RNAs intronicos/intergénicos
detectados nos tecidos pancreaticos por microarranjo de DNA tiveram as coordenadas gendmicas
comparadas com 9 bibliotecas de diferentes tecidos geradas por RNA-Seq. Os ncRNAs foram
agrupados de acordo com o nimero de bibliotecas identificadas (eixo Y). As bibliotecas de RNA-
Seq estdo apresentadas no eixo X e ordenadas, da esquerda para direita, de acordo com o ndmero
de ncRNAs pancreaticos detectados em cada biblioteca. Na coluna da esquerda estdo
representados o numero/porcentagem dos transcritos expressos em pancreas que também sao
identificados em outros tecidos. Na parte de baixo é apresentado o nimero de reads em cada
biblioteca e 0 nimero de IncRNAs expresso em pancreas também detectado em cada uma das
bibliotecas. As cores representam o nimero de bibliotecas em que o transcrito foi identificado.

Como mostrado na Figura 13 acima, as maiores fraches sdo representadas por
transcritos que foram detectados apenas em tecidos pancreaticos ou transcritos detectados em
todos os 9 tecidos analisados por RNA-Seq. Isto sugere que os NncCRNAs sdo heterogéneos
quanto ao padréo de expresséo tecidual, incluindo transcritos com expressao restrita a tecidos

especificos ou amplamente expressos em diferentes tecidos.

4.2 Analise in silico do potencial codificador, tamanho e processamento em

pequenos RNAs dos transcritos intronicos expressos em tecidos pancreaticos

Para caracterizar melhor os transcritos intrénicos e intergénicos quanto ao potencial de
codificarem polipeptideos, o seu potencial codificador foi medido utilizando o software CPC
(Coding Potential Calculator) (Kong et al. 2007). Essa analise mostrou que a maior parte dos
transcritos intronicos e intergénicos (322/335, 96%) possui baixo ou nenhum potencial
codificador. Basicamente, o software procura por ORFs na sequéncia das ESTs nas 6 fases de
leitura e alinha as sequéncias nucleicas obtidas (BLASTX) contra o banco de proteinas
UniRef 90 (UniProt Reference Clusters, (Wu et al. 2006)) para verificar se a ORF predita

possui alguma similaridade com proteinas conhecidas. Como pode ser notado na Figura 14 0s
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RNAs (intronicos e intergénicos) apresentaram tamanho de ORFs e score CPC menores que
os observados para mRNAs codificadores de proteina, indicando que a maior parte dos

transcritos intrénicos e intergénicos, de fato, sdio RNAs ndo codificadores.

A Figura 14 mostra que a maior parte dos transcritos mapeados em regides intronicas e
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Figura 14 : As ORFs encontradas para os ncRNAs sdo curtas e com baico potencial
codificador. O primeiro painel representa o tamanho das ORFs (eixo X) e a porcentagem de
transcritos (eixo Y). Como pode ser visto no primeiro painel, a maior parte dos transcritos (95%)
ndo codificadores possuem ORFs menores que 300nt. No segundo painel estd representado o
Score calculado pelo programa CPC (eixo X). Valores menores que zero (linha cinza) séo
classificam o transcrito como ndo codificador e valores maiores que zero classificam o transcrito
como codificador.
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intergénicas possui uma ORF pequena de aproximadamente 300nt, isto representaria uma
proteina de 100aa, podendo representar um ORF confiavel ou ndo. O programa também faz
um BLASTX para calcular o nimero de hits encontrados em comparcao a base de dados de
proteina UniRef 90, pois é provavel que transcritos codificadores de proteina possuam maior
quantidade de hits do que os ncRNAs. Em geral, o tamanho pequeno da ORF j& é um
indicativo de baixa qualidade, entretanto h& outros pardmetros que sdo levados em
consideragcdo como mostrados em na se¢do 3.7.5 em materiais e métodos, isso indica que as
ORFs preditas para os RNAs intronicos e intergénicos possuem grande chance de ndo serem
confidveis e, portanto, a maior parte desses expressos em tecidos pancreaticos pode ser
classificada como ndo codificadores. Além disso, 0s NcCRNAs apresentam um padréo de valor
de score e tamanho de ORFs bem diferentes dos padrbes apresentados pelos codificadores de
proteina, indicando que se tratam de grupos bem distintos de RNAs. Ainda, a maior parte dos
ncRNASs (intronicos e intergénicos) possuem um score menor do que zero, 0 que os classifica

como RNAs ndo codificadores de proteina.

Visto que os transcritos ndo codificadores longos sdo aqueles denominados,
arbitrariamente, com aqueles RNAs ndo codificadores que possuem sequéncia de 200 ou mais
nucleotideos (Baker 2011), o tamanho das ESTs referentes aos transcritos intrénicos (n = 240)
foi investigado. Primeiro, foi realizado um analise com o conjunto de sequéncias intrdnicas a
fim de verificar o tamanho das ESTs e estes transcritos foram comparados com o banco de
TINs e PINs depositados no UCSC (http://genome.ucsc.edu/) que foram gerados por nosso
préprio grupo por Nakaya e colaboradores (Nakaya et al. 2007). Estas denominacGes TINs e
PINs foram originadas de contigs montados a partir de sobreposicdo de ESTs, sendo os
transcritos TINs denominados como totalmente intrénico e PINs, parcialmente intrdnicos.
Desta forma, os transcritos TINs possuem uma montagem de contigs localizados apenas em

regides intronicas e os transcritos PINs possuem montagem de contigs que passam por regides
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intrbnicas e atravessam regides exonicas, cobrindo totalmente o éxons possuindo, pelo menos,

30nt em ambas as pontas das regides exonicas.

Distribuicao do tamanho dos TIN e ESTs
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Figura 15: Distribuicdo de tamanhos das
sequéncias de TIN e ESTs. O grafico mostra a
distribuicdo de tamanhos das sequéncias dos
TIN contigs (vermelho) e ESTs (azul). O eixo
Y representa a porcentagem das sequéncias. As
marcas pontilhadas representadas por TIN e
EST mostram o tamanho médio das sequéncias,
sendo 779nt e 428nt, respectivamente.

Nesta andlise, foi visto que 190 dos 240 (79%) transcritos intrénicos estavam
localizados nas montagens de contigs TINs (Figura 15). O tamanho médio dos TINSs
encontrados foi de 779nt, enquanto que o tamanho médio representado pelas ESTs foi de
428nt. Comparando as 50 sequéncias restantes, foi visto que 11 sequéncias continham uma
predicdo de PIN contig. O tamanho médio dos PIN contigs foi de 4129nt, no entanto o
tamanho médio apresentado pelas ESTs que mapeavam em alguma predicéo PIN foi de 405nt.

Este resultado sugere que as sequéncias de ESTs que estdo representadas na plataforma de
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microarranjos sdo Ssequéncias parciais de transcritos mais longos, logo estes transcritos

analisados podem ser classificados como longos RNAs nao codificadores (INCRNAS).

No caso dos transcritos intergénicos ndo foi possivel realizar essa andlise de
sobreposicdo entre TINs e PINs pelo fato destes ultimos estarem localizados dentro de
coordenadas de genes conhecidos. Entretanto, para averiguar se 0s transcritos intergénicos
pudessem ser possiveis UTRs ndo anotados ainda, foi realizada uma analise entre as
coordenadas dos 73 transcritos intergénicos e dos UTRs mapeados em RefSeqs (montagem
hg19, Outubro de 2010). Dos transcritos analisados 14 foram encontrados a pelo menos até
1kb de distancia de 5’ ou 3’ UTRs conhecidos, sugerindo que 19% desses transcritos possam
representar regides UTRs de mRNAs codificadores de proteinas conhecidos ainda néo

anotados.

E bem estabelecido na literatura que pequenos RNAs regulatdrios sdo originados do
processamento de RNAs longos transcritos de regides intronicas ou intergénicas do genoma
(Wilusz et al. 2009). Para verificar se 0s RNAs longos nédo-codificadores detectados em
tecidos pancreaticos poderiam ser fontes de pequenos RNAS, o conjunto de 335 transcritos foi
comparado com a base de dados de microRNAs e snoRNAs (Lestrade and Weber 2006;
Griffiths-Jones et al. 2008). Nenhuma similaridade entre os transcritos analisados e as bases
de dados utilizadas foi encontrada com excecdo de uma sequéncia que mapeou no locus
SNORDS89. Entretanto, como ¢é relatado na literatura que o tamanho médio de precursores de
RNAs pequenos (>1Kb) (Bartel 2004; Du and Zamore 2005) é maior do que o tamanho
médio apresentado pelas ESTs (428nt), a analise foi realizada novamente estendendo as
coordenadas gendmicas das sequéncias de ESTs com 1Kb em cada ponta do transcrito. Nesta
nova analise foram encontradas mais 4 sequéncias que mostravam alta similaridade com 7

RNASs pequenos representados a seguir: hsa-mir-1259, hsa-mir-326, hsa-mir-4269, hsa-mir-
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675, SNORD12 , SNORD12B e SNORD12C. A baixa sobreposi¢do encontrada ndo exclui a
possibilidade de que os ncRNAs longos intronicos sejam precursores de pequenos RNAS

ainda ndo anotados.

A fim de obter mais informacdes descritivas sobre esses transcritos, as coordenadas
desses 335 IncRNAs foram cruzadas com a ultima montagem do GENCODE v12, disponivel
no site do UCSC (http://genome.ucsc.edu). Nesta andlise, foram encontrados 96 transcritos
(29%) que mapeiam em regides de transcritos ndo codificadores definidos pelos GENCODE
v12. Dos 96 transcritos, 27 mapeiam em regides exonicas das predicbes de INCRNAS
definidas por essa ultima montagem do GENCODE, sugerindo que esses INCRNAs intrdnicos

e intergénicos possam ser novos RNAs néo codificadores ainda ndo anotados.

Ainda para a caracterizagdo dos ncRNAs intronicos, foi feita uma andlise de
sobreposicdo das coordenadas de mapeamento dessas sequéncias com regiGes conservadas
discretas (conserved DNA elements) anotadas nos genomas de Vertebrados, Mamiferos e
Primatas. A conservacdo de sequéncia entre espécies evolutivamente relacionadas sugere a
existéncia de selecdo purificadora, que por sua vez € frequentemente associada como uma
evidéncia de importancia funcional para uma dada regido gendmica (Ponjavic et al. 2007).
Nesta andlise foi observado que apenas uma porcdo (n = 154, i.e. 46%) das sequéncias
expressas nos tecidos pancreaticos se sobrepde a regides contendo elementos conservados.
Foi observado também que a frequéncia de sobreposicdo € maior com 0 aumento da
especificacdo do grupo (primatas > mamiferos > vertebrados). A sobreposicdo com elementos
conservados observada para os ncRNAs foi maior do que a observada para o grupo controle,
composto por sequéncias gendmicas selecionadas ao acaso com mesmo tamanho e contetdo
de CG (Fischer’s exact test p-valor < 0.05, Figura 16), indicando que a sobreposi¢cdo com 0s
transcritos ndo codificadores expressos em tecidos pancreaticos ndo ocorre ao acaso. Apesar

de ser observado um enrigquecimento de sequéncias conservadas nos NCRNAS expressos em
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tecidos pancreéaticos, esta sobreposicao foi pequena possuindo uma taxa de no maximo 30%
das sequéncias observadas quando comparadas com o n° total de ncRNAS expressos.
Entretanto, a falta de conservacdo das sequéncias, que nao possuiam sobreposicdo com
elementos conservados, nédo indica a falta de fun¢do ou importancia, pois como relatado na
literatura, os RNAs ndo codificadores possuem uma baixa taxa de conservacdo na sua

sequéncia global (Pang et al. 2006).
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Figura 16: Sobreposicdo de ncRNA intronicos com elementos de DNA conservados
identificados na comparacdo com 3 diferentes grupos taxonémicos. Coordenadas de
elementos de DNA conservados em Vertebrados, Mamiferos e Primatas (PhastCons
depositados no UCSC foram cruzadas com as coordenadas de ncCRNAS intrénicos expressos
em tecidos pancreaticos (barras azuis). Como controle foram utilizadas coordenadas de
sequencias intronicas aleatoriamente selecionadas no genoma com o mesmo conteudo de
GC (random same %CG, barras cinza). A sobreposi¢do observada para os ncRNAs foi maior
do que a observada para o grupo controle (Fischer’s exact test p-value < 0.05), sugerindo
que ndo ocorre ao acaso. O tamanho das barras indica 0 nimero de sequéncias encontradas
em cada grupo dividido pelo nimero total de elementos conservados em cada grupo.
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Outra andlise realizada foi verificar se os transcritos ndo codificadores expressos em
tecidos pancreaticos apresentavam estrutura secundaria conservada utilizando o RNAz
(Gruber et al. 2007). Como porposto por Washielt et al. (Washietl et al. 2005), a busca por
estrutura conservadas pode levar a descoberta de novos RNAs ndo codificadores funcionais.
Realizando esta andlise, foi visto que 49 sequéncias apresentavam estrutura secundaria
conservada (15%), sugerindo que pelo menos uma porgdo desses RNAs contém dominios
estruturais conservados que poderiam ser importantes para processamento e/ou para funcao
biolégica. = As  estruturas  conservadas se  encontram  no  site  abaixo

http://verjo102.ig.usp.br/sites/tahira/structures.html.

Além da busca de conservacdo de sequéncia de DNA e estrutura secundaria, também
foi analisado a conservacdo de expressdo desses INCRNAs em outras espécies utilizando
transmaps. A Figura 17 mostra que 100 transcritos INcCRNAs (30%, 100/335) foram
identificados como expressos em pelo menos 19 outras espécies. Apesar da taxa se apresentar
baixa, esta ainda é estatiscamente significante quando comparada com o grupo randdémico de
mesmo tamanho e distribuicdo cromossdmica (Fischer’s exact test p-valor < 0.05). O baixo
nimero de transcritos intrénicos e intergénicos com conservacdo de expressdo pode ser
explicado pelo fato da limitacdo de dados disponiveis referentes ao transcriptoma de varias
espécies, pois grande parte do que foi encontrado foram originados de camundongo que
apresenta uma base de dados bem extensa devido ao projeto FANTOM (Functional
Annotation of the Mouse Genome), o qual se dedica a anotacdo funcional desta espécie
(Okazaki et al. 2002). Espécies mais proximas como macaco Rhesus e orangotango possuem
62.206 e 46.026 ESTs depositadas no UCSC, enquanto que camundongo possui 4.370.322

ESTs, suportando 0 argumento acima.


http://verjo102.iq.usp.br/sites/tahira/structures.html

Organismo Espécie N2 IncRNAs
monDom5- I Gamba M. domestica 1
omAnal- I Ornitorrinco 0. anatinus 1
taeGut14 Péssaro T. guttata 1
cavPor3- Porco-da-india C. porcellus 1
fr2- Peixe T. rubripes 1
orylat2 Peixe O. latipes 5
danRer6 Peixe D. rerio 14
gasAcul Peixe G.aculeatus 9
xenTro2 R3 X. tropicalis 14
galGal3 Galinha G. gallus 18
callac1 Saqui C. jacchus 1
eunabZ Cavalo E. caballus 6
oryCun2 Coelho 0. cuniculus 4
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Figura 17: Andlise de conservacdo de expressao e sequencia de ncRNAs intrénicos A
matriz mostra INCRNAS intrdnicos ou intergénicos (n=100) que posuem ortélogos em outras
espécies detectados utilizando a ferramenta Transmap, obtidos a partir do UCSC Genome
Browser. Os IncRNAs com ortdlogos estdo representados nas colunas e as espécies em que
cada transmap foi encontrado nas linhas roxas. Para investigar a significancia estatistica, a
proporcdo de IncRNAs que co-localizam com regides gendmicas associadas a ortdlogos
identificados por transmaps foi comparada as proporcdes resultantes do mapeamento de
sequencias aleatdrias. A significAncia foi dada por um valor de corte de p-value < 0.05 no
teste de Fisher (*).
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4.3 Busca por elementos regulatdrios associados as regides promotoras
(H3K4me3 e CpG) e evidéncias de 5’-CAP nos transcritos expressos em

tecidos pancreaticos.

Devido a falta de informacdo sobre a biogénese desses RNAs ndo codificadores
originados de regides intronicas e intergénicas, foram realizadas analises para a busca de
elementos regulatérios no genoma que poderiam estar associadas a transcricdo. Primeiro, foi
visto a presenga da trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3), uma modificacdo da
cromatina descrita na literatura, associada com inicio de transcricdo (Mikkelsen et al. 2007),
na vizinhanca das transcritos intronicos e intergénicos. As coordenadas gendmicas das marcas
de cromatina H3K4me3 foram medidas em 13 linhagens celulares (Mikkelsen et al. 2007) e
obtidas no UCSC Genome Browser. Apenas as marcas H3K4me3 que possuiam p-valor < 10°
> foram utilizadas para limitar o ruido experimental. A marca H3K4me3 mais proxima
relativa aos transcritos intronicos e intergénicos foi selecionada e sua distancia anotada. Como
um controle, a mesma analise foi realizada usando 100 grupos randémicos compostos por
sequéncias muito similares as expressas no tecido pancreatico com o mesmo tamanho e
mesmo contelldo de CG. As coordenadas referentes aos RNAs codificadores de proteina
expressos nos tecidos pancreéticos também foram analisadas. Para isso, as coordenadas das
ESTs que representavam transcritos (intrdnicos, intergénicos ou mRNAs) foram cruzadas
com coordenadas correspondentes as marcas de H3K4me3 que estava presente em pelo
menos uma das 13 linhagens cujas as marcas foram vistas. Apds esta etapa a marca mais
proxima foi anotada.

Como esperado, foi observada uma associagdo estatisticamente significante entre a
localizacdo de marcas H3K4me3 e mRNAs codificadores de proteinas, quando comparados
com as 100 grupos controles (teste Kolmogorov-Smirnov, maior p-valor < 0.01). Resultados

similares foram obtidos quando o grupo de transcritos intrénicos, mostrando uma associacao
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estatisticamente significativa com marcas associadas a regidao promotora H3K4me3 quando
comparado com o grupo controle (Kolmogorov-Smirnov test, maior p-valor < 0.05) (Figura
18A). Quando os grupos de RNAs intronicos e mRNAs foram comparados nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi encontrada entre as duas distribuigdes, indicando
que ambas as distribuicGes sdo similares. A mesma andlise foi realizada para as sequéncias
que mapeavam em regides intergénicas. Apesar de ter sido observada uma frequéncia alta de
marcas de cromatina perto das pontas conhecidas das sequéncias intergénicas Figura 18B),
nenhuma diferenca estatisticamente significante na distribuicdo foi encontrada quando
comparada ao grupo randomico. Entretanto, nenhuma diferenga na distribuigdo de marcas de
cromatina H3K4me3 foi encontrada quando as sequéncias intergénicas foram comparadas
com mRNAs, sugerindo que a distribuicdo dessas sdo similares. A analise de distribuicdo para
ilhas CpG em relacdo as sequéncias intronicas, intergénicas e mRNAs também foi realizada.
A mesma estratégia de andlise foi aplicada, as coordenadas gendmicas de ilhas CpG
(Gardiner-Garden and Frommer 1987) foram obtidas no UCSC Genome Browser, apenas
ilhas CpG que apresentavam tamanho maior que 200bp e razdo entre 0 numero de
dinucleotideos CG observado em relacdo ao nimero esperado com base no nimeros de C e G
na sequéncia maior que 0.6 foram consideradas na analise. O Unico grupo que apresentou uma
associagdo com ilhas CpG foi 0 grupo composto por sequéncias de mRNAs (Kolmogorov-
Smirnov test, p-valor < 0.05) , tanto o grupo de RNAs intronicos (Figura 18C) e RNAs
intergénicos (Figura 18D) ndo apresentaram nenhuma associacdo com ilhas CpGs
(Kolmogorov-Smirnov test, p-valor > 0.05) quando comparados ao grupo randémico. Quando
com os grupos de sequéncias intrénicas e intergénicas foram comparados com o grupo de
MRNAs, ambas distribuicbes mostraram-se diferentes daquela apresentada pelo grupo de
MRNA (Kolmogorov-Smirnov test, p-valor < 0.001), sugerindo que a associacdo da

distribuicdo das distancias de ilhas CpG dos mRNAs séo diferentes das encontradas para
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ncRNAs intronicos e intergénicos e que, talvez, a regulacdo por ilhas CpGs ndo seja o
principal método de regulacdo apresentado no conjunto de sequéncias ndo codificadoras
(intrdnica e intergénica) estudadas.

A mesma analise foi realizada com dados de CAGE tags gerados de bibliotecas de
RNA polyA(+) de 6 linhagens diferentes (RIKEN). Nenhuma dessas linhagens representava
tecido pancredtico. Para filtrar a grande quantidade de dados de CAGE tags, foram montados
clusters e somente clusters que eram representados por 5 tags foram considerados para as
andlises. Apo0s esta etapa a distancia mais préxima dos CAGE tags cluster foi calculada em
relacdo aos transcritos intrénicos, intergénicos, codificadores de proteina e as sequéncias
provenientes dos grupos randdmicos. Foi observado que ocorreu um enriquecimento
significativo (KS teste, p-valor < 0.05) de CAGE tags a 1 kb de distancia em relagdo ao
comecgo putativo dos transcritos ndo codificadores intrOnicos expressos em tecidos
pancreéticos (Figura 18E). E importante deixar claro que todas essas analises foram realizadas
tendo como coordenadas gendmicas as pontas dos transcritos intronicos e intergénicos, pois
ainda nao foram totalmente validados quanto ao seu tamanho.

Embora tenha sido observadad uma alta frequéncia de CAGE tags préxima as pontas
de transcritos intergénicos, o enriquecimento ndo foi estatisticamente significativo quando
comparado aos 100 conjuntos de sequéncias randémicas de mesmo conteddo GC e tamanho

(Figura 18F).
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Figura 18: Loci génicos de transcritos intronicos esto enriquecidos com marcas
de histonas associadas as regides promotoras e transcritos com 5'CAP. A
distribuicdo das distancias (eixo X) de marcas de cromatina H3K4me3 associadas as
regibes promotoras (painéis A e B), ilhas CpG (painéis C e D) e CAGE-tags (painéis
E e F) relativa as coordenadas genémicas de INcCRNAs intronicos (barras azuis) e
intergénicos (barras verdes) expressos em tecidos pancreaticos. Para tornar os dados
comparaveis, o0 numero de sequéncias codificadoras (barras vermelhas) e randémicas
(barras cinzas) foi normalizado em relagdo ao conjunto total de sequéncias intronicas
(n=240) ou intergénicas (n=73). As barras cinza representam 0 nimero medio dos
100 grupos randémicos analisados e as barras de erro representam o erro padrao.
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4.4 Identificacio de assinaturas de expressiao génica de mRNAs e ncRNAs
(intronicos e intergénicos) correlacionadas com adenocarcinoma

pancreatico.

Para obter pistas de quais seriam as relevancias bioldgica desses NcCRNAs mapeados em
regides intrbnicas e intergénicas no adenocarcinoma de péancreas, ndés investigamos quais
seriam a expressdo desses transcritos em amostras tumorais e ndo tumorais de tecidos
pancredticos de pacientes. Entretanto, a identificacdo de genes desregulados em células
tumorais de pancreas estd, frequentemente, associada a presenca de células estromais e
inflamatorias (Gress et al. 1997; Logsdon et al. 2003). Uma reacdo desmoplasica parecida é
observada na patologia de pancreatite cronica (Badea et al. 2008; Masamune and
Shimosegawa 2009). Para favorecer a identificagdo de genes especificamente alterados no
adenocarcinoma pancreético ductal, foi realizada uma andlise comparando o perfil de
expressdo de 15 amostras de PDAC primarios com 9 amostras histologicamente ndo tumorais
combinados com oito amostras de pancreatite cronica. Com esta abordagem foram
encontrados 147 transcritos diferencialmente expressos em adenocarcinoma pancreatico
comparados com tecidos ndo tumorais (FDR < 10%). Esta assinatura de expressdo era
composta por 104 transcritos codificadores de proteinas e 43 InNcRNAs, sendo 37 provenientes

de regides intronicas e 9 de regibes intergénicas (Apéndice 2).
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Figura 19: Assinatura de expressao génica de PDAC. A analise estatistica SAM two-class
identificou 147 transcritos (linhas) diferencialmente expressos (FDR < 10%) entre amostras
de adenocarcinoma pancreatica (quadrado cinza) e amostras de tecidos ndo tumorais borda
adjacente ao tumor histologicamente ndo tumoral (quadrados brancos) e amostras de
pancreatite cronica (quadrado marcado X) combinados. Cada coluna representa uma amostra
diferente e os nimeros estdo relacionados com a identificacdo de cada paciente. Cerca de 29%
(43/147) da assinatura € composta por transcritos ndo codificadores, sendo 9 mapeando em
regides intergénicas e 34 de regides intronicas. O nivel de expressdo de cada gene esta
representado pelo nimero de desvios-padrGes acima (vermelho) ou abaixo (azul) do valor
médio de expressdo do transcrito entre todas as amostras. As amostras estdo ordenadas de
acordo com a correlacdo individual do perfil de cada amostra em relacdo ao perfil médio das
amostras de tumor primario.
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A Figura 19 mostra o cluster hierarquico das amostras tumorais e nao tumorais. E
possivel observar que a assinatura consegue discriminar bem entre as amostras tumorais de
adenocarcinoma primario e as amostras histologicamente ndo tumorais adjacentes ao tumor e
pancreatite crénica. Somente uma amostra tumoral (210) foi ordenada juntamente com as
amostras ndo tumorais. Provavelmente, a prevaléncia de componentes inflamatérios da
amostra 210 poderia explicar o fato desta ter um perfil de expressdo parecido com células de
pancreatite cronica.

Devido ao fato do perfil de expressdo apresentar tanto transcritos codificadores como
ndo codificadores foi feita uma busca in silico a fim de comparar a lista de genes
codificadores identificados como diferencialmente expressos com dados disponiveis na
literatura, utilizando o Pancreatic Expression Database (Chelala et al. 2007). Dos 104
transcritos diferencialmente expressos identificados na assinatura de expressao, vinte e quatro
transcritos (24/104, i.e. 23%) j& haviam sido reportados em pelo menos um dos estudos que
estavam no banco de dados utilizados. Desses 24 transcritos, dezessete apresentaram
alteracbes nos niveis de expressdo que estavam de acordo com outros estudos, trés
apresentaram uma concordancia parcial na alteracdo do nivel de expressao e 4 apresentaram
um padrdo de expressdo invertido por outros estudos. A Tabela 5 mostra os transcritos
diferencialmente expressos que foram encontrados em outros estudos de analise de expressdo

génica depositados no banco de dados.
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Tabela 5: Tabela de andlise in silico comparando o conjunto de transcritos codificadores de proteina com aqueles identificados em

outros trabalhos.

**
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S100P 6286 11/11 2.6 3.8 - 3 - 29 34 16 31 41 41 45 - >23 7.3 -
COL1A1 1277 4/4 1.34 - - 232 - 016 2 - - - - - - >2.32 - -
ARPC1IB 10095 2/2 0.96 - - - - 093 184 - - - - - - - - -
SDC1 6382 2/2 071 - - - - 1.04 189 - - - - - - - - -
TCTA 6988 2/2 -0.54 - - - - -136 -2.18 - - - - - - - - -
S100A6 6277 2/2 1.2 142 - 281 - - - - - - - - - - - -
TGFBI 7045 2/3 1.01 - - - - -01 239 - - - - - 232 - - -
DLC1 10395 1/1  -0.7 - - - - - - - - - - - - <232 - -
TLE1 7088 1/1  -0.9 - - - - - - - - - - - - <232 - -
ACTG1 71 1/1 04 11 - - - - - - - - - - - - - -
AXINZ 8313 1/1 -04 -1 - - - - - - - - - - - - - -
ITGB5 3693 1/1 0.7 - - - - - - - - - - - - - - 2.1
MTA1 9112 1/1 -0.6 - - - - - - - - - - - - <232 - -
MBOAT2 129642 1/1 0.7 - - - - - - - - - - - - >232 - -




TIMP1 7076 1/1 262 - - - UP - - i i i i i i ]
TMEM141 85014 1/1 1.09 128 - - S i i ) i i i ]
TUSC3 7991 1/1 091 151 - - - i i i i i ] ]

ZSCAN18 65982 1/1 -1.14 - - - - - - - - - - - - <232 - -
CD14 929 1/2  -0.41 - - - - -0.14 2.65 - - - - - - - - -
BCAR3 8412 0/1 -051 1.4 - - - - - - - - - - - - - -
NOTCH4 4855 0/1 -0.89 - - - UP - - - - - - - - - - -
TRA1 7184 0/1 1.05 - - - - - - - - - - - -1.58 - - -
HPN 3249 0/2 1.25 - - - - -347 -432 - - - - - - - - -
STX6 10228 0/2 1.37 - -935 -5.64 - - - - - - - - - - - -

PDAC: Adenocarcinoma pancreatico ductal, NT: tecido ndo tumoral adjacent ao tumor, NP : Tecido Normal (bulk tissue), Normal: Células

ductais normais (tecido microdissecado), CP : Pancreatite Cronica, CL : Linhagens celulares neoplésicas.

Buchholz M et al, 2005 (Buchholz et al. 2005); °Crnogorac-Jurcevic T et al, 2005 (Crnogorac-Jurcevic et al. 2005); “Crnogorac-Jurcevic T et al,
2003 (Crnogorac-Jurcevic et al. 2003); “Crnogorac-Jurcevic T et al, 2002 (Crnogorac-Jurcevic et al. 2002); ®Friess H et al, 2003 (Friess et al.
2003); 'Grutzmann R et al, 2004 (Grutzmann et al. 2004); %lacobuzio-Donahue CA et al, 2002 (lacobuzio-Donahue et al. 2002); "Logsdon CD et
al, 2003 (Logsdon et al. 2003), 'Lu et al, 2004 (Lu et al. 2004); \Nakamura T et al, 2004 (Nakamura et al. 2004); “Segara D et al, 2005 (Segara et

al. 2005) ; 'Tan ZJ et al, 2003 (Tan et al. 2003)
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Alguns dos transcritos codificadores apresentados na Tabela 5 e na assinatura
associada ao adenocarcinoma pancreatico ductal ja foram estudados e propostos como
biomarcadores como S100A6, TIMPI, NF-xB, VCL e S100P (Crnogorac-Jurcevic et al. 2003;
lacobuzio-Donahue et al. 2003; Shekouh et al. 2003; Buchholz et al. 2005; Ohuchida et al.
2007; Deng et al. 2008; Harsha et al. 2009). Ainda é importante enfatizar que o transcrito
codificador S100P foi encontrado como aumentado em 11 estudos de expressdo génica
diferentes e ainda, recentemente, foi avaliado como um bom marcador para diagndstico de
PDAC em amostras de FNA (Fine-neelde aspiration) sendo detectado em mais de 90% das
amostras tumorais (n=40) (Liu et al. 2012). Outro gene interessante identificado foi o
MBOAT, e, 0o aumento da expressdo deste transcrito em amostras de adenocarcinoma
pancredtico estd inversamente correlacionado com o tempo de sobrevida do paciente em
cancer pancredtico (Badea et al. 2008).

Para investigar quais seriam as vias que estavam mais alteradas na assinatura
associada ao adenocarcinoma pancreético foi realizada uma analise de enriquecimento de vias
utilizando a ferramenta DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery) (Hosack et al. 2003). Esta analise teve como objetivo identificar as vias alteradas
tanto com transcritos codificadores de proteinas ou transcritos mapeados em regibes
intrénicas. Para isso 0s INcCRNAs intronicos foram anotados de acordo com o locus génico de
onde estes mapeiam. Somente as vias alteradas que apresentaram EASE score < 0.05 foram
consideradas como enriquecidas na analise (Hosack et al. 2003).

Dos 104 codificadores de proteinas diferencialmente expressos em amostras de tumor
pancreatico e foram encontradas as vias relacionadas que contem proteinas associadas a 17
GO (Gene Ontology) e uma via da base de dados do KEGG pathway (Apéndice 3). Para
retirar a redundéncia apresentada pelos termos de Gene Ontology (GO), foi utilizado o termo

de GO de maior hierarquia como mostrado na Figura 20 que foi montada no site AmiGO
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(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/visualize?mode=client&session_id=) a partir

dos termos encontrados como enriquecidos na analise pelo DAVID. Na Tabela 6 estdo

representados os principais GOs da lista de analise de enriquecimento e vias encontradas em

outras bases de dados, a lista completa esta no Apéndice 3.

Tabela 6: Principais categorias representadas da andlise de enriquecimento (DAVID) de
genes diferencialmente expressos na assinatura de amostras de tumores primarios
comparados a pancreatite cronica e amostras ndo tumorais.

Categoria Termos p-valor* Genes
Genes codificadores de proteina
GOTERM_BP_FAT G0:0019048 Virus-Host 0,005 THOC7, THOC2, INSR,
Interaction THOC3
THOC7, THOC2, RAN,
GOTERM_BP_FAT G0:0050658 RNA transport 0,007 NUP85, THOC3
.. THOC7, THOC2, RAN,
GOTERM_BP_FAT G0:0006403 RNA Localization 0,010 NUP85, THOC3
Nucleobase
L THOC7, THOC2, RAN,
GOTERM_BP_FAT G0:0015931 containing 0,010 NUP85, THOC3
compound Transport
TRIP6, PERP, TRIM25,
GOTERM_CC_FAT GO0O:0070161 Anchoring Junction 0,044 VCL, SDC1, ARPC2, DLC1,
CDH1
GOTERM_CC_FAT GO:0000346 Transcription Export - THOC7, THOC2, THOC3
Complex
Basolateral Plasma TRIP6, NOTCH#, TRIM25,
GOTERM_CC_FAT G0O:0016323 0,039 VCL, SDC1, ARPC2, DLC1,

Membrane

CDH1

*corrigido por EASE SCORE
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Figura 20: Visualizagdo da estrutura de termos de GO associados ao adenocarcinoma
primario de pancreas. As categorias estdo apresentadas em nddulos (quadrados) e as
relacfes entre os nddulos estdo representados por conexdes (linhas azuis). A relacdo delineada
pela linha azul escura (“is a/an") indica que o nédulo é um subtipo do nddulo acima. A linha
azul-clara (“is part of"”) indica que o nédulo é parte do ndédulo acima. Termos mais gerais
estdo representados na parte de cima do grafico e GOs mais especificos estdo apresentados na
parte mais baixa do grafico. Os nodulos representados em cinza sdo os termos de GO que
foram encontrados como enriquecidos na analise realizada pelo DAVID. Termos marcados
em vermelho representam termos mais gerais que estdo especificados na Tabela 6.

A desregulagdo de genes codificadores de proteinas envolvidos na via adesdo focal
(Figura 20) ja havia sido reportada em outros trabalhos na literatura (Badea et al. 2008).

Dentre as categorias mostradas na Tabela 6, a classe de localizacdo de RNA aparece como
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enriquecida e é composta por genes associados ao TREX-complex (THOC2 e THOCS3).
Aumento da expressdo de genes associados a esse complexo (Thocl) ja foi descrita em cancer
de mama e correlaciona com o tamanho e progressédo tumoral (Guo et al. 2005). Ainda o
aumento da expressdo de THOC?2 ja foi reportada em amostras PanIN-3 (Pancreatic
intraepithelial neoplasias) em relacdo a amostras ductais pancreaticas normais (Buchholz et
al. 2005). Todos esses dados sugerem que a modulacdo de TREX-complex poderia estar
associada ao adenocarcinoma pancreatico.

A alteragdo de alguns genes associados as categorias representadas na Tabela 6 ja
foram associados com outras lesdes pré-malignas associadas ao adenocarcinoma pancreatico
como PanIN (Pancreatic Intraepithelial Neoplasias) e IPMN (Intraductal Papillary
Mucinous Neoplasms) como pode ser vista na Figura 21. Interessantemente, o transcrito
codificador VCL foi detectado como aumentado em pacientes com adenocarcinoma
pancreatico no perfil de expressdo deste estudo também foi identificado como aumentado em
lesbes pré-malignas PanIN-1B/2 quando comparados com tecidos normais (Prasad et al.
2005). Ainda, a proteina foi detectada em amostras ndo tumorais pancreéticas (Hu et al. 2004)
e na urina de individuos saudaveis (Adachi et al. 2006), podendo se tornar um possivel alvo

para estudos de marcadores moleculares no adenocarcinoma pancreéatico.
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Figura 21: Genes envolvidos com categorias enriquecidas também estao associados
a outros tipos de lesbes que antecedem PDAC. Dos 15 genes representados na Tabela
6, sete (colunas) ja foram associados com lesdo pré-malignas. As comparacdes estdo
descritas nas linhas. Genes aumentados estdo representados em amarelo e genes
diminuidos em azul. NT: tecido ndo tumoral adjacent ao tumor, PDAC: Adenocarcinoma
pancreatico ductal, NP : Tecido Normal (bulk tissue), Normal: Células ductais normais
(tecido microdissecado), PanIN (Pancreatic Intraepithelial Neoplasias) e IPMN
(Intraductal Papillary Mucinous Neoplasms). a (Nakamura et al. 2007), b (Sato et al.
2004), ¢ (Buchholz et al. 2005), d (Jones et al. 2008), e (Consortium 1998; Adachi et al.
2006), f (Adachi et al. 2006), g (Consortium 1998; Prasad et al. 2005).

A analise de enriquecimento de categorias foi realizada para os loci génicos
correspondentes aos transcritos intrdnicos, entretanto nenhuma categoria enriquecida foi
encontrada.

O IPA (Ingenuity Pathway Analysis) foi utilizado para identificar vias e redes
regulatérias de genes representadas no conjunto de mRNAs codificadores de proteinas que
compunham a assinatura associada ao PDAC. Interessantemente, a via mais enriquecida
denominada "movimento celular, sinalizacdo de interacdo célula-célula e sistema endocrino™
(p-valor < 10 foi composta por 23 transcritos diferencialmente expressos e compunha

genes representados nas categorias enriquecidas usando o DAVID (ARPC2, CDH1, NOTCH4
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e VCL) e na andlise in silico de genes diferencialmente expressos na Tabela 5 (ARPC1B,
ACTG1, COL1AL, ITGB5, MTAL, NOTCH4 e TIMP1) sugerindo que a desregulacdo desta via
esta associada ao PDAC. Outras redes de interacdo génica que foram encontradas foram
“movimento celular, fungdo e desenvolvimento do sistema esquelético e muscular e resposta
inflamatéria® (17 genes, p-valor < 10?%) e “metabolismo de carboidratos, bioquimica de
pequenas moléculas e doencas infecciosas” (16 genes, p-valor < 10%) também foram

identificadas.
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Figura 22: Genes modulados no adenocarcinoma pancreaticos estdo
envolvidos em movimento celular, interacdo célula-célula e sistema
enddcrino. Ingenuity Pathway Analysis foi utilizado para identificar redes de
interacdo génica enriquecidas ao longo do conjunto de 104 codificadores de
proteinas diferencialmente expressos em amostras de adenocarcinoma
pancreético. A rede mais enriquecida (p-value < 10*%) é composta por 23
genes diferencialmente expressos medidos pelo experimento de microarranjo.
Vermelho indica alta expressao e verde, baixa expressdo em tecidos tumorais
em relacdo a pancreatite cronica e tecidos ndo tumorais pancreaticos.
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4.5 Identificacio de genes correlacionados com a metastase do cancer de

pancreas.

Uma das caracteristicas do cancer pancredtico é a alta prevaléncia da doenca
metastatica, a qual as bases moleculares ainda sdo pouco conhecidas. Para identificar
transcritos codificadores de proteinas e RNAs ndo codificadores longos com o nivel de
expressdo correlacionado com o fendtipo pancreético, foram comparados o perfil de
expressdo de 15 amostras de pacientes com adenocarcinoma pancreatico e seis amostras de
metastases distantes originados de adenocarcinoma pancreatico primario. As amostras
pancreéaticas foram coletadas em sitios diferentes ao pancreas (1 peritdneo, 1 ganglio e 4 de
figado) de diferentes pacientes. Utilizando o SAM com FDR < 5%, foi identificada uma
assinatura do perfil de expressdo associada a metastase contendo 355 transcritos
diferencialmente expressos (Figura 23). Destes, 221 sdo codificadores de proteina e 134
correspondem a transcritos ndo codificadores (134/355, 38% da assinatura), dos quais 101
mapeavam em regides intronicas, 27 intergénicas e 6 a IncRNAs conhecidos.
Interessantemente, cento e onze foram identificados como alterados em outros trabalhos que
estudavam doencas pancreaticas, como pancreatite cronica, PDAC primario ou lesdes pré-
malignas, que estdo mostrados na Tabela 7. Esta andlise foi realizada utilizando a base de

dados de expressao no site http://www.pancreasexpression.org/ (Cutts et al. 2010).
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Figura 23: Assinatura de expressao génica associada a metastase de PDAC. A analise
estatistica SAM two-class identificou 355 transcritos (linhas) diferencialmente expressos
(FDR < 5%) entre amostras de adenocarcinoma pancreatica (quadrado cinza) e amostras de
tecidos metastaticos (quadrado preto). Cada coluna representa uma amostra diferente e os
numeros estdo relacionados com a identificacdo de cada paciente. Cerca de 38% (134/355) da
assinatura é composta por transcritos ndo codificadores, sendo 27 mapeando em regifes
intergénicas e 101 de regides intrdnicas. O nivel de expressao de cada gene esta representado
pelo nimero de desvios-padrGes acima (vermelho) ou abaixo (azul) do valor médio de
expressao do transcrito entre todas as amostras. As amostras estdo ordenadas de acordo com a
correlacdo individual do perfil de cada amostra em relacdo ao perfil médio das amostras de
tumor primario.

209
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Tabela 7: Comparacédo dos codificadores identificados como alterados em metastases
pancreaticas com outros trabalhos na literatura.

Comparagao N2 de Genes Trabalhos
genes
(Friess et al.
2003; Shen et
Pancreatite crénica S100A8, RAB4A, TYRO3, TCTA, THBS1, SRGN, B2M, RAN, al. 2004;
versus Normal 22 RAB31, EMP1, ECE1, MAPK3, DDX11, PPWD1, EWSR1, Crnogorac-
DPYSL2, MYH11, CD14, LAP3, HIF1A, ARPC1B, FTL Jurcevic et al.
2005; Chen et
al. 2007)
(Song et al.
RAB31, MXRA7, PICALM, IGFBP7, CBFB, SIVA1, TCF12, 2008;
Tratamento com NAV3, PURB, MLH1, BCAR3, CHD2, GOSR2, DNAJC9, Arumugam et
drogas 33 TPD52L2, RBM19, EFNB2, TFPI, OSBPL3, THBS1, SRGN, al. 2009; Selga
EMP1, ECE1, DPYSL2, AREG, ARRDC4, FRMD4B, S100A4, et al. 2009;
PRSS12, ERBB3, RAB2A, ZSCAN18, HIF1A Wang et al.
2009)
(Sato et al.
2004;
Les@es pré-malignas LMO2, TDRD6, ZNF438, INSR, ARRDC4, PRSS12, IGFBP7, Buchholz et al.
(IPNM ou PaniN) 78 CBFB, SIVA1, BCAR3, TPD52L2, EMP1, DAP3, RPL15, 2005; Prasad
versus Normal LDHA, SMADS5, MAX, NUDT16L1, PTPRA, THOC2, POMP, ot al. 2005:
IFI6, CTBP1, NCAM1, B2M, FTL, S100A4, PALLD o
Pogue-Geile et
al. 2006)
(Friess et al.
2003; Shen et
PDAC versus lesoes THBS1, RAB4A, TYRO3, TCTA, MYH11, CD14, RAB31, al. 2004; Yu et
benignas ou 21 SRGN, ECE1, DPYSL2, S100A8, RAB3B, NMI, DDX11, al. 2005; Chen
Pancreatite cronica PPWD1, EWSR1, ARPC1B, HIF1A, EMP1, B2M, FTL et al. 2006;
Pilarsky et al.
2008)
(Crnogorac-
Jurcevic et al.
2001;
Crnogorac-
Jurcevic et al.
2002;
lacobuzio-
RAB4A, TYRO3, TCTA, ZNF438, PRSS12, RPS20, CCARL, Donﬂgg;?taL
ITGB7, MAP3K7IP1, ZSCAN18, MAPK3, PHB, HSP90B1, Crnogorlac—
NFATC2IP, SRGN, EFNB2, DDX3X, TBC1D30, TAFS, Jurcevic et al.
PDAC versus Normal 53 TRIM25, MFSD8, NOTCH4, BYSL, ANKRD40, SH3PXD2A, 2003; Friess et

AREG, CBFB, BCAR3, PTPRA, IFI6, DDX11, PPWD1,
EWSR1, ARPC1B, PALLD, MYH11, EMP1, RAB13, S100A4,
ECE1, B2M, IGFBP7, LAP3, FTL, CD14, S100A8, HIF1A,
PMEPA1, TK1, RAB2A, MMP2, THBS1, RAB31

al. 2003; Tan
et al. 2003;
Grutzmann et
al. 2004; Lu et
al. 2004;
Nakamura et
al. 2004; Shen
et al. 2004;
Buchholz et al.
2005; Chen et
al. 2005;
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Crnogorac-
Jurcevic et al.
2005; Pogue-
Geile et al.
2006; Badea
et al. 2008;
Jones et al.
2008; Zhang
et al. 2009;
Zhang et al.
2009; Gnjatic
et al. 2010)
MMP2, TK1, PMEPA1, EMP1, PALLD, HSP90AA1, NCAM1,
PDAC central versus 75 POMP, GPATCH4, RFC4, FERMT1, PHB, RAB31, S100AS, (Nakamura et
PDAC periférico SRGN, NFATC2IP, TFPI, RPL15, ACAD11, BCL6, LEPROT, al. 2007)
INSR, LMO2, RAB4A, RAB4A
HSP90B1, LMO2, JAK1, MAP4KS5, FNDC3B, HSP90AA1, (Maitra et al.
PET versus Normal 17 RAB2A, MAPK3, EIF2AK2, ARNT, CEP78, STARD3, SIVA1,  2003; Capurso
MYH11, CD14, IGFBP7, EMP1 et al. 2006)
(Anderson et
I al. 2004;
Identificagdo de RAB2A, TFPI, GNB1, CHMP5, CD63, GNAQ, EIF4EBP2, Gronborg et
proteinas no )8 CHMP2A, ITGAX, NUDT1, PHB, PACSIN2, DPYSL2, RAB3B, al. 2004 Hu et
plasma, urina ou RAB13, S100A4, ECE1, B2M, MMP2, IGFBP7, HSP90AA1, al 20'04_
pancreas LDHA, LAP3, FTL, THBS1, CD14, HSP90B1, S100A8 o
Adachi et al.
2006)

Informacdes extraidas do Pancreatic Database Expression.

Utilizando a mesma abordagem anterior, fomos verificar quais seriam as categorias
enriquecidas que estavam representadas nos transcritos diferencialmente expressos. Os
transcritos codificadores de proteina diferencialmente expressos em amostras metastaticas
apresentaram 12 categorias de GO enriquecidas. Dessas, cinco foram escolhidas, pois
apresentavam GO mais gerais e estdo apresentadas na Tabela 8. As principais categorias
estavam envolvidas com categorias de “transporte de 4cido nucleico” e “localizagdo de RNA”
(p <0.03; THOC7, THOC2, RAN, NUP85, THOC3 e NUP88). Uma analise similar realizada
com locus génico contendo IncRNAs intrdnicos que compunham a assinatura mostrou
enriquecimento em categorias pertencendo a sinalizacdo de MAPK quinases e termos de GO
relacionados ao phosphate metabolic process, non-membrane-bounded organelle e actin-
filament-based process (Tabela 8). A fim de retirar a redundancia entre os termos foi utilizado

0 termo de GO de maior hierarquia como mostrado na Figura 24 que foi montada no site
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AmiGO (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/visualize?mode=client&session_id=) a
partir dos termos encontrados como enriquecidos na analise pelo DAVID.
Tabela 8: Principais categorias representadas da andlise de enriquecimento (DAVID) de

genes diferencialmente expressos na assinatura de amostras de tumores primarios
comparados a metastases pancreaticas.

Termos Categorias p-valor* Genes
codificador de proteina
BIOCARTA h_hifPathway Hypoxia-Inducible Factor in 0.011 ARNT, LDHA, HSP90AA1, HIF1A, VHL
the Cardiovascular System

GOTERM_BP_FAT RNA localization 0.026 NUP88, THOC7, THOC2, RAN, NUPS85,
G0:0006403 THOC3

GOTERM_BP_FAT nucleobase, nucleoside, 0.026 NUP88, THOC7, THOC2, RAN, NUPS5,
G0:0015931 nucleotide and nucleic acid THOC3

transport

GOTERM_BP_FAT nuclear export 0.019 THOC7, STRADA, THOC2, RAN, THOC3
G0:0051168

GOTERM_BP_FAT virus-host interaction 0.038 THOC7, THOC2, INSR, THOC3
G0:0019048

GOTERM_CC_FAT Vesicle 0.009 RAB13, PRSS12, CAMKYV, RAB2A, ECE1,
G0:0031982 RAN, WIPF1, TMEM33, PICALM, SRGN,

TGOLN2, HSP90AA1, GGNBP2, MYH11,
RAB4A, PACSIN2, RAB3B, HSP90B1,
PIK3C2A, THBS1

locus génico de transcritos intronicos
GOTERM_CC_FAT non-membrane-bounded 0.016 ABI2, GPHN, ITPR1, SORBS1, TYK2,
G0:0043228 organelle NDRG1, DST, MCPH1, USH1C, MAEA,
BBS5, SLC4A7, RAPH1, CNN3, NR2C2,
DMD, DAZAP1, MAP3K1, MAP2KS,
PHF12, NOP5/NOP58, ATF3, ALMS1,
STON2, DAPK1, MYO5A, MAPK1

KEGG_PATHWAY MAPK signaling pathway 0.021 ARRB1, MAP3K1, ATF2, MAP3K14,
hsa04010 MAP2K5, TGFBR2, PPP3CB, RAPGEF2,
MAPK1
GOTERM_BP_FAT phosphorus metabolic 0.042 ABI2, ENPP2, PTEN, CSNK1D, MAP3K1,
G0:0006793 process MAP2KS5, TYK2, PPP3CB, PPP2R2A,

PASK, MAP3K14, TNK2, TGFBR2,
DAPK1, MAPK1
GOTERM_BP_FAT actin filament-based 0.048 ABI2, SORBS1, PACSIN2, CNN3,
G0:0030029 process MYQOSA, DST

*corrigido por EASE SCORE
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Figura 24: Visualizacdo da estrutura de termos de GO associados ao adenocarcinoma
metastatico de pancreas. Representacédo referente aos GOs encontrados como enriquecidos
no subcojunto de A-)codificadores de proteina e B-) loci génicos de transcritos intrénicos.
As categorias estdo apresentadas em ndédulos (quadrados) e as relagdes entre os nddulos estdo
representados por conexdes (linhas azuis). A relagdo delineada pela linha azul escura (“is
a/an") indica que o nddulo é um subtipo do nédulo acima. A linha azul-clara (“is part of"”)
indica que o nddulo é parte do nddulo acima. Termos mais gerais estdo representados na parte
de cima do grafico e GOs mais especificos estdo apresentados na parte mais baixa do grafico.
Os nddulos representados em cinza sdo os termos de GO que foram encontrados como
enriquecidos na analise realizada pelo DAVID. Termos marcados em vermelho representam

[60 secoase
e

GO 008 322T
RNl ane-Dourced
arganene

GO00 X158
b ane-Sounded
wemicie

GO00%1168
muciear export

/

termos mais gerais que estdo especificados na Tabela 8.

GO-0016037 00000003
wiral megroduetisn PeproduCten

GO-0022415
varall reproduCTroe
[

. “is afan”

“partof”

p-value< 0.05




118

Analises utilizando IPA também foram realizadas e identificaram redes génicas
enriquecidas para o conjunto de codificadores de proteinas diferencialmente expressos. A rede
mais enriquecida de codificadores de proteinas mMRNAs possuia 24 genes diferencialmente
expressos (p-valor < 10™*!) incluindo genes relacionados a “movimento celular, expressio
génica ¢ trafico de células imunes” (Figura 25). Dentre estes, 0 aumento de expressao de
genes S100A4, NCAM1 e LIMK1 j& haviam sido associados com metéastase em cancer de
pancreas (Tabata et al. 2009; Vlecken and Bagowski 2009; Aloysius et al. 2010). Os outros
transcritos desta via ainda ndo haviam sido associados com a metastase pancreatica,
entretanto muitos deles ja haviam sido descritos como envolvidos em outras malignidades e
metéstases em outros tipos de tumores Apéndice 6.

Outras redes de interacdo génica foram encontradas para os codificadores de proteinas
desregulados na metéastase pancredtica estavam relacionadas com “ciclo celular, doencas
genéticas e metabdlicas” (21 genes, p < 10'33), “desenvolvimento de tecido, sistema
cardiovascular e embrionario” (21 genes, p < 10'30) e “cancer, morfologia tumoral e doenga
genética” (19 genes, p < 10%). Utilizando os loci génicos dos IncRNAs intronicos, a anélise
do IPA identificou 42 genes que estavam correlacionados com morte celular, sendo 19 com
expressdo diminuida e 23 com o nivel de expressdo aumentados em amostras de metastase
pancredtica. Isto € importante pelo fato da perturbacdo das vias envolvidas com morte celular
ja haviam sido associadas ao fendtipo metastatico no adenocarcinoma pancreatico (Jones et
al. 2008; Ruckert et al. 2010). Interessantemente, foram encontrados 6 transcritos intrénicos
que mapeavam em loci génicos que estavam associados ao processo de apoptose (ATF2,

TGFPR2, MAP2K5, MAP3K1, DAPK1 e PTEN).
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Figura 25: Genes modulados no adeocarcinoma pancreaticos estdo envolcidos em
movimento celular, expressdo génica e trafico de células imunes. Ingenuity Pathway
Analysis foi utilizado para identificar redes de interagdo génica enriquecidas ao longo do
conjunto de 221 codificadores de proteinas diferencialmente expressos em amostras de
adenocarcinoma pancreatico. A rede mais enriquecida (p-value < 10™*') é composta por 24
genes diferencialmente expressos medidos pelo experimento de microarranjo. Vermelho
indica alta expressao e verde, baixa expressdo em tecidos tumorais em relacdo a pancreatite
cronica e tecidos ndo tumorais pancreaticos.
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4.6 LncRNAs intronicos associados a metastase pancreatica sio expressos na
orientacio senso ou antissenso em relacio ao mRNA (codificador de

proteina).

Devido & falta de informacdo na literatura, fomos verificar mais a fundo a estrutura
dos IncRNAs que mapeavam em loci génicos associados a via de sinalizacdo de Mapks e
genes relacionados a apoptose. Para isso foram realizados experimentos de transcricao
reversa fita especifica para determinar se a orientacdo dos transcritos era senso ou antissenso
em relacdo a0 mRNA. Esta abordagem é importante para identificar se os transcritos
intrénicos identificados possam ser provenientes de um processo pds-transcricional como
splicing ou unidade independente de transcricao.

A transcricdo reversa fita especifica foi realizada para os 11 transcritos intrénicos que
mapeavam em loci génicos associados a via de sinalizacdo de Mapks e genes relacionados a
apoptose: ARRB1, ATF2, MAPK1, TGFBR2, MAP2K5, MAP3K1, MAP3K14, PPP3CB,
RAPGF2, DAPK1 e PTEN. Esses experimentos foram realizados utilizando RNA total
isolados de amostras de tumores pancreaticos de pacientes (pool, n=3) e linhagem celular
pancreatica MIA PaCa-2. Dez dos 11 transcritos analisados mostraram evidéncias de serem
transcritos na mesma orientacao (senso) em relagdo ao mRNA codificador de proteina nas
amostras de tumores pancreaticos e linhagem celular. Entretanto, para 3 desses 10 transcritos
foram encontradas também transcricdo na orientacdo antissenso em relagdo ao mMRNA
somente em amostras de tumores pancredticos (ATF2, TGFBR2 e MAP3K1).
Interessantemente, um transcrito com orientacdo antissenso ao codificador de proteina no
locus do PPP3CB foi identificado tanto em MIA PaCa-2 como em amostras tumorais

primarias (Figura 26).
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Figura 26: LncRNAs desregulados em metéstase pancredtica mapeiam em regides
intrénicas de genes associados com a via de sinalizacdo das Mapks e/ou relacionados a
apoptose. Orientacdo transcricional de onze transcritos intronicos ARRB1, ATF2, MAPK1,
TGFBR2, MAP2K5, MAP3K1, MAP3K14, PPP3CB, RAPGF2, DAPK1 e PTEN foram
investigados por transcricdo reversa fita especifica seguida de PCR. Para cada gene foi
medida a transcricdo senso (S) e antissenso (AS). Controles realizados sem primers foram
realizados para verificar a presenca de self-anneling durante a transcricdo (RT+, Primer -).
Controles para detectar contaminacdo de DNA gendmica foram realizados com a auséncia da
transcriptase reversa (RT-, Primer +). O nivel de expressdo de cada gene estd representado
pelo nimero de desvios-padrGes acima (vermelho) ou abaixo (azul) do valor médio de
expressao do transcrito entre todas as amostras

A abundéancia relativa dos onze transcritos intrénicos foi avaliada por PCR
quantitativo (qPCR) em amostras isoladas de pacientes que possuiam tumor primario e
metastase. Algumas dessas amostras haviam sido utilizadas para a analise de microarranjos e
2 amostras de pacientes com metastase e 4 amostras de tumores primarios utilizadas foram
adquiridas de novos pacientes. Inicialmente, foram realizadas medidas para os 11 transcritos

utilizando apenas um subconjunto de 3 amostras em cada uma das classes (tumor primario e
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metastase) devido a limitacdo de quantidade de RNA total obtido de cada uma das amostras.
Dos onze transcritos analisados, sete apresentaram uma mudanga de expressdo similar
(aumento de expressdo em amostras metastaticas) apontada pelos experimentos de
microarranjos. Entretanto, essas mudancas de expressao ndo foram significativas devido ao
pequeno conjunto de amostras e grande variabilidade de medida entre as amostras de

pacientes.

Uma vez que a quantidade de RNA total das amostras era limitante, foram escolhidos
3 transcritos intrénicos para validacdo com um maior nimero de amostras, sendo um com
orientacdo antissenso (PPP3CB) e dois com a mesma orientagdo (MAP3K14 e DAPK1)
relativa ao codificador de proteina. Como mostrado na Figura 27, os 3 transcritos intrénicos
IncRNAs mostraram um aumento estatisticamente significante em amostras metastaticas em

relagdo aos tumores primarios.

Para investigar a coexpressdo entre 0s transcritos intrénicos e 0s respectivos
codificadores de proteina no mesmo locus, foram realizadas medidas de correlagdo de
Pearson utilizando o nivel de expressdao medido em todas as amostras utilizadas. Somente o
transcrito originado do locus Map3k14 apresentou uma alta correlagdo de Pearson (r = 0.78,
p-valor < 0.013), sugerindo que o transcrito intrénico senso possa ser originado do
processamento do pré-mRNA do seu respectivo codificador de proteina (olhar a Discusséo
para maiores detalhes). Nenhuma correlacdo entre os codificadores de proteina e 0s
transcritos intronicos foi observada para os outros dois loci génicos (p > 0.05), deixando a
possibilidade desses transcritos intronicos originados do loci PPP3CB (antissenso) e DAPK1

(senso) serem unidades transcricionais independentes.
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Figura 27: Mudancas no nivel de expressdo de INcRNAs intrénicos que mapeiam nos loci
génicos PPP3CB, MAP3K14 e DAPK1 e dos respectivos codificadores de proteina
MRNAs. Niveis relativos de IncRNAs intrdnicos e os respectivos codificadores de proteinas
correspondentes aos locus génicos de PPP3CB (A), MAP3K14 (B) e DAPK1 (C) foram
determinados em amostras clinicas de pacientes com tumores primarios (circulos) e
mestastase (quadrados). Para cadatranscrito, o nUmero de amostras utilizadas esta indicada no
eixo X. Os resultados estdo expressos em Fold Change relativo a expressdo média
dasamostras de tumores primarios. As barras representam o valor da mediana de cada grupo.
O valor de expressao de cada amostra foi calculado em triplicata e apenas o valor médio esta
representado no grafico (circulo ou quadrado). O gene HMBS foi utilizado como controle
endogeno para normalizar entre as amostras de pacientes. Todos os transcritos intrénicos
(painéis esquerdo) apresentaram diferenca de expressdo estatisticamente significantes entre
amostras de tumores primarios e metastases (P < 0.05, teste-t ndo pareado) e o p-value esta
representado acima. Os transcritos codificadores de proteinas (painéis da direita) néo
apresentaram diferenca de expressao significativa (ns).
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4.7 LncRNAs associados a metastase pancreatica apresentam tamanho médio de

aproximadamente 1Kkb.

Dando continuidade aos resultados obtidos anteriormente, experimentos de RACE
(Rapid amplification of cDNA ends) foram realizados para determinar a sequéncia e estimar o
possivel tamanho dos transcritos que foram validados por gPCR quantitativo. Somente 0s
transcritos intronicos senso provenientes dos loci de MAP3K14 e DAPK1 e o transcrito
antissenso originado no locus PPP3CB foram analisados. O experimento foi realizado
utilizando uma biblioteca comercial “ready-to-use” (MARATHON, Clontech) composta por
cDNAs de tecido pancreatico humano. Os resultados obtidos pela técnica de RACE
apresentaram transcritos mais longos do que os mostrados pelas ESTs (cerca de 300bp)
(Figura 28Figura 29Figura 30). Os tamanhos referentes aos transcritos intronicos ncRNA
senso mapeados nos loci MAP3K14 e DAPK1 é de ~1,5kb e ~1,1kb, respectivamente e o
tamanho referente aos transcritos intrénico antissenso mapeado no locus PPP3CB é de
~1,4kb. As Figura 28Figura 29Figura 30 mostram um esquema representativo dos transcritos.
Como é possivel observar, todos os transcritos se localizam no primeiro intron das isoformas
mais longas representadas em cada locus. Interessante notar que todos os transcritos foram
identificados em outras células e o transcrito senso MAP3K14 apresenta quantidade relevante
de marcas de cromatina H3K4mel e H3K27Ac. As modificacGes de cromatina H3K4me3 e
H3K27Ac sdo associadas ao inicio de transcricdo de RNAs conhecidos (Wang et al. 2008) e
H3K4mel estdo associados a 20% dos enhancers (Wang et al. 2008). Segundo trabalho de
Creyghton (Creyghton et al. 2010), a marca de H3K27ac juntamente com H3k4mel

identificam regides de enhancers ativas.
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LncRNA intronico transcrito no locus PPP3CB
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Figura 28: Mapeamento genémico do IncRNA antissenso PPP3CB e seu respectivo locus.
O diagrama acima representa o locus génico do gene. As coordenadas iniciais e finais estdo
representadas em rosa. As marcas de cromatina representadas sdo H3K4mel, muito associada
a enhancers, H3K4me3, associada as regifes promotoras ativas e H3K27Ac, associadas a
transcricdo ativa e regido promotora. Abordando 7 linhagens (GM12878, H1-hESC, HSMM,
HUVEC, K562, NHEK e NHFL) nenhuma proveniente de tecido pancreatico. O track de
transcricdo € proveniente de RNA-seq paried-end (tamanho de 200nt e 75bp) IHlumina
Genome Analyzer, utilizando 9 linhagens (as sete descritas anteriormente e HelLaS3 e
HepG2). Regides repetitivas estdo representadas em preto. O transcrito foi estendido

apresentando tamanho 1307bp.
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Figura 29: Mapeamento genémico do IncRNA intronico senso MAP3K14 e seu
respectivo locus. O diagrama acima representa o locus génico do gene. As coordenadas
iniciais e finais estdo representadas em rosa. As marcas de cromatina representadas sdo
H3K4mel, muito associada a enhancers, H3K4me3, associada as regides promotoras ativas e
H3K27Ac, associadas a transcricdo ativa e regido promotora. Abordando 7 linhagens
(GM12878, H1-hESC, HSMM, HUVEC, K562, NHEK e NHFL) nenhuma proveniente de
tecido pancreatico. O track de transcricdo € proveniente de RNA-seq paried-end (tamanho de
200nt e 75bp) IHlumina Genome Analyzer, utilizando 9 linhagens (as sete descritas
anteriormente e HelLaS3 e HepG2). Regifes repetitivas estdo representadas em preto. O
transcrito foi estendido apresentando tamanho 1583bp.
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Figura 30: Mapeamento genémico do IncRNA intrénico senso DAPK1 e seu respectivo
locus. O diagrama acima representa o locus génico do gene. As coordenadas iniciais e finais
estdo representadas em rosa. As marcas de cromatina representadas sdo H3K4mel, muito
associada a enhancers, H3K4me3, associada as regiGes promotoras ativas e H3K27Ac,
associadas a transcricdo ativa e regido promotora. Abordando 7 linhagens (GM12878, H1-
hESC, HSMM, HUVEC, K562, NHEK e NHFL) nenhuma proveniente de tecido pancreatico.
O track de transcricdo é proveniente de RNA-seq paried-end (tamanho de 200nt e 75bp)
Illumina Genome Analyzer, utilizando 9 linhagens (as sete descritas anteriormente e HeLaS3
e HepG2). Regides repetitivas estdo representadas em preto. O transcrito foi estendido
apresentando tamanho 1429bp.
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A fim de tentar confimar o tamanho estendido por RACE, foi realizado um
experimento de northern blot com sondas complementares ao transcrito antisenso intronico
expresso no locus PPP3CB. Este experimento teve como objetivo detectar o transcrito
enddgeno nas células Mia PaCa 2 para determinar o possivel tamanho do transcrito. Como o
transcrito intrénico é pouco expresso foi utilizado mMRNA ao invés de RNA total na
preparacdo do cDNA com o intuito de aumentar a representacéo relativa do transcrito. Assim,
foram utilizados aproximadamente 20ug de MRNA a partir de 1,5mg de RNA total de células
Mia PaCa 2. Ainda para tentar aumentar a sensibilidade da deteccdo, foram utilizadas na
mesma hibridizacdo 3 sondas que mapeavam em 3 regides diferentes do transcrito para que
aumentar o sinal. A Figura 31 mostra o resultado de northern blot para o transcrito PPP3CB

apos aproximadamente 2 semanas de exposicao.

PPP3CB
antisenso

Figura 31: Northern blot para detec¢éo do transcrito antisenso PPP3CB. Foi detectada
uma banda com tamanho compativel com um transcrito de 1500-1800nt. A partir de 3
sondas marcadas radioativamente de 20pug RNA enriquecidos em poli(A)+ com duas
semanas de exposicao.
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4.8 LncRNAs senso DAPK1 possui tamanho de 1050pb confirmados por RT-PCR

fita-especifica em MIA PaCa-2 e é expresso em Capan-1.

Os ensaios de RACE mostraram que este transcrito possuia tamanho aproximado de
1,1kb. Para confirmar que pelo menos este tamanho era plausivel foram desenhados primers
nas pontas do transcrito fora de regiGes repetitivas, permitindo a amplificagdo de um
transcrito de 1050pb. Realizando RT-PCR fita-especifica com RNA total da linhagem MIA
PaCa-2, foi detectada uma banda no tamanho esperado. Esta banda foi clonada e sequenciada,
mostrando que o transcrito encontrado de fato era o transcrito senso intronico DAPK1 (Figura

32).

Figura 32: RT-PCR fita-especifica do transcrito intrénico DAPK-1. Foi
observado que o transcrito DAPK-1 possui pelo menos 1050pb, como visto por
RACE. A seta indica esse tamanho esperado. Os primers detectam a orientacéo
antissenso (AS), senso (S), controle sem primers para verificar a evidéncia de
self-annealing do RNA (SP) e controle sem enzima na RT para detecgdo de
contaminacdo genémica (SE). C- = controle da PCR sem enzima; C+= controle
positivo da PCR com gDNA extraido de células HeLa.

Os resultados anteriores apontavam para o fato de que o transcrito intrénico DAPK-1

apresentava orientacdo senso quando analisado em RNA total de MIA PaCa-2 e no pool de
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tumores utilizados na anélise (Figura 26). Com o intuito de verificar a orientacdo deste
transcrito em outras linhagens pancredticas foi utilizada a técnica de RT-PCR fita-especifica

com amostras de RNA total das seguintes linhagens PANC-1, AsPC-1 e Capan-1 (Figura 33).

AS S SP SE

Mia PaCa-2

PANC-1

AsPC-1

Capan-1

Figura 33: Orientacdo do transcrito intronico DAPK-1 em
linhagens pancreaticas. Transcricdo reversa realizada com
primers especificos apresentados que detectam a orientacdo
antissenso (AS), senso (S), controle sem primers para verificar
a evidéncia de self-annealing do RNA (SP) e controle sem
enzima na RT para detec¢do de contaminagdo gendmica (SE).

Somente as linhagens MIA PaCa-2 e Capan-1 apresentaram a expressdao do IncCRNA
intrénico DAPK-1, mas a expressao desse transcrito ndo € observada nas células PANC-1 e
AsPC-1. Como é possivel notar na Figura 33, o transcrito intrénico é expresso na orientacao
senso relativa ao seu correspondente codificador de proteina. Interessantemente, é possivel
notar que a maior expressdo deste transcrito ocorre na linhagem celular metastatica Capan-1
em relacdo a linhagem de tumor primario MIA PaCa-2, este resultado ainda foi confirmado

por gPCR como apresentado na Figura 34.
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ncRNA-DAPK-1

15 -

10 -

Fold Change em
relagcdo a Mia PaCa-2
(9]

0 _ T T T
Mia PaCa-2 PANC-1 AsPC-1 CAPAN-1
Linhagens celulares

Figura 34: qRT-PCR para observar a expressdo de RNA
nas linhagens celulares pancreaticas. Expressdo do transcrito
intrénico ndo codificador DAPK-1. Ambos os transcritos foram
normalizados a partir da expressdo do gene HMBS e o Fold
Change calculado em relacéo ao nivel de expressao apresentado
na linhagem MIA PaCa-2. As barras de erros apresentadas séo
referentes as réplicas técnicas

4.9 LncRNA senso DAPK1 possui regiao promotora e pode estar associado a

presenca das proteinas de isoforma curta e longa.

Pelo fato de se tratar de um transcrito com orientacdo senso € muito provavel que este
seja originado da transcricdo reversa do pre-mRNA ou introns lariats do que uma unidade
transcricional independente. Ap6s a confirmacdo do tamanho, procuramos por regides a
montante do possivel inicio de transcri¢do utilizando o programa TSSG disponivel no site
softberry com 0 link descrito a sequir
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=tssg&group=programs&subgroup=promoter).
O programa mostrou uma regido promotora contendo TATAbox. Esta mesma regido foi
analisada utilizando 0 site Alibaba2.1 (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2 /index.html) para procurar por possiveis fatores de
transcricdo que poderiam se ligar na sequéncia predita como promotora. O site prediz sitios de
ligacdo de fatores de transcrigéo a partir da construcdo de matrizes utilizando o TRANSFAC.

Utilizando esta ferramenta de bioinformatica foram localizados dois sitios para a ligagdo de
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TBP (TATA-binding protein), que sdo proteinas que se ligam em regides tipo TATAbox. Um

dos sitios sobrepde exatamente a regido predita pelo primeiro programa TSSG (Figura 35).

DAPK1 locus

chr:9: 90.113.885 chr:9: $0.219.869
| : 90.2
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i | |
|
i
|

mRNA DAPK1
=
"/
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Figura 35: Diagrama representativo do transcrito intrénico DAPK1 e seu
respectivo locus. O diagrama mostra o transcrito intrénico DAPK1 (cinza) estendido
por RACE (~1,4kb) e confirmacéo por RT-PCR fita especifica (1050bp). O mRNA esta
representado acima com regides intronicas (setas pretas) e exénicas (caixas pretas e
setas brancas). A possivel regido promotora predita estad representada a montante do
transcrito intronico por caixa preta com setas brancas, as duas barras vermelhas
representam os dois sitios de ligacdo preditos para ligagdo de TBP (TATA-binding
protein). As coordenadas gendmicas estdo mostradas em relacdo a montagem hg19.

Além destas analises, também foi feita uma busca para identificar marcas de cromatina
H3K4me3 associadas a regides promotoras (Guttman et al. ; Mikkelsen et al. 2007). Foram
analisadas 14 linhagens celulares, nenhuma relacionada ao tecido pancreético, e identificamos
que algumas linhagens mostraram uma marcacao de trimetilacdo da cromatina muito discreta
em relacdo ao threshold apresentado pelo genome browser, somente a linhagem GM 12878
(células humanas linfobastoides) apresentou marcacdo de H3K4me3 com alta intensidade.
Desta forma, ha fortes indicios que existe uma promotora que regula a transcricdo do
transcrito senso DAPK1. Apos encontrar evidéncias bioinforméaticas de que de fato o
transcrito DAPK1 poderia possuir uma regido promotora, foi realizado um ensaio de promotor

com o gene reporter da luciferase (Dual-Luciferase Reporter Assay System, Promega) em
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Mia PaCa2 como descrito na se¢do 3.13.1 em materiais e métodos. As células foram
transfectadas com vérias construcdes diferentes de vetores sendo pGL3-basic (controle
negativo), pRL-SV40 (controle positivo), pGL3 com a sequéncia referente ao promotor e
pGL3 com a sequéncia invertida. Como mostrado na figura 7, a possivel sequéncia promotora
possui aproximadamente 50% da atividade promotora do vetor pRL-SV40, considerado um
promotor forte. Este resultado juntamente com os resultados anteriores sugere que o transcrito
intrénico DAPK1 é um transcrito independente do codificador de proteina e que é regulado

por um promotor, sugerindo gque este transcrito seja de fato funcional.

NcRNA intrénicoDAPK1 - ensaio de
promotor (luciferase)

DAPK1-S

DAPK1-S (inverted)

pGL3 (em pty)-]-l

pRL-SV40 —

0 20 40 60 80 100 120
LRU

Figura 36: Ensaio de promotor (luciferase). O grafico apresenta as unidades relativas
de luminescéncia (LRU) da luciferase de firefly em relacdo a luciferase renilla. A
primeira representa a atividade promotora da sequéncia em teste e a segunda o controle
de transfeccdo na célula. As sequéncias testadas estdo representadas em barras pretas e
0s controles negativo (pGL3-empty) e positivo (pRL-SV40) estdo representadas por
barras brancas. As barras de erros séo referentes a trés replicas biologicas contendo 3
réplicas técnicas cada uma. O asterisco representa medidas que possuem atividade
promotora diferente do controle negativo com significancia estatistica (ANOVA, seguido
de teste de Tukey, p-value < 0.05).
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Embora ainda seja necessario confirmar o tamanho total do ncRNA DAPK-1 o0s
resultados obtidos indicam que este transcrito seja gerado a partir de um promotor proprio,

com orientacdo senso e de forma independente do mRNA produzido no locus DAPK-1.

4.10 A expressao do IncRNAs senso DAPK1 nao parece estar correlacionada com
as isoformas de mRNAs dos correspondentes codificadores de proteina do

locus DAPK-1

O transcrito INcCRNA DAPK-1 apesar de ser senso foi escolhido para ser estudado, pois
havia evidéncias de que a sua transcricdo fosse independente pelo fato de ndo apresentar
correlacdo de expressdo com o seu respectivo codificador de proteina em amostras clinicas de
pacientes (r=0.2, correlacdo de Pearson). Além disso, a identificacdo de atividade promotora a
montante do transcrito intrénico, suporta ainda mais a ideia de que este INCRNA seja uma
unidade transcricional independente. O transcrito ndo-codificador escolhido para ser estudado
mapeia em uma regido intrénica do gene DAPK-1, que codifica a proteina com funcéo pro-
apototica Death-associated protein kinase 1 (Kogel et al. 2001). Essa proteina possui 1430
aminoacidos e possui importantes dominios para sua funcédo, entre eles o “Death Domain”
responsavel por sua caracteristica pré-apoptdtica. Esse dominio se localiza na regido C

terminal, como mostrado no trabalho de Stevens e colaboradores (Stevens et al. 2009).

A busca deste locus génico no site do UCSC (http://genome.ucsc.edu/) revelou que
haviam outras isoformas codificadoras descritas para este locus. Interessantemente, a
isoforma mais curta, que ndo possui o Death Domain foi identificada no banco de dados de

ESTs a partir de tecidos tumorais como mostrado na Figura 37.
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Figura 37: Isoformas correspondentes ao gene DAPK-1. Figra obtida no site do
genome browser. As isoformas mais curtas depositadas no banco de mRNAs, e que ndo
possuem o Death Domain, estdo reresentadas por setas ao lado indicando a origem das
amostras onde foram identificadas. Nota-se que isoformas menores foram identificadas em
amostras tumorais de dois diferentes tecidos (tumor de lingua e melanoma).

Uma vez que estava descrito na literatura a possibilidade de RNAs intrénicos antissenso
alterarem o balanco de isoformas do codificador de proteina sem alterar substancialmente a
expressdao do respectivo locus como no caso do transcrito Saf (Yan et al. 2005), foi
investigada a possibilidade do transcrito ndo codificador proveniente do locus DAPK-1
estivesse associado com o balancgo das isoformas curta e longa, ndo alterando a expressdo do
total do gene DAPK-1, mas sim de suas isoformas.

Para testar essa hipotese, foram realizadas gPCRs em amostras clinicas de pacientes
com tumores primarios e metastases pancreaticas utilizando dois pares de primers. O primeiro
par de primers se anelava em todas as isoformas codificadoras apresentadas no loci génico
DAPK-1 e o outro anelava apenas na isoforma longa que apresentava o Death-Domain. Com
este ensaio, esperava-se observar uma maior quantidade de expressdo de isoformas longas

(pro-apoptdtica) nas amostras de tumores primarios em relacdo as amostras metastaticas.



136

Além de verificar a presenca da isoforma longa transcrito codificador dapk-1, também foi a

analisada a possibilidade de correlagéo entre a expressao do IncRNA e da isoforma longa.

Expressao do IncRNA e mRNA isoforma longa
originadas do locus DAPK-1
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Figura 38: Relagéo das isoformas longas e do transcrito intronico DAPK-1 em relagéo a
todas as isoformas. Niveis relativos de IncRNAs intronicos e da isoforma longa associada
ao locus DAPk-1 foram determinados em amostras clinicas de pacientes com tumores
primarios e metastase pancreaticas. Os resultados estdo expressos em Fold Change relativo a
expressdo de todas as isoformas codificadoras detectadas em cada amostra. O valor de
expressdao de cada amostra foi calculado em triplicata e apenas o valor médio esta
representado no grafico. O gene HMBS foi utilizado como controle enddgeno para
normalizar entre as amostras de pacientes. A isoforma codificadora longa ndo apresentou
diferenca de expresséo estatisticamente significantes entre amostras de tumores primarios e
metéstases e também ndo houve correlacdo de expressdo entre a isoforma longa e INCRNA
(r=0.12, correlacdo de Pearson).
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N&o foram observados maiores valores de expressdo do transcrito que codifica a
isoforma longa de DAPK1 nos tumores primarios em relacdo as metéastases como era
esperado. Realizando-se o teste-t obtém-se um p-valor > 0.05, o que indica que ndo ha uma
validacdo estatistica nessa analise. Estes resultados sugerem que o transcrito intrénico da

DAPKZ1 néo possui correlagdo com a expressdo do RNA codificador de proteina.

4.11 A expressao do IncRNA senso DAPK1 parece estar correlacionada com a

dapk1 isoforma longa em linhagens pancreaticas MIA PaCa 2 e Capan-1.

Uma vez que o transcrito intrénico senso DAPK-1 parecia ndo agir em cis, ou seja nao
afetar a expressdo do seu respectivo codificador de proténa, uma estratégia para revelar a sua
funcdo seria fazer o silenciamento do transcrito para identificar os efeitos fenotipicos
causados. Para isso, a primeira anélise a ser feita foi medir a quantidade relativa do nivel de

expressao dos RNAs intrénicos e da isoforma longa em linhagens pancreaticas.

O resultado abaixo mostra uma correlacdo positiva entre o transcrito intrénico nao
codificador e 0 mRNA correspondente a isoforma longa (r = 0.999, p-valor = 0.001). Este
padrdo se mostrou contraditorio ao que havia sido visto nos pacientes, entretanto isso pode ser
explicado, parcialmente, pelo fato de amostras de pacientes possuirem uma populacao
heterogénea de células, enquanto que as linhagens tratam de uma populacdo especifica de
celula pancredtica. Esta falta de correlagdo do nivel de expressdo de pacientes e linhagens
celulares também foi mostrada em artigo publicado recentemente associando linc (long
intergenic ncRNAs) HOTAIR com adenocarcinoma pancreéatico (Kim et al. 2012). Apesar das
evidéncias de que o transcrito intrénico ncRNA DAPK-1 era proveniente de uma unidade
transcricional independente, foi realizado um gqPCR com primers desenhados em outras

regides intrébnicas que ndo possuiam evidéncias transcricionais com o intuito de medir a
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expressdo de pré-mRNAs (Figura 40). Como pode ser observado o transcrito intrénico possui

uma maior expressdo que o seu respectivo mRNA em linhagens Capan-1 e MIA PaCa 2.

Expressao de RNAs no locus DAPK-1
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Figura 39: Expresséo relativa de RNAs no locus DAPK-1 em linhagens
celulares pancreaticas. Expressao relativa dos RNAs intrénicos (barras
vermelhas), RNA mensageiro de DAPK-1, com primers que detectavam o
RNA originado da isoforma longa dessa proteina (barras pretas) e todas as
isoformas codificadoras (barras brancas). Os transcritos foram
normalizados a partir da expressdo do gene HMBS e o Fold Change
calculado em relacéo ao nivel de expressdo apresentado na linhagem MIA
PaCa-2. As barras de erros apresentadas sdo referentes as réplicas técnicas.
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Figura 40: Expressdo relativa de pré-mRNAs no locus DAPK-1 em
linhagens celulares pancreaticas Capan-1 e MIA PaCa 2. Expressdo dos pre-
RNAs (intron 2 e intron 4) em relacdo ao ncRNA intrénico DAPK-1 em
linhagens Capan-1 (barras pretas) e MIA PaCa 2 (barras vermelhas). Os
transcritos foram normalizados a partir da expressdao do gene HMBS e o Fold
Change calculado em relacdo ao nivel de expressdo apresentado do ncRNA
intronico DAPK-1. As barras de erros apresentadas sdo referentes as réplicas
técnicas.

A partir desses resultados promissores comegou-se a trabalhar na pardronizacao para o
silenciamento do transcrito intrdnico DAPK1 com oligos antissensos modificados (fosfotioato
e O-Metil), a fim de saber se este transcrito esta correlacionado com a isoforma codificadora
de proteina longa. O tratamento com oligo antissenso foi realizado em 24 e 48 hs. Oligos
antissenso para o silenciamento dos transcritos de actina e MALAT-1 foram utilizados como
controle positivo do tratamento. Apés o tratamento, foi realizado um Real-time RT-PCR com
primers para verificar o silenciamento desses transcritos, bem como o silenciamento do
transcrito codificador da proteina DAPK-1 (DAPK1 exonic). Os resultados desse

experimento encontram-se na Figura 41.



140

Silenciamento de Transcritos

1.4 -
2
2 12 -
[=
S 1.
o
4]
z§ 0.8 - I H Controle
g 0.6 - I I I MALAT-1
g 04 - I I DAPK1_intronic
()]
£ 02 - DAPK1_exonic
2
O 0 1 T 1
% 24h 48h
('8

Tempo de Tratamento

Figura 41: Silenciamento de transcritos utilizando oligos antisenso
modificados. Nesse experimento as células Capan-1 foram tratadas 24h e
48h com oligos para silenciar o MALAT-1, o ncRNA DAPK-1 e também
células tratadas com Lipofectamina, mas sem a adicdo de oligos antisenso
modificados. O Real Time RT-PCR foi utilizado com primers que
detectavam o transcrito MALAT-1, o ncRNA DAPK-1, o codificador de
proteinas DAPK-1_exonic. O fold change foi calculado em relacdo ao
controle. As barras de erros sdo referentes as réplicas técnicas.

Nesse experimento, foi possivel observar a diminuicdo do transcrito intrénico nédo
codificador DAPK-1 assim como a diminui¢do da expressdo do transcrito codificador da

proteina DAPK-1 e do codificador da mini proteina s-DAPK-1.

Com esse experimento ndo € possivel concluir se o silenciamento do transcrito
codificador é devido ao anelamento do oligo antisenso no pré-mRNA promovendo a
diminuigdo da expressdo ou se trata de um efeito secundario apos o silenciamento do ncRNA
DAPK-1. A fim de verificar se de fato esta havendo um silenciamento do pre-mRNA, foi
realizado outro Real Time RT-PCR com RNA das amostras de 48h e com primers que
detectavam diferentes introns sem evidéncia de transcri¢do, para comparar a expressdo destes

com o0 ncRNA DAPK-1 (Figura 42).
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analisados é praticamente a mesma em todos, sugerindo que de fato esta ocorrendo
anelamento dos oligos no pre-mRNA, uma vez que foi detectada a diminuigdo da expressao

tanto do ncRNA DAPK-1, do codificador de proteinas, quanto das trés regides de pre-mRNA

Figura 42: Silenciamento de transcritos utilizando oligos antissenso
modificados. Utilizando RNA extraidos das células tratadas em 48h foi feito
novo Real Time RT-PCR com primers que detectavam o ncRNA DAPK-1, s-
DAPK-1, DAPK-1_exonic, além de trés regides do pre-mRNA que ndo
possuem evidéncias de transcricdo: DAPK1 prel, DAPK1 pre2 e
DAPK1_pre3. O Fold Change foi calculado em relacdo ao nivel de expresséo
desses transcritos na amostra controle. As barras de erros sdo correspondentes
as réplicas técnicas.

Como pode ser observado no grafico acima, a taxa de silenciamento dos transcritos

analisadas.
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5 Discussao

Neste trabalho, nds investigamos o perfil de expressdo de amostras clinicas de
pacientes que possuiam adenocarcinoma pancreatico usando uma plataforma de microarranjos
customizada. Esta plataforma, que ja havia sido utilizada em outros estudos do nosso grupo
(Reis et al. 2004; Louro et al. 2007; Louro et al. 2008), era composta por sondas que
interrogavam possiveis RNAs ndo codificadores longos mapeados em regibes intronicas e
intergénicas do genoma humano e uma colecdo de mMRNASs que ja haviam sido associados ao
cancer na literatura. Comparando o perfil de expressdo de 38 amostras clinicas de tecido
pancreatico com 4 diferentes histologias (15 adenocarcinoma primario, 9 tecidos ndo tumoral
adjacente ao tumor, 8 pancreatites crénicas e 6 tecido metastaticos), nds detectamos nos 4
tipos de tecidos transcritos ndo codificadores que mapeavam em regides intrénicas e
intergénicas em menor propor¢do do que os codificadores de proteina (Figura 10). Esta
constatacdo deve-se ao fato de que transcritos ndo codificadores sdo expressos em niveis
menores que os codificadores de proteina (Nakaya et al. 2007; Guttman et al. 2009; Cabili et
al. 2011; Rinn and Chang 2012), logo, grande parte desses transcritos devem ter sido
excluidos durante as etapas de filtragem dos dados gerados pelos experimentos de

microarranjos.

Foi visto que a maior parte dos transcritos intrénicos e intergénicos expressos nos
tecidos pancreaticos apresentavam pequeno ou nenhum potencial codificador (96% do total),
utilizando o CPC (Figura 14). Mesmo os ncRNAs que apresentaram ORFs preditas pelo
programa ORFfinder (embutido no programa CPC) possuiam baixo potencial codificador
devido ao pequeno tamanho das ORFs (Figura 14A), sugerindo que a maior parte desses
RNAs ndo codifique para proteina. Esta hipdtese € reforcada com o trabalho de Banfai e
colaboradores (Banfai et al. 2012), no qual estima-se que, aproximadamente, 92% de

InNcRNAs definidos pela anotagdo do GENCODE v7 néo séo traduzidos. Para verificar se 0s
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NcRNASs expressos nos tecidos pancreaticos poderiam possuir tamanho maior do que o
apresentado pelas ESTs, foi realizada uma comparagdo com sequéncias de contigs formadas
pela montagem de ESTs com splicing criada pelo nosso préprio grupo (Nakaya et al. 2007).
Esta analise mostrou que esses transcritos apresentavam um tamanho médio de 779 nt (Figura
15), sendo maiores do que as ESTs depositadas na plataforma de microarranjo, mostrando que
essas sequéncias representam apenas parte de transcritos mais longos. Para nos assegurar que
0s transcritos intergénicos ndo fossem UTRs (Untranslated Regions) ndo anotadas, foi
calculada a distancia dos transcritos intergénicos em relacéo as pontas UTRs. Foi visto que a
maior parte dos transcritos (81% do total) estava situada a mais de 1kb de distancia das pontas
UTRs, sugerindo que a maior parte destes transcritos sdo de fato intergénicos do que UTRs

nao caracterizadas.

Com a conclusdo do projeto ENCODE, iniciado em 2007 (Birney et al. 2007) e
concluido em 2012 (Dunham et al. 2012), fica claro que os IncRNAs podem exercer diversas
funcbes celulares por meio de diversos mecanismos (Mattick 2009; Wilusz et al. 2009; Hung
and Chang 2012; Reis and Verjovski-Almeida 2012; Rinn and Chang 2012). Entretanto,
muitos grupos ainda discutem a possibilidade de que a fracdo de transcritos nao codificadores
identificados seja resultado da transcricdo espuria devido a atividade da RNA polimerase Il
nas regibes de cromatina abertas ou, ainda, seriam segmentos intrénicos processados de
MRNAs (Struhl 2007; van Bakel et al. 2010). No nosso trabalho, ndo é possivel distinguir se
0s transcritos intrénicos longos medidos sdo provenientes de: i- regides intronicas (lariats)
resultantes do processamento de pré-mRNA ou ii- unidades transcricionais independentes
localizadas dentro de uma regido intrénica do genoma. Para minimizar a captura de introns
lariats, nds focamos na fragdo RNAs poliadenilados utilizando iniciadores de oligo-dT para a
transcricdo reversa, diminuindo as chances de capturar RNAs néo poliadenilados provenientes

do processo de splicing de mRNAs. Além disso, a identificagdo de um subconjunto de
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transcritos que mapeiam em regides intronicas e possuem expressdo maior que O Seu
respectivo codificador de proteina, sugere que esta fragdo de transcritos intrénicos se acumule
e ndo sejam rapidamente degradados como os introns lariats (Cheng and Menees 2011).
Ainda, foi realizada uma serie de anélises para obter evidéncias adicionais que suportam a
hipGtese de que os transcritos ndo codificadores longos e intronicos e intergénicos séo, de
fato, transcritos bona fide. Além disso, a identificagdo de 96 transcritos (29%) na base de
dados do GENCODE v12, evidencia que esses transcritos sdo ndo codificadores longos e
ainda suporta a hipotese de que os outros INCRNAs identificados como expressos em tecido
pancredtico também possam estar representados na base de dados do GENECODE

futuramente.

Com o intuito de reforcar as evidéncias de que estes transcritos ndo codificadores
possam ser transcritos bona fide, foi utilizada a abordagem para a busca de elementos
conservados na sequéncia de DNA (phastConElements), pequenas sequéncias que tem sido
conservada entre 44 espécies de vertebrados. Nesta analise ainda utilizamos a base de dados
disponivel para phastConElements de apenas mamiferos ou primatas. Apesar de a fracdo
conservada ser pequena, foi observado um enriquecimento estatisticamente significante (teste
de Fisher, p-valor < 0.05) de elementos conservados quando comparados ao grupo randémico
de sequéncias. Este resultado sugere que pelo menos uma fragdo desses INCRNAs sob selecéo
positiva nas espécies de vertebrados e, portanto, podem ser biologicamente funcional.
Entretanto, para 0s transcritos que ndo possuiam elementos conservados no DNA
determinados pelo phastConElements, a auséncia de conservacao de sequéncia ndo deve ser
levada como evidéncia de irrelevancia funcional, uma vez que é conhecido que os INCRNAS
bem caracterizados (MALAT-1 e XIST) sdo pouco conservados globalmente (Pang et al.
2006). O IncRNA HOTAIR, que ja é conhecido por agir em trans, também apresenta baixa

conservacao de sequéncia com consideravel conservagdo de estrutura em 11 mamiferos (He et
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al. 2011). Esta afirmagéo ainda pode ser reforgada por um elegante estudo feito por Zhang e
colaboradores, o qual demostrou que a substituicdo de uma regido particular do transcrito
MEG3 com uma sequencia ndo homologa, que preservava a estrutura secundaria do
transcrito, ndo teve nenhum efeito na ativacdo de p53, sugerindo que a estrutura secundaria é
importante (Zhang et al. 2010). Ainda, o estudo realizado por Ulitsky e colaboradores
(Ulitsky et al. 2011), dois lincRNAs (cyrano e megamind), que possuiam apenas pequenos
trechos de alta conservacdo, foram silenciados em embrifes de zebrafish produzindo
fendtipos defeituosos em relacdo ao sistema nervoso. Entretanto, a expressdo dos ortélogos de
camundongo ou humano, em embrides de zebrafish com lincRNA silenciado, foi capaz de
resgatar o fenétipo normal para parte dos embrides [35-60%], indicando que apesar de ndo
haver uma grande conservacdo de sequéncia, hd conservacdo na funcdo desses RNAs nédo
codificadores. Acredita-se que os INCRNAs possuem taxa de mutagdo maior do que a selecdo
neutra, atrelando papéis funcionais que contribuem para diferencas bioldgicas de espécies

(Kutter et al. 2012).

Como proposto por Walshietl e colaboradores (Washietl et al. 2005), predi¢bes de
estrutura secundaria podem levar a descoberta de novos RNAs ndo codificadores. Apenas
uma pequena fracdo de INCRNAS expressos em pancreas (15%, i.e. 49/335) mostrou predicao
de dominios de estrutura secundaria estavel que poderiam ser importantes para o proprio
processamento ou funcéo bioldgica. Entretanto, sabe-se que o algoritmo RNAz usado possui a
limitacdo de utilizar a conservagdo da sequéncia primaria como um dos parametros para a
busca de estrutura secundaria (Gruber et al. 2007). Como ja discutido no paragrafo acima, 0s
InNcRNAs séo globalmente pouco conservados em relacdo a sua sequéncia primaria, logo se
utilizarmos outros tipos de algoritmos que deem menos importancia & conservacdo da
sequéncia, provavelmente, poderiamos ter encontrado um numero maior de estruturas

secundarias estaveis.
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Na literatura ja esta bem documentado que pequenos RNAs regulatorios podem ser
gerados do processamento de RNAs nédo codificadores longos transcritos de regides intronicas
e intergénicas do genoma (Kapranov et al. 2007; Fejes-Toth et al. 2009; Wilusz et al. 2009).
Para identificar qual seria a fracdo de InNcRNAs expressos em tecidos pancreéticos poderiam
originar pequenos RNAs regulatorios, as coordenadas gendmicas dos IncRNAs foram
comparadas com bancos de dados conhecidos de miRNAs e snoRNA (Lestrade and Weber
2006; Griffiths-Jones et al. 2008). Somente uma sobreposicdo discreta foi encontrada,
indicando que os transcritos longos (intrénicos e intergénicos) ndo sdo, predominantemente,
precursores conhecidos de microRNAs ou snoRNAs. Entretanto, ainda ha a possibilidade que

estes transcritos representem precursores de pequenos RNAs néo caracterizados.

A fim de buscar evidéncias na literatura que suportem a existéncia dos transcritos
longos intrénicos e intergénicos identificados neste trabalho, foi feita a busca de evidéncia
transcricional em dados de RNA-seq disponiveis gerados a partir de nove tecidos distintos
(Wang et al. 2008). Foi identificado que aproximadamente 80% dos transcritos nao
codificadores (intrénicos e intergénicos) detectados em tecidos pancreaticos foram detectados
em pelo menos uma das nove bibliotecas analisadas (Figura 13). A maior parte dos transcritos
identificados nas bibliotecas de RNA-seq foi detectada em apenas um tipo de tecido sem ser
pancreatico, ou nos nove tecidos abordados pela técnica de RNA-seq, além do pancreas. Este
comportamento entre os transcritos ndo codificadores identificados em tecidos pancreaticos
indica a prevaléncia de subconjuntos de IncRNAs com perfil de expressdo geral e tecido

especifico, respectivamente.

O perfil de expressédo tecido especifico para uma fracdo de RNA nédo codificadores,
sugere que a sua expressdo seja regulada (Nakaya et al. 2007; Mercer et al. 2008). Como

proposto nos trabalhos de Mikkelsen (Mikkelsen et al. 2007) e Guttman (Guttman et al. 2009)
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marcas de cromatina como a trimetilacdo da lisina 4 na histona 3 (H3K4me3) séo
frequentemente encontradas em regides de RNAs transcritos pela RNA polimerase 1. Na
andlise de transcritos ndo codificadores mapeados em regides intrénicas, foi encontrado
enriquecimento desta marca de cromatina (H3K4me3) na vizinhanga de 2kb de distancia do
inicio de transcricdo quando comparado com 100 grupos randémicos de sequéncias de DNA
(KS, p-valor < 0.05). Um enriquecimento compardvel foi encontrado para 0os mRNAs
codificadores de proteina, sugerindo que a transcricdo de mRNAs e IncRNAs intrénicos
apresentam assinatura de cromatina similar na regido promotora. Além disso, também foi
observado um enriquecimento significante (KS, p-valor < 0.05) de CAGE tags préximo ao
inicio de transcricdo conhecido para 0s transcritos intrénicos expressos nos tecidos
pancreéaticos, corroborando com a hipétese que parte desses transcritos possa representar
unidades transcricionais independentes. Uma vez que as bibliotecas de CAGE tags utilizadas
ndo possuiam linhagens provenientes de tecidos pancreéticos, a quantidade de transcritos
intronicos ou intergénicos que possuem inicio de transcricdo com CAPS’ pode ainda estar

subestimada.

Diferentemente dos mMRNAs codificadores de proteinas, ndo foi encontrado
enriquecimento significante para a presenca de ilhas CpGs na vizinhanca dos IncCRNAS
expressos em tecidos pancreéticos estudados neste trabalho. Baseado nesta observacdo, nés
propomos que a metilacdo de ilhas CpGs can6nicas ndo parece estar envolvida na regulacéo
transcricional da maior parte dos IncRNASs intronicos e intergénicos expressos em tecidos
pancredticos. Esta hipotese ainda é reforcada por Sati e colaboradores (Sati et al. 2012) que
estudou quatro linhagens diferentes (hl, PBMC, Brain Fr e Brain Gr) e também ndo
identificou densidade de metilagdo & montante do inicio de transcri¢cdo de IncRNAs, diferindo

do padrdo apresentado pelos mRNAs codificadores de proteina.
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Diante de vérias evidéncias de estrutura secundéria, conservacdo e de regulacédo fica
claro que pelo menos uma fracdo desses transcritos (intrdnicos ou intergénicos) seja
proveniente de unidade transcricional independente do que simplesmente ruido transcricional
originado do inespecificidade da RNA polimerase 1l (Struhl 2007). Isto nos levou a investigar
em maiores detalhes os niveis de expressdo desses INCRNASs entre as amostras tumorais e ndo

tumorais.

Diferencas de expressdo de INCRNAs intrdnicos em cancer de prostata e rim ja foram
documentadas pelo nosso préprio grupo (Reis et al. 2004; Brito et al. 2008). Neste trabalho,
nos estendemos essas observacOes para adenocarcinoma pancreéatico, a fim de verificar se
havia conjuntos de IncRNAs desregulados em amostras clinicas de pacientes com cancer de
pancreas. Comparando o perfil de expressdo de tumores primarios com amostra
histologicamente ndo tumorais e pancreatite cronica, foi identificada uma assinatura de 147
transcritos correlacionados com tumor primario de pancreas. Esta estratégica foi utilizada para
favorecer o aparecimento de marcadores especificamente associados ao adenocarcinoma
pancreatico do que transcritos associados com componentes de células estromais, as quais
estdo presentes em células tumorais e pancreatite cronica (Gress et al. 1997; Logsdon et al.
2003). Apesar de morfologicamente parecidas, as células estromais presente em pacientes
com pancreatite crénica e pacientes com tumor pancredtico apresentam diferencas
moleculares como visto por Pilarsky e colaboradores (Pilarsky et al. 2008). Entretanto,
comparando 0s transcritos encontrados como diferencialmente expressos entre as células
estromais de pancreatite cronica e tumor primario com a assinatura encontrada neste trabalho,
n&o houve sobreposicdo dos genes encontrados, sugerindo que a maior parte do que foi visto
na plataforma de microarranjo seja inerente ao tumor pancreatico. Contudo, atualmente, a
presenca de células estromais no tumor pancreatico vem atraindo a atengdo de grupos de

pesquisa, e estd sendo apontada como uma das maiores responsaveis pela agressividade do
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adenocarcinoma pancreatico (Erkan et al. 2012; Kong et al. 2012). Como 0 objetivo desta
andlise era priorizar os genes associados ao tumor primario de pancreas em relagdo ao tecido
ndo tumoral ndo foi comparada a diferenca de expressdo de pancreatite cronica e amostras

tumorais.

Devido a quantidade limitante de RNA remanescente dos pacientes, uma das opcdes
para checar se a assinatura encontrada estava coerente com os dados da literatura foi
investigar se existiam transcritos que ja haviam sido identificados em outros trabalhos da
literatura relacionados a expressdo génica de tumores pancreaticos. Apenas 23% dos mMRNAS
codificadores de proteina presentes na assinatura foram também identificados em outros
estudos. Esta pequena sobreposi¢cdo pode ser consequéncia de diferentes plataformas
utilizadas e da heterogeneidade das amostras tumorais (Jarvinen et al. 2004). Entretanto, foi
observada uma grande concordancia (17/24, 71%) entre as diferencas de expressao
encontradas na assinatura obtida pelo nosso trabalho e os perfis de expressdo génicos
apresentados por outros grupos. Este fato contribui para dar suporte aos resultados obtidos e

indica que a nosso grupo de amostras e metodologia foram aplicados corretamente.

Alguns dos genes j& reportados na literatura como diferencialmente expressos no
adenocarcinoma pancredtico ja haviam sido estudados como biomarcadores para este tipo de
cancer (por exemplo S100A6 (Ohuchida et al. 2007), S100P (Deng et al. 2008), TIMP1 (Pan
et al. 2011) e NF-xB (Weichert et al. 2007)). Em concordancia com trabalhos anteriores
(Lopez-Casas and Lopez-Fernandez 2010), a analise de enriquecimento de categorias na
assinatura de expressdao génica associada ao adenocarcinoma pancreatico apresentou o
enriquecimento de genes envolvidos em adesdo focal (Figura 20). Além disso, dentre os 16
genes mostrados na Tabela 6 associados as vias enriquecidas encontradas pela analise de GO,

sete ja tinham sido reportados como diferencialmente expressos em outros tipos de
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malignidades associados ao tecido pancreatico, como lesbes pré-malignas PanIN e IPMN. O
gene VCL, além de ter sido detecatado como aumentado em lesfes pré-malignas PanIN-1B/2
(Prasad et al. 2005), também foi identificado com expressdo aumentada em amostras de
tumores pancreéticos, sendo considerado como um potencial oncogene (Loukopoulos et al.
2007). Interessantemente, este gene teve sua proteina detectada em urina de individuos
saudaveis (Adachi et al. 2006), apontando para possiveis candidatos a serem estudados como

marcadores moleculares futuramente.

O enriguecimento da via de adesao focal sugere que a alteracao de genes codificadores
de proteinas relacionados a conexdo e sinalizacdo da matriz extracelular tenha um papel
importante na transformacdo maligna ou manutencdo do adenocarcinoma pancreatico.
Utilizando o IPA, a rede mais enriquecida encontrada estava relacionada a genes associados
as vias de movimento celular e interacdo célula-célula, reforcando a importancia da via de
adesdo focal. O conjunto de genes encontrados como alterados no adenocarcinoma
pancreatico incluia a integrina beta 5 (ITGB5), a qual foi encontrada como aumentada nas
amostras tumorais. A proteina Itgh5 ja havia sido investigada como biomarcador em cancer
de pulméo de células ndo pequenas (Dingemans et al. 2008) e é alvo da droga inibidora
EMD121974, a qual esta sob testes clinicos (Manegold et al. 2012). Desta forma, itgh5 € um

potencial candidato para ser testado como novo alvo de drogas em cancer de pancreas.

E importante ressaltar que uma fragdo (29%) dos 147 transcritos, que compunham a
assinatura associada ao adenocarcinoma primario pancreatico, era composta por INnCRNAs
mapeando em regibes intronicas e intergénicas, sugerindo que os RNAs ndo codificadores
poderiam exercer papéis relacionados a tumorigénese do cancer de pancreas. Este resultado
nos levou a investigar a existéncia de conjuntos de IncCRNAs cm niveis de expresséo alterados

em amostras metastaticas. Atualmente, hd& um aumento de interesse na relagdo entre a
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presenca de IncRNAs e cancer. Alguns dos IncRNAs ja foram identificados como alterados
em canceres como 0 MALAT-1 por contribuir com a migragéo celular em céncer de bexiga
(Ying et al. 2012) e pulmdo (Tano et al. 2010), HOTAIR® j4 foi visto como um possivel
preditor para cancer de mama (Rinn et al. 2007) e também a expressdo deste transcrito ja foi
descrita como aumentada em amostras de tumor pancredtico em relacdo a amostras ndo
tumorais (Kim et al. 2012). Outros trabalhos e revisGes apontam Vvarios INCRNAs
correlacionados com outros tipos de canceres (Prensner and Chinnaiyan 2011; Nie et al. 2012;
Reis and Verjovski-Almeida 2012). Apesar do crescente interesse nos INcCRNAs, a literatura
apresentada de INcRNAs mapeados em regibes intrénicas ainda € muito escassa, 0 que suporta

0 nosso interesse em identificar esses transcritos no adenocarcinoma pancreatico.

A assinatura associada a metastase pancredtica identificou 355 transcritos
diferenciamente expressos, o0s quais incluiam 220 codificadores de proteinas, 134 transcritos
intrénicos e intergénicos e 6 INcCRNAs conhecidos, alguns ja haviam sido relacionados com o
adenocarcinoma pancreatico como mostrado na secdo 4.5. Esta assinatura identificou
codificadores de proteina correlacionados com metéstases em outros tipos de cancer
(Apéndice 6), apontando para potenciais candidatos interessantes para serem testados como

novos alvos para tratamento de metastase no adenocarcinoma pancreéatico.

A fracdo significante de IncRNAs encontrada na assinatura de metastase (38% do
total) sugere que a desregulacdo desses INCRNAs poderiam estar associados também com o
processo metastatico. A alteracdo de expressdao de mMRNASs de genes enriquecidos na via de
MAPK quinase ja foi descrita no carcinoma pancreatico (Zhao et al. 2006; Campagna et al.

2008; Yachida and lacobuzio-Donahue 2009). Neste trabalho, foram identificados nove

22 HOTAIR presente em mamiferos com sequéncia pouco conservada (Rinn et al. 2007; He et
al. 2011). O transcrito fica localizado entre os genes HOXC10 e HOXC11 e age em trans
silenciando genes da familia HOXD através do recrutamento de PRC2 (Rinn et al. 2007).
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transcritos que mapeavam em regifes intronicas de genes pertencentes a via de MAPK
quinase na assinatura de metastase. Também foram observados alteragdo de expressdo em loci
génicos associados a apoptose, incluindo 42 codificadores de proteina e 6 InCRNAS
intrénicos, esta via foi uma das 12 descritas pelo trabalho de Jones e colaboradores (Jones et
al. 2008) como geneticamente alterada no cancer de pancreas. Estes resultados nos levaram a
documentar melhor a natureza desses 11 transcritos mapeados em regides intronicas de genes

de loci génicos associados a via de MAPK e apoptose.

Para caracterizar melhor esses transcritos, o primeiro ensaio a ser realizado foi
identificar se esses transcritos intrdnicos possuiam orientacdo senso e/ou antissenso em
relacdo aos seus respectivos mRNAs utilizando RT fita especifica. Para isso aliquotas de
RNA de pacientes tumorais (tanto tumor primario quanto metastase) foram utilizadas e
mostraram que 4 transcritos intrénicos possuem orientacdo antissenso em relacdo ao mRNA
codificador de proteina: PPP3CB, ATF2, TGFBR2 e MAPK1. A transcri¢do antissenso para o
transcrito PPP3CB também foi detectada na linhagem MIA PaCa-2. A orientacdo antissenso
relativa ao correspondente codificador de proteina mostra uma forte evidéncia que suporta a
hipbtese de que este transcrito € uma unidade transcricional independente, que esta sob o

controle de um promotor diferente do codificador de proteina de mesmo locus.

Transcritos mapeando em regides intrébnicas com a mesma orientacdo a0 mMRNA
codificador de proteina correspondente foram detectados nos loci ATF2, TGFBR2 e MAPK1,
assim como em 7 outros loci testados (ARRB1, MAP3K1, MAP3K14, MAP2K5, PTEN,
DAPK1 e RAPGF2), nos dois tipos de amostras de tecidos de paciente e amostras de RNA de
MIA PaCa-2. Neste caso fica muito dificil de determinar se esses transcritos, que possuem
orientacdo senso ao respectivo codificador de proteina, sdo unidades transcricionais

independentes, pois também poderiam ser resultado da transcricdo reversa de RNAS néo
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processados ou RNAs lariats estaveis provenientes do processamento de pré-mRNA.
Experimentos serdo necessarios para identificar se de fato esses RNAs ndo codificadores de

orientacdo senso sdo originados de unidades transcricionais independentes.

A abundancia relativa de dois RNAs sensos (DAPK1 e MAP3K14) e um antissenso
(PPP3CB), mapeados em regides intronicas, foram medidos em amostras de tumores
pancreaticos primarios e metastaticos por gRT-PCR, confirmando os resultados obtidos pelas
analises de microarranjos anteriormente. Outros 4 INcRNAs intrébnicos mostraram resultados
concordantes entre qRT-PCR e as hibridizacdes de microarranjos (ARRB, RAPGF2, ATF2 e
PTEN) apesar ndo serem estatisticamente significantes. Mudancas de expressdo de 4 outros
intrénicos ndo foram concordantes entre qRT-PCR e as hibridizagdes de microarranjos
(MAP3K1, TGFR2, MAP2K5 e MAPK1). A quantidade de RNA e o nimero de amostras de
tecido de pacientes era muito limitado, assim os INCRNAs que ndo foram validados foram
testados em apenas pequenas quantidades (n=3 para cada grupo) de amostras de pacientes em
uma primeira etapa de validacdo. E possivel que alguns desses candidatos de IncRNAs
intrénicos que falharam na primeira etapa de validacdo, provavelmente, poderiam ser
validados como diferencialmente expressos por qRT-PCR se mais amostras tivessem
disponiveis. Entretanto, a ndo validacdo da diferenca de expressdo dos InNcRNAs encontrados
também poderia ser explicada pela presenca de hibridacdo cruzada nas sondas da plataforma
de microarranjos, ou pelo fato de haver algum tipo de viés na etapa de amplificacdo de RNA,
que foi necessaria para hibridacdo das amostras a plataforma de microarranjos, enquanto que

para o experimento de qRT-PCR RNA total (sem etapas de amplificagéo) foi utilizado.

Alguns transcritos provenientes de regides intragénicas ja haviam sido demonstrados
por modular em cis a expressdo de mRNASs expressos no mesmo locus génico como

(KDELR2 (Louro et al. 2007), Saf (Yan et al. 2005), Zeb2-NAT (Beltran et al. 2008)). No
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trabalho de Louro e colaboradores (Louro et al. 2007), o aumento do transcrito antissenso
KDELR2 apos tratamento com andrdgeno era acompanhado com maior retencdo do exon 2 e
menor expressdao do exon 1 do mRNA correspondente nesse locus, sugerindo que o RNA
antissenso possa estar regulando o aparecimento de isoformas de splicing do correspondente
codificador de proteina. A superexpressao do antissenso Saf, transcrito a partir do primeiro
intron do locus Fas, aumentou a resisténcia a apoptose das células Jukart mediada por Fas
mas ndo por TNF-a. A presenga do RNA Saf ndo afeta a expressdo total do locus Fas, mas
sim o balango das isoformas (Yan et al. 2005). Outro caso interessante € a expressao do
transcrito antissenso Zeb2-NAT (Zeb2-Natural Antisense Transcript). Em células epiteliais,
Zeb2-NAT ndo é transcrito, assim o splicing do codificador de proteina ocorre naturalmente,
gerando um transcrito com 5’UTR de 421 nt. Este 5’UTR possui uma sequéncia que inibe o
scanning dos ribossomos prevenindo a traducdo da proteina Zeb2. Em células mesenquimais,
0 Zeb2-NAT ¢ transcrito e previne a ligacdo do spliceossomo no primeiro intron. Assim, o
transcrito processado possui a sequéncia do primeiro intron, que carrega a sequéncia IRES
situada perto no inicio de traducdo, permitindo que a proteina zeb2 seja traduzida (Beltran et
al. 2008). Além disso, nosso grupo de pesquisa mostrou INcCRNA capaz de regular a expressao
em cis do seu respectivo codificador de proteina denominado ANRASSF1, que é responsavel
pela ligagdo do complexo de proteina polycomb (PRC?2) para a cromatina da regido promotora
da isoforma RASSF1A, modulando sua expressdao e a proliferacdo celular (Beckedorff,
2012)*. Desta forma, fomos investigar qual era o nivel de expressdo dos respectivos
codificadores de proteinas correspondentes aos loci PPP3CB, MAP3K14 e DAPK1 nas
mesmas amostras e ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica entre as amostras

tumorais e metastaticas. Este resultado indica que os transcritos intrdnicos produzidos nesses

21 Beckedorff, F.C.F. “Recrutamento do complexo repressivo polycomb 2 pelo RNA n#o
codificador longo antissenso ANRASSF1 modula a expressdéo do gene RASSF1A e a
proliferacdo celular.” (2012). Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2012.
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loci ndo parecem afetar em cis a abundancia do transcrito codificador de proteina
correspondente. Esta concluséo ainda é suportada pela falta de correlacdo significativa entre
os niveis de expressao dos codificadores de proteina e os RNAs ndo codificadores originados
dos loci PPP3CB e DAPKZ1. Devido a falta de correlagdo entre os niveis de expressdo desses
2 IncRNAs e seus respectivos codificadores de proteina, levanta a hipdtese de que esses
INcRNAs possam estar agindo em trans ou entdo ndo possuem influencia no nivel

transcricional, mas no nivel traducional de proteinas.

Para poder comecar qualquer tipo de estudo funcional desses INCRNAs associados a
metastase pancredtica, seria interessante tentar determinar qual seria o tamanho e sequéncia
desses INCRNAs. A primeira tentativa foi utilizar bibliotecas comerciais de CLONETECH de
pancreas e fazer RACE 5 e 3’. Nesta primeira abordagem, os IncRNAs proveninentes de
ESTs de tamanho de cerca de 500pb foram identificados com tamanhos maiores, de no
minimo 1kb, sugerindo que esses RNAs ndo codificadores sejam longos. Com intuito de
eliminar a possibilidade de se trabalhar com um transcrito intrénico originado de pre-mRNA
ou produtos do processamento pos-transcricional, o transcrito antissenso foi escolhido para os
experimentos de northern blot realizados. Muitas tentativas de caracteriza¢do do tamanho do
InNcRNA antissenso originado da regido intrénica PPP3CB foram realizadas. As estratégias
adotadas foram diferentes métodos de deteccdo (radioativo e ndo radioativo), uso de maior
guantidade de RNA total ou RNA enriquecido com mRNA. Entretanto, os resultados obtidos
até o momento foram inconclusivos a respeito do tamanho deste InNcRNA (ficando entre 1,5-
1,8kb). Entretanto, a técnica de northern blotting se mostrou pouco sensivel para a deteccdo
de transcritos expressos em baixo nimero de copias como 0os ncRNAs intrdnicos investigados
neste trabalho. Outros grupos também ja apresentaram dificuldades para identificar ncRNAS
por meio de Northern Blot, como o trabalho de Braconi e colaboradores (Braconi et al. 2010)

para identificar o transcrito ndo codificador TUC338, o qual apresentou uma alta taxa de
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background, e o trabalho de Lu e colaboradores (Lu et al. 2010) investigou cinco ncRNAs
testados, somente 3 foram detectados no Northern Blot. Os autores justificaram que a
ocorréncia deste fato foi devido a sensibilidade da técnica, que para alguns casos acaba sendo

limitante.

Desta forma, a estratégia foi tentar confirmar se pelo menos o tamanho do transcrito
antissenso apresentado pela biblioteca de RACE também se confirmaria em linhagem celular
MIA PaCa-2. Infelizmente, ndo foi possivel identificar o transcrito descrito pela biblioteca de
RACE na linhagem MIA PaCa-2, o que impossibilitou a continuagéo de estudos relacionados
ao IncRNA PPP3CB. Este resultado pode ser derivado do fato de que as bibliotecas de RACE
sdo sintetizadas a partir de RNA total de tecidos pancreaticos normais e a linhagem MIA
PaCa-2 € derivada de carcinoma primario. Isto pode ser reforcado com os resultados dos
experimentos de RT-fita-especifica (Figura 26), os quais mostram que 3 transcritos intrénicos
sdo identificados em ambas orientacdes, enquanto que para a linhagem MIA PaCa-2, estes
mesmos transcritos sdo observados apenas na orientagdo senso, sugerindo que para estes
transcritos a linhagem celular pancreatica ndo consegue mimetizar 0 que ocorre na situacdo
real do tumor pancreatico. Ainda, diferencas de expressdo entre tecidos pancreaticos tumorais
e linhagens celulares ja foram encontradas no trabalho Lowe e colaboradores (Lowe et al.

2007), 0 que suporta os argumentos apresentados acima.

Devido ao fato do transcrito antissenso PPP3CB ndo ter alcancado resultados
promissores, foi decido escolher outro candidato para caracterizagcdo. O proximo candidato
escolhido foi o transcrito de orientacdo senso DAPK1 por dois motivos interessantes. O
primeiro seria a falta de correlacdo entre a expressdo do transcrito intrdbnico com o seu
respectivo codificador de proteina, sugerindo que este transcrito possa ser uma unidade

transcricional independente, e, 0 segundo, é que a proteina Dapkl possuia atividade pro-
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apoptdtica (Kogel et al. 2001) e trabalhos de imunohistoquimica em pacientes com tumor
pancredtico metastatico identificou uma menor taxa da proteina quando comparados aos
pacientes com tumores primarios (Dansranjavin et al. 2006). Foi visto na literatura que a
funcdo pro apotdtica desta proteina estava associada a presenca do “Death Domain” (Stevens
et al. 2009) e esse dominio se localiza na regido C terminal. Interessantemente, isoformas
mais curtas que ndo apresentavam o Death-Domain foram identificadas pelo no banco de
dados de ESTs depositadas e visualizadas no Genome Browser e estavam associadas aos
tecidos tumorais como mostrado na Figura 37. Estas evidéncias levantaram a hipo6tese que
talvez o transcrito intrénico antisenso DAPK1 pudesse modular o nivel de expressdo das duas
isoformas. Entretanto, antes que esta hipotese fosse levada adiante, foi necessario verificar se
0 transcrito intronico senso DAPK-1 poderia representar uma unidade transcricional
independente regulado por outro promotor que ndo fosse determinado pelo promotor do
codificador de proteina. Assim, analises bioinformaticas foram utilizadas para a busca de uma
possivel regido promotora. Os programas utilizados apontaram por uma possivel regido
promotora e dois sitios de ligagdo para a proteina TBP (TATA-bindig protein) e ainda a
evidéncia foi reforcada pela presenca de marcas de H3K4me3, a qual estd associada a
presenca de regido promotora ativa (Guttman et al. ; Mikkelsen et al. 2007), em linhagem

celular ndo pancreatica GM13878 (Figura 5).

O ensaio de atividade promotora com gene repoérter da luciferase permitiu identificar
uma regido promotora forte com 50% da atividade promotora do vetor pSV40. Assim, deu-se
continuidade aos estudos relacionados ao IncRNA intrénico DAPK-1. Como ja havia
observado anteriormente, o locus referente ao gene DAPK-1 possui uma isoforma mais curta
que foi identificada em nas ESTs spliced provenientes de tecidos tumorais de lingua e pele.
Assim, como j& descrito por outro trabalho (Yan et al. 2005), o RNA ndo codificador

intronico antissenso possui a capacidade de modular isoformas de splicing sem alterar
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substancialmente a expressdo total do locus do gene Fas. Uma vez que os resultados
referentes a expressdo de todas as isoformas codificadoras de dapk-1 (mMRNAS) ndo estava
correlacionada com a expresséo do intronico DAPK-1, procurou-se observar se este transcrito
intrénico, apesar de ter orientacdo senso, poderia estar correlacionado com a presenca da
isoforma longa nas amostras clinicas de pacientes. Com os resutlados obtidos das medidas de
expressdo por gPRC, ndo foi possivel ver associacdo do nivel de expressdo de mRNA da
isoforma codificadora longa com o nivel de expressdo do INCRNA intrénico DAPK-1 quando
analisada nos tecidos pancreaticos de amostras clinicas de pacientes tumorais. Entretanto,
curiosamente, utilizando as linhagens pancreaticas (MIA PaCa-2 e Capan-1) foi possivel
verificar que os niveis de expressdo entre esses dois RNAs estudados possuiam uma alta
correlacdo de expressdo. Isto pode ser explicado, pelo fato, das linhagens pancreéticas
apresentarem apenas uma parte isolada do tumor, enquanto que as amostras clinicas tumorais
possuiam uma populacdo heterogénea de células, incluindo células estromais, que, na maioria
das vezes acaba sendo grande parte da amostra retirada do paciente (Erkan et al. 2012; Kong

et al. 2012).

Devido a alta correlacdo na expressdo do ncRNA intrénico e da isoforma longa do
locus DAPK1em linhagens celulares (MIA PaCa-2 e Capan-2), fomos verificar se isso se era
possivel discriminar entre a expressdo do IncRNA intrdnico DAPK-1 e o respectivo pré-
MRNA. Como esperado, a expressao do ndo codificador se apresentou mais alta do que o seu
respectivo pré-mRNA. Desta forma, fomos verificar se o silenciamento do INcCRNA intrénico
provocaria uma mudanga na expressdo da isoforma mais longa. Para isso, a linhagem Capan-1
foi escolhida por apresentar maior expressdo do transcrito intrénico. Entretanto, os resultados
de silenciamento, mostraram que o oligo antissenso modificado utilizado era capaz de
silenciar tanto o IncRNA quanto as outras isoformas codificadoras. Para checar se o efeito do

silenciamento das isoformas codificadores ndo eram efeito secundario do silenciamento do
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INcRNA, foram desenhados 3 pares primers em regifes intronicas sem evidéncia de
transcri¢cdo para medir a quantidade de pré-mRNA do locus DAPK-1. Como mostrado na
Figura 42, o ensaio de silenciamento utilizando oligo antissenso estava diminuindo a
expressdo do pré-mRNA, o que poderia ter causado a diminuicdo do mRNA codificador de
proteina na Figura 41. Entretanto, esse experimento, porém, ndo pode descartar a
possibilidade de o silenciamento do ncRNA DAPK-1 estar envolvido com algum mecanismo
que iniba a transcricdo no locus de DAPK-1, e a diminui¢do na expressao do pré-mRNA seja

um efeito secundéario da auséncia do ncRNA DAPK-1.

Apesar dos resultados referentes ao possivel papel do intrénico senso DAPK-1 ainda
serem muito iniciais, na literatura ainda ha poucos trabalhos que exploram a possibilidade de
funcionalidade de transcritos intrénicos senso. Entretanto diversos trabalhos na literatura
relatam a presenca de transcritos provenientes de regides intrénicas, o término do projeto
ENCODE identificou que 62% das bases gendmicas sdo representadas por RNAs longos
(>200 nucleotideos). Dessas bases apenas 5.5% sdo representadas por exons da anotacdo do
GENENCODE, outros 94.5% sdo, na maior parte, representadas por regides intronicas, sendo
que apenas 31% sdo provenientes de regides intergénicas (Consortium et al. 2012). Levando
em consideracdo os transcritos primarios que ainda nao foram processados a porcentagem que
é transcrita no genoma sobe para 74.7% (Djebali et al. 2012). Kapranov e colaboradores
(Kapranov et al. 2010) demonstraram que a maior parte da porc¢do ndo poliadenilada do RNA,
excluindo a fragdo ribossomal, estd mapeada em regides intrdnicas com taxas variando de
31%-47% em humanos (K562- leucemia, figado e cérebro), mostrando que, de fato, RNAs
provenientes de regibes intronicas representam uma fracdo considerdvel de RNAs néo
poliadenilados. No trabalho de St Laurent e colaboradores (St Laurent et al. 2012), RNA-seq
de 42 ratos tratados com LPS (lipopolissacarideo) mostraram que 5753 regibes intrdnicas

apresentaram densidade de reads maior do que a dos exons do correspondente locus em pelo
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menos um dos animais tratados. Destes 707 apresentavam razdo de densidade de reads
(intron/exon) de 2 a 10 vezes maior do que 0s de regido exonica dos respectivos locus, sendo
que 90% apresentavam transcritos intronicos ndo anotados, outros 10% representavam
SnoRNAs e regibes repetitivas do genoma, sugerindo que estes transcritos intrénicos sejam

funcionais.

Apesar das evidéncias de que a transcricdo no genoma € pervasiva (Carninci et al.
2005; Dinger et al. 2009; Kapranov and St Laurent 2012), pouca atencdo foi dada para RNAs
intrénicos senso, devido ao fato da dificuldade de diferenciar este transcrito como uma
unidade transcricional independente, ou produtos resultantes da transcricdo espuria da RNA
polimerase Il em regides que se encontram acessiveis para permitir a expressdo de genes
codificadores de proteina (Struhl 2007; van Bakel et al. 2010), ou serem pré-mRNAS de genes
abundantes, ou ainda, serem produtos do processamento do splicing de pre-mRNAs sendo
denominados intron lariats. Entretanto, ha na literatura trabalhos que propGem funcionalidade
para os intrénicos senso muito parecidas com func@es descritas para INCRNAs intergénicos e

antissenso.

O transcrito COLDAIR (COLD Assisted Intronic Noncondig RNA) de cerca de 1100 nt
foi identificado em Arabidopsis thaliana e possui orientagdo senso em relacdo ao mRNA do
gene FLC (Flowering Locus C). Este transcrito foi identificado como sendo capaz de
direcionar o complexo PCR2 para regido promotora do seu gene hospedeiro (FLC), causando
a repressao deste transcrito no processo de vernalizacdo (Heo and Sung 2011). Este processo
de regulagéo por meio do recrutamento do complexo PCR2 ja foi descrito em animais para o
INcRNA HOTAIR, transcritos a partir da familia de genes HOXC e recruta o complexo
proteico polycomb para silenciar em trans o locus HOXD (Rinn et al. 2007; Tsai et al. 2010).

A superexpressao de 3 regides intronicas (6a, 14b e 23) do gene CFTR (cystic fibrosis
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transmembrane conductance regulator) em linhagem celular HelLa, a qual ndo expressa o
codificador de proteina, foi capaz de afetar genes relacionados com CFTR (Hill et al. 2006),
mostrando que regides intrdnicas senso possuem papéis importantes na célula. Recentemente,
trabalho realizado por Khaitan e colaboradores descreveu um transcrito intrénico senso SPY4-
IT1, o qual era transcrito a paritr do segundo intron do gene SPYR4, em melanoma. Este
transcrito intrébnico apesar de possuir alta correlagdo de expressdo com as isoformas
codificadoras SPRY4.2 e SPRY4.4 parece ndo atuar em cis. O silenciamento deste transcrito
levou a menor viabiliadade celular e aumento da taxa de apoptose dose dependente, além de
inibir invaséo celular em uma taxa de 60-80% (Khaitan et al. 2011). Guil e colaboradores
(Guil et al. 2012) identificaram diversos transcritos mapeados em regides intrénicas de genes

reguladores da cromatina ligados a proteina EZH2 (componente do complexo PCR2).

Como trabalhos na literatura mostravam que transcritos intrdnicos senso exercem
funcbes parecidas com IncRNAs conhecidos, as estratégias utilizadas para caraterizacao
funcional do transcrito senso DAPK-1 foram voltadas para fun¢bes de IncRNAs conhecidos.
Por exemplo, a regulacdo do splicing no balanco de isoformas realizada pelo transcrito
antissenso saf (Yan et al. 2005). Como os resultados ainda sdo pouco conclusivos sobre o
possivel papel do INcRNA intrénico senso DAPK-1, experimentos referentes a caracterizacao
do tamanho total deste transcrito devem ser realizados para ensaio de superexpressao em
linhagens celulares, uma vez que o silenciamento deste transcrito ndo produziu resultados
satisfatorios. A superexpressdo deste transcrito poderia indicar se este estd associado ao
balanco das isoformas codificadoras, agindo em cis, ou se 0 seu possivel papel estaria

associado a outros loci génicos, agindo em trans.
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6 Conclusoes

Neste trabalho, foi observado que RNAs ndo codificadores originados de regibes
intrénicas e intergénicas sao expressos em tecidos tumorais e ndo tumorais. Analises in silico
demonstraram que parte desses NcCRNAs possuem em média tamanho 779nt e a maior parte
ndo possuem potencial codificador, caracterizando-os como INCRNAs. A identificacdo desses
InNcRNAs em outros tecidos com dados de RNA-seq na literatura, confirma a existéncia desses

RNAs, que podem apresentar um padréo de tecido-especificidade ou expressao ampla.

Enriquecimento de marcas de cromatina associadas as regifes promotoras, sugere que
estes transcritos possam ser regulados. Apesar do pequeno conjunto de IncRNAs analisados,
evidéncias in silico apontam para o fato da maior parte destes transcritos ndo sofrerem
regulacdo de ilhas CpGs canénicas. A presenca de CAGEtags sugere que estes transcritos
sofram processamento pds-transcricional, e a falta de correlagdo entre a expressdo de
INcRNAs e seus respectivos codificadores de proteina e a identificacdo de transcritos
antissenso, reforca a ideia de que estes transcritos possam ser transcritos independentes, em
vez de pre-mRNAs ou intron lariats. Evidéncias de conservacdo de sequéncia, estrutura e
expressao apontam para o fato de que estes transcritos possam possuir funcionalidade.

Anaélises adicionais devem ser realizadas para determinar a biogénese desses RNAs.

Interessantemente, foram encontradas duas assinaturas de expressdo que correlacionvam
com o tumores primarios e a metastase pancreatica, as quais eram compostas por RNAs
codificadores de proteina juntamente com IncRNAs de regides intronicas e intergénicas.
Apesar da validacdo de poucos candidatos, os 3 candidatos intronicos tiveram a expressdo
confirmada em amostras de tumores metastaticos em relagdo as amostras de tumor primario,
sendo candidatos promissores para estudos de caracterizacdo. Os experimentos de RACE

apontaram que estes 3 candidatos apresentavam mais de 1 kb, caracterizando-os como
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realmente transcritos longos. A confirmagdo do tamanho do transcrito antissenso PPP3CB
ndo mostrou resultados promissores, melhorias na metodologia ou outras estratégias devem

ser utilizadas para determinacdo do possivel tamanho do transcrito.

Os experimentos de atividade promotora a montante do transcrito DAPK1 aponta para o
fato deste transcrito ser uma unidade transcricional independente, sendo um transcrito longo
de pelo menos 1050bp. Resultados iniciais apontam para o fato da expressdo deste INCRNA
estar correlacionado com a expressdo da isoforma longa em linhagens pancreaticas (MIA
PaCa2 e Capan-1). Infelizmente, o silenciamento desse transcrito ndo foi propicio para
investigar a correlacdo entre INCRNA e ao seu respectivo codificador de proteina, devido ao

silenciamento do pré-mRNA.

Estudos adicionais deverdo ser realizados a fim de investigar a biogénese desses RNAs,
assim como o seu papel funcional na célula a fim de entender a relevancia biologica desses
IncRNAs no adenocarcinoma pancredtico para compreender melhor as bases moleculares

dessa doenca.
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APENDICE

Apéndice 1: Tabela de primers utilizados no projeto

Primers Sequencia Foward Sequencia Reverse

ARRB1 TTCAGCCTGCCCCAGAACT GCTCTCATCCCACAGCAGAGA

ATF2 ATCAAAGAAGGTGAAATGAAAAAGC g‘?gTGTAGCTGTATTGGTGAGATTA
MAP2K1 iAGACATACCACTAAGTATCCCACAC GGGCTTCACCAGTCTGTCTACTG
MAP3K1 TGCACAATGCAAACTGAAATCA GCAATGGAGGGAATGTCCTACT
MAP3K14 CGGTCAATCTCGCTGAAATACA ACACAGGTAGACGCTGCTTGAA
MAPK1 TCTGACTGATGCGGCTATGG EAATTTAGAGAGCAAAGAGGTTGAG
MAPK3 CTTGGAGGGCAGAGACTGTAGGT CAACCACATTCTGGGCATCCT
PPP3CB AGAAAGTATAAACTGACTCCATGCCA CTGGTTTTGAAATGTAGAAGTGTGC
RAPGF2 CCCAAACCCAACCTTTTTTGT TCGGGAAATGAGTGTTTAAAGTCA
DAPK1 TCTGACCCGTGCACCTACCT GTCTCAAACAATCACACACCAACTC
PTEN

HMBS GGCAATGCGGCTGCAA GGGTACCCACGCGAATCAC

DAPK-1 exonic GCATCCTGAAGGAGATCCAG GATTTGAAGGGAGTGCAGGT
MAPK3K14_exonic CGGGTCAAAGTGGGAGACA CGAGTCTGGCACCTCCATGT

PPP3CB_exonic
DAPK1_RACE

DAPK1_NESTED

PPP3CB_RACE

PPP3CB_NESTED
MAP3K14_RACE
MAP3K14_NESTED
PPP3CB_1200

DAPK1_1050
DAPK1_long_isoform
DAPK1_promotor_senso_long
o
DAPK1_promotor_antisenso_l
ongo
DAPK1_promotor_senso_curt
o
DAPK1_promotor_antisenso_
curto

prel-DAPK1

pre2-DAPK1

pre4-DAPK1

CCTGACTCCCACAGGGATGTT

GATGATGTGGAAAATCGGAGTGTCA
TCTTCCACCTTCTTCTAACTGCACCT
T

CCCCTCAGCCAGACACAAGTGG

TGTTTTCACGCACACTGTGAATGCTC
GTGGGGGCTGCCCTGTATGC
CCACCCACCGCTCCTTTCTGG
TGTGTTCTACATGATGAATATTTCC
GGACTTTGACCTGGAAGAAG
GGCACCCTCATGTCCAAACT

ATAAGCTAGCGGCCAGGAACAGAGTA
GGTG
ATAAAAGCTTGGCCAGGAACAGAGT
AGGTG
GGTAGCTAGCAGTGCACTCATCCCTC
GGTA
GCTAAAGCTTAGTGCACTCATCCCTC
GGTA
AGAGATCAGTTCTGTGTGTTCCCTA

TGACTGGCATAGTGAGGAGTAGAG
CCTGTGGTCATTTACGTCTCATAA

GCAGATTCTATGTGGTGGAGAGAA
CGTGCACCTACCTGCCACTGA

TGCATCCTTTCTCGGCCTTG

GGTGACGTTTTTCTACCACTCAACCT
G
GCTGTCCCAGCTGGTTTTGAAATGT
GGGAGCCTGAGCCTGTCTTTCTTCA
GCCACTCCCACCTCTGAAAACCA
CAACTTATTTTAGGCCAAATTCT
TTGTTTTGGATTGGGACAG
CATTGCCATCCAGGTTGATTT

ATAAAAGCTTACTCTTCCCCAATGG
AAACC
ATAAGCTAGCACTCTTCCCCAATGG
AAACC
GCTAAAGCTTTCCATGGATTCAACC
AACCT
GTTAGCTAGCTCCATGGATTCAACC
AACCT
GGCTCTACTGTTAGGCTCTGAGAA

GAAGAAAAGAAAATCCCAAACTGA
GAGGAAGCAAACTAACCGATTCTA




Apéndice 2: Tabela de genes diferencialmente expressos comparando tumores primario (T) com pancreatite cronica (CP) e tecidos ndo
tumorais (NT).

G Bank Probe Logz (Fold
Probe ID ene b . Gene Name Gene ID Gene Symbol Ref Seq Gene Chromossome Change
Acession Region
T/PC+NT)
3634 BF853527 Exonic metallothionein 1H 4502 MT2A NM_005953 chrl6: 56642510 - 56643346 -1.25
4380 BQ358748 Exonic thioesterase superfamily member 5 284486 THEM5 NM_182578 chr11:5112125221315647 i -1.23
3964 AW748714 Exonic zinc finger and SCAN domain containing 18 65982 ZSCAN18 NM_023926 chr19: 58599594 - 58600025 -1.14
1414 BE170357 Exonic cell cycle progression 1 9236 CCPG1 NM_020739 chr15: 55652546 - 55652915 -1.05
4418 AW880616 Exonic neuroligin 4, X-linked 57502 NLGN4X NM_181332 chrX: 5808433 - 5808972 -1.02
. . chrX: 119677966 -
1442 BF890756 Exonic cullin 4B 8450 CUL4B NM_003588 119681021 -0.96
2945 BE813923 Exonic AT rich interactive domain 4A (RBP1-like) 5926 ARID4A NM_023001 chr14: 58838692 - 58839233 -0.94
similar to transducin-like enhancer of split 1
3163  BE080775  Exonic  (L(sP1)homolog Drosophila); transducin- 7088 TLE1 NM_005077 chr9: 84248419 - 84248751  -0.91
like enhancer of split 1 (E(sp1) homolog,
Drosophila)
3994 BF928925 Exonic leucine rich repeat containing 57 255252 LRRC57 NM_153260 chr15: 42836092 - 42839500 -0.91
4116 BF956998 Exonic Notch homolog 4 (Drosophila) 4855 NOTCH4 NM_004557 chré: 32180251 - 32182014 -0.89
1289 BF883365 Exonic MYC induced nuclear antigen 84864 MINA NM_153182 chr3: 97664008 - 97668764 -0.88
2870  BF920836  Exonic tra“Sc“pt“’“e;a}f;flrcggd‘“g to IGHM 7030 TFE3 NM_006521 chrX: 48886720 - 48887130 -0.87
4109 AW902244 Exonic CaM kinase-like vesicle-associated 79012 CAMKV NM_024046 chr3: 49895715 - 49896156 -0.83
2564 BG003639 Exonic neural cell adhesion molecule 1 4684 NCAM1 NM_000615 chril: 113076801 - -0.83
113078666
4157  BE161600  Exonic ST3 beta-galactoside alpha-2,3- 8869 ST3GALS NM_003896 chr2: 86073499 - 86075194 -0.80
sialyltransferase 5
_ chrX: 122737000 -
1377 BF907266 Exonic THO complex 2 57187 THOC2 NM_001081550 122737309 -0.74
4002 BF816617 Exonic retinoid X receptor, alpha 6256 RXRA NM_002957 Chr(i:317337331?él£92 i -0.74
3098  BF848512  Exonic WAS/WASL inﬁfgifse“rgzpmtei“ family, 147179 WIPF2 NM_133264 chr17: 38438372 - 38438743  -0.74
4045 AW383781 Exonic tripartite motif-containing 26 7726 TRIM26 NM_003449 chr6: 30152380 - 30152901 -0.71
3649 BF889142 Exonic CREB binding protein 1387 CREBBP NM_001079846 chr16: 3776899 - 3777317 -0.70
2083 BE708499 Exonic deleted in liver cancer 1 10395 DLC1 NM_182643 chr8: 12943203 - 12943976 -0.69
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3674
4354
1615

4237
4127
3719

993

4079
3348

4479

4358

3341
983
4016

1049

2160
3892
3152
2159
2866

784
3334

3919

BE694434
BF997721
BE926631

BE089334
BE825688
BQ318852

AW748486

BF083029
BF956997

BF851788

BE163446

AW902178
AW352153
BF156016

BE168033

BE832971
AWB880836
BF351473
BG009760
BF854041

BE828277
BG005931

BF082553

Exonic
Exonic
Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

A kinase (PRKA) anchor protein 11
tripartite motif-containing 25
ankyrin repeat domain 40

eukaryotic translation initiation factor 4E
binding protein 2

forkhead box N2

eukaryotic translation initiation factor 14, X-
linked

StAR-related lipid transfer (START) domain
containing 3

nuclear mitotic apparatus protein 1
insulin receptor

metastasis associated 1

solute carrier family 25 (mitochondrial
carrier; phosphate carrier), member 23

coronin, actin binding protein, 2B
PRKC, apoptosis, WT1, regulator
formin binding protein 4

nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1

phenylalanyl-tRNA synthetase, beta subunit
neuropilin 2

chromosome 1 open reading frame 115

T-cell leukemia translocation altered gene

transforming, acidic coiled-coil containing
protein 2

THO complex 7 homolog (Drosophila)
breast cancer anti-estrogen resistance 3

RWD domain containing 4A

11215
7706
91369

1979
3344
9086

10948

4926
3643

9112

79085

10391
5074
23360

4790

10056
8828
79762
6988
10579

80145
8412

201965

AKAP11
TRIM25
ANKRD40

EIF4EBP2
FOXN2
EIF1AY

STARD3

NUMA1
INSR

MTA1

SLC25A23

CORO2B
PAWR
FNBP4

NFKB1

FARSB
NRP2
Clorfl15
TCTA
TACC2

THOC7
BCAR3

RWDD4

NM_016248
NM_005082
NM_052855

NM_004096
NM_002158

NM_004681

NM_001165937

NM_006185
NM_001079817

NM_004689

NM_024103

NM_001190456
NM_002583
NM_015308

NM_001165412

NM_005687
NM_003872
NM_024709
NM_022171
NM_006997

NM_025075
NM_003567

NM_152682

chr13: 42877859 - 42891701
chr17: 54966236 - 54966713
chr17: 48772971 - 48773355

chr10: 72185273 - 72185618
chr2: 48573374 - 48573739
chrY: 22744500 - 22754371

chr17:37819074 - 37819526

chr11: 71714302 - 71714553
chr19: 7115432 - 7116001
chr14: 105935806 -
105936531

chr19: 6440350 - 6440918

chr15: 69019629 - 69019996
chr12: 79986375 - 79990605
chr11: 47738099 - 47738357
chr4: 103500103 -
103514719
chr2: 223464681 -
223488446
chr2: 206661782 -
206662220
chr1: 220870418 -
220870743
chr3: 49453065 - 49453401
chr10: 124008155 -
124013595
chr3: 63819755 - 63822036
chr1: 94054875 - 94140324
chr4: 184560966 -
184561269
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-0.67
-0.66
-0.65

-0.65
-0.65

-0.62

-0.61

-0.60
-0.59

-0.59

-0.59

-0.58
-0.57
-0.56

-0.55
-0.54
-0.54
-0.54
-0.54

-0.53

-0.52
-0.51

-0.49



4123

3908

3117

674

3720

2580

3158

4121

1673
2935
4507
3479

1608
873

AWB884452

BF996163

BE156258

BF890754

AW889200

BF956989

BG000783

BE168342

BF336884
BG000772
BF756552
BE061111

BG001145
CK327135

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic
Exonic
Exonic

Exonic
Exonic

ribosomal protein L36a pseudogene 51;
ribosomal protein L36a pseudogene 37;
ribosomal protein L36a pseudogene 49;
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2
(H"; ribosomal protein L36a

major facilitator superfamily domain
containing 2
eukaryotic translation elongation factor 1
alpha-like 7; eukaryotic translation
elongation factor 1 alpha-like 3; similar to
eukaryotic translation elongation factor 1
alpha 1; eukaryotic translation elongation
factor 1 alpha 1
ubiquinol-cytochrome c reductase hinge
protein-like; ubiquinol-cytochrome c
reductase hinge protein
similar to Down-regulated in metastasis
protein (Key-1A6 protein) (Novel nucleolar
protein 73) (NNP73); UTP20, small subunit
(SSU) processome component, homolog
(yeast)

A kinase (PRKA) anchor protein 2;
paralemmin 2/ PALM2-AKAP2 readthrough
transcript

protease, serine, 12 (neurotrypsin, motopsin)

deformed epidermal autoregulatory factor 1
(Drosophila)

THO complex 3

CD14 molecule

axin 2

TAF8 RNA polymerase II, TATA box binding
protein (TBP)-associated factor, 43kDa

nucleoporin 85kDa
synaptojanin 2 binding protein

6166

84879

645715

7388

27340

8492

10522

84321
929
8313
129685

79902
55333

RPL36AL

MFSD2A

EEF1A1

UQCRH

UTP20

AKAP2/
PALM2-
AKAP2

PRSS12
DEAF1

THOC3
CD14

AXIN2
TAF8

NUP85
SYN]2BP

NM_001001

NM_001136493

NM_001402

NM_006004

NM_014503

NM_001004065,
NM_001136562,
NM_001198656/NM_007203,
NM_147150

NM_003619
NM_021008

NM_032361
NM_000591
NM_004655
NM_138572

NM_024844
NM_018373

chr14: 50085411 - 50085859

chrl: 40432298 - 40434034

chr6: 74225045 - 74225957

chrl: 46775825 - 46782443

chr12:101779369 -
101779816

chr9: 112900635 -
112900980

chr4: 119201681 -
119202232

chr11: 679719 - 687941

chr5: 177309413 -
177310913
chr5: 140011485 -
140011954
chr17: 63525549 - 63525871

chré6: 42046925 - 42047215

chr17: 73224852 - 73225287
chr14: 70837736 - 70838099

-0.48

-0.47

-0.47

-0.45

-0.45

-0.44

-0.44

-0.44

-0.43
-0.41
-0.39
-0.37

-0.37
-0.32
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2597

1429
609

222

1693

2591

3583

1408

1404
2518

251

928

1375

578
617

601

2193

1374
1849
3153

2975

1600

BF372924

BF090391
CK327153

AW369265
AW605304
BE762975
AW805129

BQ352893

BE709116
BF988663

BE826656
BE841633

BE166709

AW880912
BF735925

BQ349514

BE833209

BE840232
CK326978
AWB804421

BF883034

AW393928

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

centrosomal protein 70kDa

small proline-rich protein 1B

actin, gamma 1

excision repair cross-complementing rodent
repair deficiency, complementation group 5

coiled-coil domain containing 52

centrin, EF-hand protein, 2

E74-like factor 3 (ets domain transcription
factor, epithelial-specific )

ATP synthase, H+ transporting,
mitochondrial F1 complex, beta polypeptide
cell division cycle 25 homolog B (S. pombe)

syndecan 1

thyroid hormone receptor interactor 6

membrane bound O-acyltransferase domain
containing 2

integrin, beta 5

nischarin
OCIA domain containing 1

v-ral simian leukemia viral oncogene
homolog A (ras related)

N-myc (and STAT) interactor

tumor suppressor candidate 3
diacylglycerol kinase, theta 110kDa
centromere protein T
actin related protein 2/3 complex, subunit
1B, 41kDa; similar to Actin-related protein
2/3 complex subunit 1B (ARP2/3 complex 41
kDa subunit) (p41-ARC)

transmembrane protein 87B

80321

6699
71

2073

152185

1069

1999

506

994
6382

7205

129642

3693

11188
54940

5898

9111

7991
1609
80152

10095

84910

CEP70

SPRR1B
ACTG1

ERCC5

SPICE1

CETN2
ELF3

ATP5B

CDC25B
SDC1

TRIP6
MBOAT2

ITGB5

NISCH
OCIAD1

RALA

NMI

TUSC3
DGKQ
CENPT

ARPC1B

TMEMS87B

NM_024491

NM_003125
NM_001614

NM_000123

NM_144718

NM_004344

NM_001114309

NM_001686

NM_021873
NM_002997

NM_003302

NM_138799

NM_002213

NM_007184
NM_001079839

NM_005402

NM_004688

NM_006765
NM_001347
NM_025082

NM_005720

NM_032824

chr3: 138224250 -
138248240
chr1: 153004798 -
153005343
chr17: 79477178 - 79477612
chr13: 103524547 -
103527941
chr3: 113165456 -
113172534
chrX: 151996148 -
151997119
chrl: 201985924 -
201986245

chr12: 57036569 - 57038715

chr20: 3786443 - 3786685
chr2: 20401873 - 20402387
chr7: 100468210 -
100470982

chr2: 8998412 - 8998698

chr3: 124483236 -
124492611
chr3: 52526352 - 52526892
chr4: 48859228 - 48863139

chr7: 39726323 - 39736461

chr2: 152127313 -
152132079
chr8: 15531254 - 15605963
chr4: 954420 - 955282
chr16: 67863961 - 67864302

chr7: 98985809 - 98990358

chr2: 112876058 -
112876711

181

-0.30

-0.19
0.38

0.45

0.60

0.63

0.64

0.66

0.68
0.71

0.72

0.73

0.74

0.76
0.78

0.83

0.84

091
0.93
0.95

0.96

0.96



4404

287
1043

642
2348

3339

1367

1302
4431

2123

2143
229

558

1666

613

2157
3270

624

2226

992

3249

2468
1742

BF989969

BE833289
AW605349

BF883122
BF375449

BQ310838
AW391467

BE163603
BE166669

BQ349504

AW819761
AW939042

BF825996
AW608129

BF951773

BF880950
BF985067

BE712464
AW852323
AW606067

BF820605

BF930663
AW370679

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

pituitary tumor-transforming 1 interacting
protein
vinculin
transforming growth factor, beta-induced,
68kDa
CD63 molecule
trans-golgi network protein 2

heat shock protein 90kDa beta (Grp94),
member 1

interferon induced transmembrane protein 1
(9-27)

transmembrane protein 141

beta-2-microglobulin

lactate dehydrogenase A

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
S$100 calcium binding protein A6

PERP, TP53 apoptosis effector
collagen triple helix repeat containing 1

RAN, member RAS oncogene family

hepsin
collagen, type |, alpha 1

syntaxin 6

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic
reticulum protein retention receptor 2

cyclin-dependent kinase 2 associated protein
1

actin related protein 2/3 complex, subunit 2,
34kDa

S100 calcium binding protein P
TIMP metallopeptidase inhibitor 1

754

7414
7045

967
10618

7184

8519

85014
567

3939

999
6277

64065

115908

5901

3249
1277

10228

11014

8099

10109

6286
7076

PTTG1IP

VCL
TGFBI

CD63
TGOLN2

HSP90B1

IFITM3

TMEM141
B2ZM

LDHA

CDH1
S100A6

PERP

CTHRC1

RAN

HPN
COL1A1

STX6

KDELR2

CDK2AP1

ARPC2

S100P
TIMP1

NM_004339

NM_014000
NM_000358

NM_001040034
NM_006464

NM_003299

NM_021034

NM_032928
NM_004048

NM_005566, NM_001135269,
NM_001165414, NR_028500

NM_004360
NM_014624
NM_022121
NM_138455

NM_006325

NM_182983
NM_000088

NM_005819
NM_006854
NM_004642

NM_152862

NM_005980
NM_003254

chr21: 46269711 - 46270281

chr10: 75879048 - 75879381
chr5: 135394777 -
135399121
chr12: 56119916 - 56121037
chr2: 85545357 - 85545693
chr12:104336329 -
104340474

chr11: 319884 - 320757

chr9: 139686710 -
139687665
chr15: 45003766 - 45010267

chr11: 18427006 - 18429090

chr16: 68868514 - 68869081
chr1: 153507124 -
153507833
chr6: 138412333 -
138412921
chr8: 104388147 -
104394802
chr12: 131357147 -
131360274
chr19: 35556192 - 35557298
chr17: 48261490 - 48261694
chr1: 180959119 -
180974600

chr7: 6500778 - 6501263

chr12: 123745864 -
123746351
chr2: 219093458 -
219110266
chr4: 6698701 - 6699262
chrX: 47444333 - 47446082

0.96

0.97
1.01

1.04
1.05

1.05

1.08

1.09
1.15

1.15

1.17
1.20

1.21

1.23

1.24

1.25
1.34

1.37

1.44

1.48

1.74

2.57
2.62



1670

4283
3977
3897

3865

4262

1018
4268
2848
4280
4379

4360
4352

1168

3842
914

4319

3912

3229

4339
858
4258
3513

4064

76
3886

2838

AW902314

AW901940
BF754591
BE155946

BE008094

BE702744

BF956245
BF918966
BF736784
BF944704
BF368581

BE168353
BE003587

AW852151

BF334142
BF893298

CK327106

BG004239

AW937483

BF898694
BG010309
BF364131
AW901803

BQ316935

BE160056
AW820168

BE163917

Exonic/
ncRNA

Intergenic
Intergenic
Intergenic

Intergenic

Intergenic

Intergenic
Intergenic
Intergenic
Intergenic
Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic
Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

family with sequence similarity 36, member
A/ non-protein coding RNA 201
(NCRNA00201)

Sorbin and SH3 domain containing 1
PAS domain containing serine/threonine
kinase
Protein phosphatase 4, regulatory subunit 1
DIP2 disco-interacting protein 2 homolog B
(Drosophila)

Enolase superfamily member 1
Mitogen-activated protein kinase kinase 5

Tyrosine kinase, non-receptor, 2
neuroblastoma breakpoint family, member

10

Activating signal cointegrator 1 complex
subunit 3

Megakaryoblastic leukemia (translocation) 1
DAZ associated protein 1
Chromosome 16 open reading frame 46
Gliomedin

Phosphonoformate immuno-associated
protein 5

Na+/K+ transporting ATPase interacting 2

Syntaxin 12

Guanine nucleotide binding protein (G
protein), beta polypeptide 1

116228/
284702

10580
23178
9989

57609

55556
5607

10188

100132406

10973

57591

26528
123775
342035

10443

154215
23673

2782

FAM36A/
NCRNA00201

SORBS1
PASK
PPP4R1

DIP2B

ENOSF1
MAP2K5

TNK2

NBPF10

ASCC3

MKL1
DAZAP1
Cl6orf46
GLDN

N4BP2L2

NKAIN2
STX12

GNB1

NM_198076/ NR_266778

NM_015385
NM_015148
NM_001042388

NM_173602

NM_001126123
NM_002757

NM_005781

NM_001039703

NM_006828

NM_020831
NM_170711
NM_152337
NM_181789

NM_033111

NM_001040214
NM_177424

NM_002074

chrl: 245007377 -
245007734

chr15: 93442037 - 93442479
chrl: 46653707 - 46654108
chr20: 1025153 - 1025834
chr2: 181710096 -
181710451
chr7: 127944519 -
127944846
chr7: 99345995 - 99346500
chr5: 92193518 - 92194056
chrl: 35644977 - 35645390
chr1: 11353583 - 11355287
chr10: 97315461 - 97315809
chr2: 242086059 -
242086526
chr18: 9561281 - 9561760

chr12: 51007113 - 51007544

chr18: 709089 - 709430
chr15: 67889806 - 67890177
chr3: 195591793 -
195592189
chrl: 145302128 -
145302563
chr6: 101180631 -
101181205
chr22: 40849141 - 40849644
chr19: 1419237 - 1419769
chr16: 81104689 - 81105025
chr15: 51642970 - 51643317

chr13: 33109399 - 33109744

chré6: 124980949 -
124981492
chrl: 28141725 - 28142251

chr1: 1803765 - 1804063

183

-0.69

-0.93
-0.91
-0.73

-0.68

-0.67

-0.60
-0.56
-0.55
-0.42
-1.53

-1.05
-1.00

-0.97

-0.85
-0.82

-0.80

-0.76

-0.76

-0.70
-0.69
-0.67
-0.66

-0.64

-0.64
-0.63

-0.63



3903

2435
4253

912

3979
790

3585

2384
846
3849
2411
1194
2784
4357

446
1695

3483

BE166370

AW846670
BE089575

AWB865910

CK327186
AWB860958

BF875569

BE168993
BE160464
BE007885
BF894929
BF944729
BF857841
CK327190

BF919473
AW937741

BE062809

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic/
Intronic

Nuclear receptor subfamily 2, group C,
member 2
Chromosome 11 open reading frame 49

Chromosome 20 open reading frame 7
Nucleolar protein NOP5/NOP58

Leptin receptor
Dystonin

Activating transcription factor 3

Macrophage erythroblast attacher
Gephyrin
Rho GTPase activating protein 12
Ubiquitin specific peptidase 15
Arrestin, beta 1
Inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1
Zinc finger protein 644
Catenin (cadherin-associated protein), delta

SFRS protein kinase 1

TMEM189-UBE2V1 readthrough/ ubiquitin-
conjugating enzyme E2 variant 1

7182

79096
79133

51602

3953
667

467

10296
10243
94134
9958
408
3708
84146

1500
6732

387522/
7335

NR2C2

Cl1orf49
C20o0rf7

NOP58

LEPR
DST

ATF3

MAEA
GPHN
ARHGAP12
USP15
ARRB1
ITPR1
ZNF644

CTNND1
SRPK1

TMEM189-
UBE2V1/
UBE2V1

NM_003298

NM_001003676
NM_001039375

NM_015934

NM_002303
NM_015548

NM_001030287

NM_001017405
NM_001024218
NM_018287
NM_006313
NM_020251
NM_001099952
NM_016620

NM_001085458
NM_003137

NM_199203/
NM_001032288, NM_021988,
NM_022442, NM_199144

chr3: 15084054 - 15084337

chr11: 47169433 - 47169741
chr20: 13789721 - 13790060
chr2: 203164022 -
203164376
chr1: 66071979 - 66072278
chr6: 56329341 - 56329893
chrl: 212785642 -
212786212
chr4: 1318234 - 1318651
chr14: 66990664 - 66991047
chr10: 32168422 - 32168792
chr12: 62725137 - 62725661
chr11: 75045505 - 75045972
chr3: 4786881 - 4787338
chr1: 91432941 - 91433257

chr11: 57541563 - 57541976
chr6: 35819568 - 35820194

chr20: 48718697 - 48719099

-0.62

-0.61
-0.58

-0.57

-0.55
-0.53

-0.50

-0.47
-0.45
-0.45
-0.41
-0.39
-0.33
-0.33

-0.26
1.00

-0.57

184
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Apéndice 3: Andlise de enriquecimento (DAVID) de genes diferencialmente expressos na
assinatura de amostras de tumores primarios comparados a pancreatite cronica e

amostras ndo tumorais.

Categoria Termos p-valor* Genes
Genes codificadores de proteina
GOTERM_BP_FAT G0:0019048 Virus-Host Interaction 0,005 THOC7, THOC2, INSR, THOC3
THOC7, THOC2, RAN, NUPS85,
GOTERM_BP_FAT G0:0050658 RNA transport 0,007
THOC3
GOTERM_BP_FAT GO:0006405 RNAIEXPIM from 0,005  THOC7, THOC2, RAN, THOC3
ucleus
THOC7, THOC2, RAN, NUPS8S5,
GOTERM_BP_FAT GO0O:0050657 Nucleic Acid Transport 0,007 THOC3
GOTERM_BP_FAT G0:0051236 Establlshn'lent' of RNA 0,007 THOC7, THOC2, RAN, NUPS8S5,
Localization THOC3
GOTERM_BP_FAT GO0O:0051168 Nuclear Export 0,017 THOC7, THOC2, RAN, THOC3
THOC7, THOC2, NUP85,
GOTERM_BP_FAT G0:0051028 mRNA Transport 0,035
THOC3
GOTERM_BP_FAT GO:0006406 mRN?\IExf’OH from 0,039 THOC7, THOC2, THOC3
ucleus
TH THOC2, RA P
GOTERM_BP_FAT GO:0006403 RNA Localization 0,010 0C7, ?I?IO'C3 N, NUP85,
GOTERM_BP_FAT GO:0015931 Nucleobase, containing 0,010 THOC7, THOC2, RAN, NUPS85,
compound Transport THOC3
Intronless Viral mRNA
GOTERM_BP_FAT GO0O:0046784 Export from Host 0,021 THOC7, THOC2, THOC3
Nucleus
GOTERM_CC_FAT G0:0005925 Focal Adhesi 0,024 TRIP6, TRIM25, VCL, SDC,
S ' oeatAdnesion ' ARPC2, DLC1, CDH1
TRIP6, TRIM25, VCL, SDC1,
GOTERM_CC_FAT G0O:0030055 Cell-Substrate Junction 0,024
ARPC2, DLC1, CDH1
Cell-Substrate TRIP6, TRIM25, VCL, SDC1,
GOTERM_CC_FAT G0:0005924 . 0,024
Adherens Junction ARPC2, DLC1, CDH1
. . TRIP6, PERP, TRIM25, VCL,
GOTERM_CC_FAT GO:0070161 Anchoring Junction 0,044 SDC1, ARPC2, DLCL, CDH1
GOTERM_CC_FAT G0:0000346 | ranscription Export o THOC7, THOCZ, THOC3
Complex
Basolateral Plasma TRIP6, NOTCH4, TRIM25, VCL,
GOTERM_CC_FAT GO0:0016323 Membrane 0,039 SDC1, ARPCZ, DLCL, CDH1
KEGG_PATHWAY hsa05130 Pathogenic Escherichia 0,022 CD14, ARPC1B, ACTG1, ARPC2,

coli infection

CDH1




Apéndice 4: Tabela de genes dieferencialmente expressos comparando tumors primarios e metastases pancreaticas

Gene Log;
Prob Bank Pro_b © Gene Name Gene ID Gene Ref Seq Gene Chromossome (Fold
elD . Region Symbol Change
Acession
M/T)
3712 BE763689 Exonic death associated protein 3 7818 DAP3 NM_033657 chrl: 155691309 - -7.67
155695810
AW93821 . .
605 ) Exonic thrombospondin 1 7057 THBS1 NM_003246 chr15: 39888085 - 39888654  -6.61
2497 BF888326 Exonic  Paladin, cytoskeletal associated 23022 PALLD NM_001166108 chr4: 169848516 - -5.88
protein 169849101
AWS80558 . . chr8: 103661173 -
4073 0 Exonic Kruppel-like factor 10 7071 KLF10 NM_001032282 103661729 -5.75
3234 BE840880 Exonic serglycin 5552 SRGN NM_002727 chr10: 70863894 - 70864339  -5.75
hypoxia inducible factor 1, alpha
1324 BF923330 Exonic subunit (basic helix-loop-helix 3091 HIF1A NM_181054 chr14: 62213753 - 62214259  -3.99
transcription factor)
1376 BF378626 Exonic Suanine nucleotide binding protein 2782 GNB1 NM_002074 chrl: 1717243 - 1717778 -3.82
(G protein), beta polypeptide 1
955 BE172273 Exonic DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 1654 DDX3X NM_ 001193416 chrX: 41208534 - 41209133 -3.42
polypeptide 3, X-linked
3883 BE706846 Exonic matrix-remodelling associated 7 439921 MXRA7 NM_001008528 chr17: 74676083 - 74676429 -3.29
4114 CK3§721 Exonic mltoge“'a“‘l‘(’?;:gepf otein kinase 5604 MAP2K1 NM_002755 chri5: 66783397 - 66783674  -3.24
3702 BF357931 Exonic Janus kinase 1 3716 JAK1 NM_002227 chrl: 65298979 - 65299505 -2.97
958 BE774819 Exonic  $100 calcium binding protein A8 6279 S100A8 NM_002964 Chr11513533632%%)5616 ; -2.90
4462 BE711811 Exonic T-cell lymphoma invasion and 7074 TIAM1 NM_003253 chr21: 32492677 - 32493029  -2.66
metastasis 1
3764 BQ3§855 Exonic nuclear receptor coactivator 4 8031 NCOA4 NM_001145260 chr10: 51589996 - 51590481 -2.58
2228 BF879985 Exonic SMAD family member 2 4087 SMAD2 NM_005901 chr18: 45367901 - 45371790 -2.56
4111 BES33284 Exonic -iMdomain 0“13’1% (rhombotin-like ;- LMO2 NM_001142315  chrll:33880391 - 33880726  -2.49
3673 AW60659 o nic  Breell translocation gene 1, anti- 694 BTG1 NM_001731 chr12: 92536906 - 92537501  -2.37
5 proliferative
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1384
3593

4305
4431

2975

613
2348
2972

992

1368

4117

1362

4403

2756

2123

2898

AW837526
BF857286

BE086865
BE166669

BF883034

BF951773
BF375449
BE720363

AW606067
BE769759

AW602701

AW994902

BE814543

AW939400

BQ349504

AW994882

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

nuclear receptor coactivator 4
phosphatidylinositol binding
clathrin assembly protein
leptin receptor overlapping
transcript
beta-2-microglobulin
actin related protein 2/3 complex,
subunit 1B, 41kDa; similar to
Actin-related protein 2/3 complex
subunit 1B (ARP2/3 complex 41
kDa subunit) (p41-ARC)

RAN, member RAS oncogene family

trans-golgi network protein 2
insulin-like growth factor binding
protein 7
cyclin-dependent kinase 2
associated protein 1
ubiquitin-conjugating enzyme E2E
3 (UBC4/5 homolog, yeast)
RAB31, member RAS oncogene
family
ribosomal protein L15 pseudogene
22; ribosomal protein L15
pseudogene 18; ribosomal protein
L15 pseudogene 17; ribosomal
protein L15 pseudogene 3;
ribosomal protein L15 pseudogene
7; ribosomal protein L15
epithelial membrane protein 1
transmembrane protein 50B

lactate dehydrogenase A

chromatin modifying protein 5

8031
8301

54741
567

10095

5901
10618
3490

8099

10477

11031

6138

2012

757

3939

51510

NCOA4
PICALM

LEPROT
B2M

ARPC1B

RAN
TGOLN2
IGFBP7

CDKZ2AP1

UBEZ2E3

RAB31

RPL15

EMP1

TMEM50B

LDHA

CHMP5

NM_005437

NM_001008660
NM_001198681,

NM_017526
NM_004048

NM_005720

NM_006325
NM_006464
NM_001553

NM_004642
NM_182678

NM_006868

NM_002948

NM_001423
NM_006134
NM_005566,

NM_001135269,
NM_001165414,

NR_028500
NM_016410

chr10: 51589996 - 51590479
chr11: 85668821 - 85669229

chr1: 65898722 - 65899341
chr15:45003766 - 45010267

chr7: 98985809 - 98990358

chr12: 131357147 -
131360274
chr2: 85545357 - 85545693

chr4: 57898615 - 57907101

chr12: 123745864 -
123746351

chr2: 181927700 -
181928032

chr18: 9859318 - 9859483

chr3: 23961591 - 23962170

chr12: 13368770 - 13369416

chr21: 34821472 - 34821770

chr11: 18427006 - 18429090

chr9: 33281009 - 33281502

187

-2.33
-2.32

-2.31
-2.29

-2.18

-2.07
-2.05
-2.05

-2.00
-1.99

-1.96

-1.96

-1.86

-1.84

-1.82

-1.78



4424

2116

2500

2499
1710
3625

4471

2144

617
1729

2911

2498

1699
642
666

2595

3919

2711

2981

3677

1807
2623

AW88128
7
AW86094
8

BF090303

BE693756
BE774773
BE706149

BF893510

BF352147

BF735925
BF377282
AW81977
0
BE939301
AW86734
3
BF883122

BE814854

BF945730

BF(082553

AW36966
2

BE154053

AW86249
1
BE762926
BE696994

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic
Exonic
Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

core-binding factor, beta subunit
SMAD family member 2

B-cell CLL/lymphoma 6

cytoplasmic FMR1 interacting
protein 1
amphiregulin; amphiregulin B
eukaryotic translation initiation
factor 3, subunit B

SIVA1, apoptosis-inducing factor

mitogen-activated protein kinase
kinase kinase kinase 5
OCIA domain containing 1
serine incorporator 3
RAB4A, member RAS oncogene
family
adrenergic, beta, receptor kinase 1

cullin 3
CD63 molecule
chondroitin sulfate synthase 1

protein tyrosine phosphatase,
receptor type, B

RWD domain containing 4A

prostate transmembrane protein,
androgen induced 1

SMAD family member 5

TBC1 domain family, member 30

transcription factor 12
cell division cycle 2-like 5

865

4087

604

23191
374
2512

10572

11183

54940
10955

5867
156
8452
967
22856

5787

201965

56937

4090

23329

6938
8621

CBFB

SMAD?2

BCL6

CYFIP1
AREG
FTL

SIVA1

MAP4KS5

OCIAD1
SERINC3

RAB4A
ADRBK1
CUL3
Che63
CHSY1

PTPRB

RWDD4

PMEPA1

SMAD5

TBC1D30

TCF12
CDK13

NM_022845
NM_001003652
NM_001706

NM_001033028
NM_001657
NM_000146

NM_021709

NM_198794

NM_001079839
NM_006811

NM_004578
NM_001619
NM_003590
NM_001040034
NM_014918

NM_001109754
NM_152682
NM_199171

NM_001001419

NM_015279

NM_003205
NM_003718

chr16: 67134484 - 67134831

chr18: 45371731 - 45391505

chr3: 187442740 -
187446240

chr15: 23002937 - 23003558
chr4: 75485911 - 75490396
chr19: 49469597 - 49470109

chr14: 105221984 -
105225925

chr14: 50886314 - 50886798

chr4: 48859228 - 48863139
chr20: 43128804 - 43132528
chrl: 229434722 -
229439940
chr11: 67046962 - 67049313
chr2: 225338728 -
225346721
chr12: 56119916 - 56121037
chr15:101716496 -
101716830

chr12: 70915184 - 70928352

chr4: 184560966 -
184561269

chr20: 56225817 - 56226437

chr5: 135496583 -
135508198

chr12: 65260591 - 65269059

chr15: 57579444 - 57579689
chr7: 40027510 - 40037141

-1.73
-1.68
-1.68

-1.67
-1.55
-1.48

-1.40

-1.37

-1.25
-1.18

-1.15
-1.13
-1.13
-0.95
0.25

0.48
0.49
0.49
0.49

0.50

0.53
0.54

188



844

2381
4079
2094

1829

3606
2466
1608

142

4237

3720

3162

4358
1397
574
2962
1370
3258

BE160080

BE081005

BF083029
CK32698
0
AW89301
2

BE168055

BE840877
BG00114
5

BE833257

BE089334

AW88920
0

AW60611
5

BE163446

BF803359
BF853165
AW74987
5
BE702149
BG00960
3

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic
Exonic
Exonic
Exonic

Exonic

biorientation of chromosomes in
cell division 1-like
Guanine nucleotide binding protein
(G protein), q polypeptide
nuclear mitotic apparatus protein 1
serine palmitoyltransferase, long
chain base subunit 2
calcium/calmodulin-dependent
protein kinase IV
LIM domain containing preferred
translocation partner in lipoma
protein kinase C, theta

nucleoporin 85kDa

membrane associated guanylate
kinase, WW and PDZ domain
containing 1; CNKSR family
member 3
eukaryotic translation initiation
factor 4E binding protein 2
similar to Down-regulated in
metastasis protein (Key-1A6
protein) (Novel nucleolar protein
73) (NNP73); UTP20, small subunit
(SSU) processome component,
homolog (yeast)

endothelin converting enzyme 1

solute carrier family 25
(mitochondrial carrier; phosphate
carrier), member 23
MYC associated factor X
elaC homolog 2 (E. coli)
spindlin 1
protein kinase D3

chromatin modifying protein 2A

259282

2776
4926
9517

814

4026
5588
79902

154043

1979

27340

1889

79085
4149
60528
10927
23683
27243

BOD1L

GNAQ
NUMA1
SPTLC2

CAMK4

LPP
PRKCQ
NUPS85

MAGI1

EIF4EBP2

UTP20

ECE1

SLC25A23
MAX
ELAC2
SPIN1
PRKD3
CHMP2A

NM_148894

NM_006185
NM_004863

NM_001744

NM_005578
NM_006257
NM_024844

NM_015520

NM_004096

NM_014503

NM_001397

NM_024103
NM_002382
NM_173717
NM_006717
NM_005813
NM_014453

chr4: 13610162 - 13615197

chr9: 80332512 - 80333071
chr11: 71714302 - 71714553
chr14: 77984398 - 78021760

chr5: 110819719 -
110820067
chr3: 188605207 -
188605707
chr10: 6498691 - 6521129

chr17: 73224852 - 73225287

chr3: 65340767 - 65341124

chr10: 72185273 - 72185618

chr12: 101779369 -
101779816

chrl: 21544367 - 21544858

chr19: 6440350 - 6440918
chr14: 65543329 - 65560532
chr17:12908302 - 12915096
chr9: 91091710 - 91092339
chr2: 37480321 - 37486784
chr19: 59063069 - 59065580

189

0.55

0.56
0.56
0.56

0.58

0.58
0.58
0.59

0.59

0.60

0.60

0.62

0.62
0.63
0.63
0.65
0.65
0.65



791
2617

3479

2474

3682

4050

3373

1610

2211

1358

934

2007

942
1627

2597

653

1348
1827

BE815309
BQ374821

BEO61111

BF850918

BF881946

BF090332

BF947201

BG009879

AW879352

BE695748

BF828830

BF805191

BQ377553
BE080712

BF372924

BF992143

AW880979
BQ376493

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

arrestin domain containing 4
tudor domain containing 6
TAF8 RNA polymerase II, TATA
box binding protein (TBP)-
associated factor, 43kDa
ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 4
integrin, alpha X (complement
component 3 receptor 4 subunit)
mitogen-activated protein kinase 3
(MAPK3), transcript variant 1,
mRNA
neuron navigator 3; similar to
neuron navigator 3
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 1
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His)
box polypeptide 12 (CHL1-like
helicase homolog, S. cerevisiae)
eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 2
cullin-associated and neddylation-
dissociated 2 (putative)
nudix (nucleoside diphosphate
linked moiety X)-type motif 16-like
1
FERM domain containing 4B
zinc finger, CCHC domain
containing 6

centrosomal protein 70kDa

WAS/WASL interacting protein
family, member 1
TAP binding protein-like
ribosomal protein S20

91947
221400

129685

9507

3687

5595

89795

6482

1663

5610

23066

84309

23150
79670

80321

7456

55080
6224

ARRDC4
TDRD6

TAF8

ADAMTS4

ITGAX

MAPK3

NAV3

ST3GAL1

DDX11

EIF2AK2

CAND2

NUDT16L1

FRMD4B
ZCCHC6

CEP70

WIPF1

TAPBPL
RPS20

NM_183376
NM_001168359

NM_138572

NM_005099

NM_000887

NM_001040056

NM_014903

NM_173344

NM_004399

NM_001135651

NM_001162499

NM_001193452

NM_015123
NM_024617

NM_024491

NM_003387

NM_018009
NM_001146227

chr15: 98516137 - 98516721
chr6: 46661368 - 46661784

chr6: 42046925 - 42047215
chr1: 161163078 -

161163981
chr16: 31388528 - 31391643

chr16: 30128082 - 30129483

chr12: 78522513 - 78562594
chr8: 134467539 -
134467974

chr12: 31257454 - 31257719

chr2: 37336376 - 37347268

chr3: 12875253 - 12875814

chr16: 4745124 - 4745628

chr3: 69220050 - 69220338
chr9: 88959973 - 88961395

chr3: 138224250 -
138248240
chr2: 175431669 -
175431974
chr12: 6562672 - 6566798
chr8: 56985762 - 56986174

0.65
0.65

0.66

0.66

0.67

0.67

0.68

0.69

0.69

0.69

0.70

0.70

0.71
0.72

0.72

0.72

0.73
0.73
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1407
588

3295

3671

4382

1352

2565

3343

1924
1612

4074

1316

1798

2054

2227

1735

1603

2142

2766
3367

BF899700
BE694447

BF081836

AW39228
0

BF769176

BE089538

AW60208
8

BE833109
BF742190
BE160146

BF922401

BF829214
BG00634
9
BE162994

BQ29212
1
AW36198
2
AW80462
6

BE718669

BF882274
BF910053

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

zinc finger protein 652
peptidylprolyl isomerase domain
and WD repeat containing 1
breast cancer metastasis
suppressor 1

SECIS binding protein 2

RNA binding protein with multiple
splicing
chromosome 3 open reading frame
58
DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 1

S$100 calcium binding protein A4

solute carrier family 38, member 1
tetratricopeptide repeat domain 23
erythrocyte membrane protein
band 4.1 (elliptocytosis 1, RH-
linked)
UDP-Gal:betaGIlcNAc beta 1,4-
galactosyltransferase, polypeptide
2
Fc fragment of IgG, low affinity Ila,
receptor (CD32)
purine-rich element binding
protein B
RAB3B, member RAS oncogene
family

nucleoporin 88kDa

ring finger protein 122

MAP /microtubule affinity-
regulating kinase 2
chromosome 20 open reading
frame 96
mutL homolog 1, colon cancer,

22834
23398

25855

79048

11030

205428

1786

6275

81539
64927

2035

8704

2213

5814

5865

4927

79845

2011

140680
4292

ZNF652
PPWD1

BRMS1

SECISBP2

RBPMS

C3orf58

DNMT1

S100A4

SLC38A1
TTC23

EPB41

B4GALT2

FCGR2B

PURB

RAB3B

NUP88

RNF122

MARK?2

C200rf96
MLH1

NM_001145365
NM_015342

NM_001024957
NM_024077
NM_006867
NM_173552

NM_001130823

NM_002961

NM_030674
NM_001040655

NM_203343

NM_003780

NM_001002273
NM_033224
NM_002867
NM_002532
NM_024787
NM_017490

NM_153269
NM_001167619

chr17: 47375431 - 47375907
chr5: 64867758 - 64868113

chr11: 66108770 - 66109650

chr9:91972622 - 91973172

chr8:30423114 - 30423578

chr3: 143710167 -
143710543

chr19: 10246930 - 10248658

chrl: 153516194 -
153516400
chr12: 46578005 - 46578437
chr15: 99768787 - 99781744

chrl: 29391541 - 29424419

chrl: 44450948 - 44456274

chrl: 161642782 -
161643863

chr7: 44919152 - 44919599

chr1: 52384975 - 52385511

chr17: 5289514 - 5292166

chr8: 33405996 - 33406385

chr11: 63672480 - 63676642

chr20: 257949 - 270950
chr3: 37048511 - 37056018

191

0.73
0.76

0.77
0.78
0.79
0.79
0.82

0.82

0.83
0.84

0.84

0.84

0.85
0.85
0.85
0.86
0.86
0.86

0.87
0.87



2993

1284

3334

1271

1673

835

3463

1248
1960

3158

2444

1778

784

1468

1047

2179

3348
922

AW17899
0

BG01200
9

BG00593
1
AW89349
6

BF336884

BF378914

AW36963
5
BF857794
BF364914
BG00078
3
AW88389
0

BF087349

BE828277

AW75312
8

BE163738

BE829286

BF956997
BF926440

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

nonpolyposis type 2 (E. coli)
nudix (nucleoside diphosphate
linked moiety X)-type motif 1
pleckstrin homology-like domain,
family B, member 2;
phosphatidylinositol-specific
phospholipase C, X domain
containing 2
breast cancer anti-estrogen
resistance 3

zinc finger protein 438

THO complex 3

chromodomain helicase DNA
binding protein 2
golgi SNAP receptor complex
member 2
zinc finger protein 585B
immunity-related GTPase family, Q
protease, serine, 12 (neurotrypsin,
motopsin)

UBA domain containing 2

mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 7 interacting protein
1
THO complex 7 homolog
(Drosophila)
purinergic receptor P2Y, G-protein
coupled, 1
similar to Ewing sarcoma
breakpoint region 1; Ewing
sarcoma breakpoint region 1
v-erb-b2 erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog 3 (avian)
insulin receptor
chromosome 22 open reading

4521

257068

8412

220929

84321

1106

9570

92285
126298

8492

337867

10454

80145

5028

2130

2065

3643
91689

NUDT1

PHLDB2

BCAR3

ZNF438

THOC3
CHD2

GOSR2

ZNF585B
IRGQ

PRSS12

UBAC2

TAB1

THOC7

P2RY1

EWSR1

ERBB3

INSR
C22o0rf32

NM_002452

NM_145753

NM_003567
NM_001143766
NM_032361
NM_001271

NM_054022

NM_152279
NM_001007561

NM_003619

NM_001144072,
NR_026644

NM_153497

NM_025075

NM_002563

NM_001163285

NM_001982

NM_001079817
NM_033318

chr7: 2290462 - 2290702

chr3: 111630529 -
111630993

chrl: 94054875 - 94140324

chr10: 31197860 - 31230582

chr5:177309413 -
177310913

chr15:93570117 - 93570515

chr17:45017562 - 45017949

chr19: 37675462 - 37675895
chr19: 44094912 - 44095268
chr4: 119201681 -
119202232
chr13: 100038066 -
100038299

chr22: 39815559 - 39824176

chr3: 63819755 - 63822036

chr3: 152554510 -
152554988

chr22: 29695791 - 29696442

chr12: 56495953 - 56496355

chr19: 7115432 - 7116001
chr22: 42477771 - 42478124

0.88

0.89

0.89
0.90
0.90
0.90

0.90

0.90
0.91

0.91

0.92

0.92

0.92

0.93

0.93

0.95

0.95
0.95
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1800

983
3945

117

1759

2196

2160

520

1356
2917
1046

4095

3309
4354
4239

2193

4109

3119
3750
3117

CK32721
5
AW35215
3
BF357744

BF736083

AW79965
2
AW86224
7

BE832971
BE168080

BE694456
BF952136
BF813113

BF330530

BQ31783
6
BF997721

BF332449

BE833209

AW90224
4

BE156491
BE699157
BE156258

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

frame 32

dihydropyrimidinase-like 2

PRKC, apoptosis, WT1, regulator

WD repeat domain 89
nephronophthisis 3 (adolescent);
acyl-Coenzyme A dehydrogenase

family, member 11

tumor protein D52-like 2

Dna] (Hsp40) homolog, subfamily
C, member 9
phenylalanyl-tRNA synthetase,
beta subunit
family with sequence similarity
184, member A
protein tyrosine phosphatase,
receptor type, A
TYRO3 protein tyrosine kinase
zinc finger with KRAB and SCAN
domains 5
von Hippel-Lindau tumor
suppressor

homeobox A10

tripartite motif-containing 25
meningioma expressed antigen 5
(hyaluronidase)

N-myc (and STAT) interactor

CaM kinase-like vesicle-associated

major facilitator superfamily
domain containing 8
ataxin 7-like 3
eukaryotic translation elongation
factor 1 alpha-like 7; eukaryotic

1808

5074
112840

84129

7165

23234

10056

79632

5786
7301
23660

7428

3206
7706
10724

9111

79012

256471
56970
645715

DPYSL2

PAWR
WDR89

ACAD11

TPD52L2
DNAJC9
FARSB
FAM184A

PTPRA
TYRO3
ZKSCAN5

VHL

HOXA10
TRIM25
MGEAS

NMI
CAMKV

MFSD8
ATXN7L3
EEF1A1

NM_001386

NM_002583
NM_080666

NM_032169

NM_003288
NM_015190
NM_005687
NM_024581

NM_080841
NM_006293
NM_145102

NM_000551

NM_018951
NM_005082

NM_001142434

NM_004688
NM_024046

NM_152778
NM_020218
NM_001402

chr8: 26492331 - 26505308

chr12: 79986375 - 79990605
chr14: 64065770 - 64066196
chr3: 132277163 -
132277390
chr20: 62522764 - 62522889

chr10: 75002884 - 75003688

chr2: 223464681 -
223488446

chr6: 119324732 -
119338111

chr20: 3001952 - 3005267
chr15:41865584 - 41870359
chr7:99130455 - 99130987

chr3:10192836 - 10193261

chr7: 27211487 - 27219497

chr17: 54966236 - 54966713
chr10: 103554653 -
103555222
chr2: 152127313 -
152132079

chr3: 49895715 - 49896156

chr4: 128838980 -
128839490
chr17: 42271767 - 42272857

chr6: 74225045 - 74225957

193

0.95

0.97
0.97

0.97

0.98
0.98
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99

0.99

1.00
1.02
1.03

1.04
1.05

1.06
1.06
1.06



1774

1044

1981
99

3152

3659
3994
1454

1928

4380

908
3284
1812

2933
4116
1377
3674
2822

789
526

BF962290

BF957176

BF364095
BE181787

BF351473

BQ31502
1
BF928925
AW38953
8

BF809657

BQ35874
8
AWS87961
9
BF155304
BG00524
4

BF856859
BF956998
BF907266
BE694434
BE163389

AW99546
7
BF836244

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic
Exonic
Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

translation elongation factor 1
alpha-like 3; similar to eukaryotic
translation elongation factor 1
alpha 1; eukaryotic translation
elongation factor 1 alpha 1
v-erb-a erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog 4 (avian)
aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator
transmembrane protein 33
chromosome 1 open reading frame
115
vacuolar protein sorting 13
homolog A (S. cerevisiae)
leucine rich repeat containing 57

RNA binding motif protein 19

fermitin family homolog 1
(Drosophila)
thioesterase superfamily member
5

glyoxalase domain containing 4

thymidine kinase 1, soluble
RABZ2A, member RAS oncogene
family
STE20-related kinase adaptor
alpha
Notch homolog 4 (Drosophila)

THO complex 2

A kinase (PRKA) anchor protein 11
cell division cycle and apoptosis
regulator 1

solute carrier family 41, member 1

fibronectin type IIl domain

2066

405

84131
55161

79762

23230
255252
9904

55612

284486

51031
7083
5862

92335
4855
57187
11215
55749

254428
64778

ERBB4

ARNT

CEP78
TMEM33

Clorfl15

VPS13A
LRRC57
RBM19

FERMT1

THEMS5

GLOD4
TK1
RABZA

STRADA
NOTCH4
THOC2
AKAP11
CCAR1

SLC41A1
FNDC3B

NM_005235

NM_178427

NM_018126
NM_024709

NM_001018037

NM_153260
NM_016196

NM_017671
NM_182578

NM_016080
NM_003258
NM_002865

NM_001003786

NM_004557

NM_001081550

NM_016248
NM_018237

NM_173854

NM_001135095

chr2: 212530050 -
212566894
chr1: 150789833 -
150799060
chr9: 80885760 - 80886427
chr4: 41961229 - 41961552
chrl: 220870418 -
220870743

chr9: 79999587 - 80000174

chr15: 42836092 - 42839500
chr12: 114387918 -
114395849

chr20: 6088178 - 6093232

chrl: 151823547 -
151826116

chrl7: 673666 - 674684
chr17: 76170679 - 76171148
chr8: 61429727 - 61496846

chr17: 61780340 - 61780664

chr6: 32180251 - 32182014
chrX: 122737000 -
122737309
chr13: 42877859 - 42891701

chr10: 70497598 - 70507224

chr1: 205758657 -
205759152
chr3: 171969147 -

1.06

1.06

1.07
1.08

1.08

1.08
1.08
1.08

1.09
1.10

1.10
1.12
1.14

1.15
1.16
1.16
1.17
1.17

1.18
1.18

194



3546
1037

2194

1577

3315

2482
649

2814

3693

2935

289

2183

2866

1458
3280
4432

943

961

2945

BF881000
BE003476

BQ36747
0
AW36618
2

BG87668
7

BF924236
BF754569
AW99691
9
BG00950
1
BG00077
2
AW36372
8
BQ32168
9

BF854041

AW88078
8
BF334504

BE925852

BE694208

BF924125

BE813923

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

containing 3B
ATH1, acid trehalase-like 1 (yeast)

ephrin-B2

colony stimulating factor 3
receptor (granulocyte)

tetraspanin 18

nudE nuclear distribution gene E
homolog 1 (A. nidulans)

prohibitin
proteasome maturation protein
phosphoinositide-3-kinase, class 2,
alpha polypeptide

hect domain and RLD 2
CD14 molecule

bystin-like

proteasome (prosome, macropain)
26S subunit, non-ATPase, 7
transforming, acidic coiled-coil
containing protein 2

LIM domain kinase 1

neurofibromin 2 (merlin)
RAB13, member RAS oncogene
family; similar to hCG24991
inhibitor of growth family, member
1
myeloid/lymphoid or mixed-
lineage leukemia (trithorax
homolog, Drosophila); translocated
to, 10
AT rich interactive domain 4A

80162
1948

1441

90139

4629

5245
51371

5286

8924

929

705

5713

10579

3984
4771
5872

3621

8028

5926

ATHL1 NM_025092
EFNB2 NM_004093
CSF3R NM_000760
TSPAN18 NM_130783
NM_001040113,
NM_001040114,
MYH11 NM_002474,
NM_022844
PHB NM_002634
POMP NM_015932
PIK3CZA NM_002645
HERC2 NM_004667
CD14 NM_000591
BYSL NM_004053
PSMD7 NM_002811
TACC2 NM_006997
LIMK1 NM_002314
NF2 NM_000268
RAB13 NM_002870
ING1 NM_005537
MLLT10 NM_004641
ARID4A NM_023001

172025219
chr11: 294616 - 294948
chr13: 107143416 -
107143809

chrl: 36931736 - 36932164

chr11: 44952503 - 44952877

chr16: 15814755 - 15818260

chr17: 47482389 - 47486445
chr13: 29238644 - 29252216

chr11:17110151-17110608

chr15: 28359906 - 28362207

chr5: 140011485 -
140011954

chr6: 41900352 - 41900942

chr16: 74334032 - 74339324

chr10: 124008155 -
124013595

chr7: 73523237 - 73530187

chr22: 30070859 - 30077552
chr1: 153954403 -
153954626
chr13:111372152 -
111372457

chr10: 21959410 - 21962598

chr14: 58838692 - 58839233

195

1.18
1.19

1.20

1.20

1.20

1.20
1.21

1.21
1.22
1.22
1.22
1.22
1.23

1.23
1.24
1.25

1.26

1.27

1.27



3651
1615
2870

1353

2533

4078

3369

2097

2925

849

1776

2159

1306

2580

1668

3964

AW17602
8
BE926631

BF920836

BQ34884
3

BE174220

BG01547
6

BF805352

CK32697
6

CK32711
3
BF378856

AW38013
3
BG00976
0

BF353211

BF956989

BQ33838
0

AW74871
4

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

(RBP1-like)
dual specificity phosphatase 4

ankyrin repeat domain 40
transcription factor binding to
IGHM enhancer 3

leucine aminopeptidase 3

cell division cycle 16 homolog (S.
cerevisiae)
interferon, alpha-inducible protein
6
general transcription factor IIIC,
polypeptide 5, 63kDa

heat shock protein 90kDa alpha

(cytosolic), class A member 1; heat
shock protein 90kDa alpha
(cytosolic), class A member 1

C-terminal binding protein 1
SH3 and PX domains 2A

integrin, beta 7

T-cell leukemia translocation
altered gene
chromodomain helicase DNA
binding protein 2

A kinase (PRKA) anchor protein 2;
paralemmin 2/ PALM2-AKAP2
readthrough transcript

nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-
dependent 2 interacting protein
zinc finger and SCAN domain
containing 18

1846
91369
7030

51056
8881
2537

9328

3320

1487
9644
3695
6988
1106

11217/4458
15

84901

65982

DUSP4
ANKRD40
TFE3

LAP3
CDC16
IF16

GTF3C5

HSP90AA1

CTBP1
SH3PXDZ2A
ITGB7
TCTA

CHD2

AKAP2/
PALM2-
AKAP2

NFATC2IP

ZSCAN18

NM_001394
NM_052855
NM_006521

NM_015907
NM_003903
NM_002038

NM_012087

NM_001017963

NM_001328
NM_014631
NM_000889
NM_022171

NM_001271

NM_001004065,
NM_001136562,
NM_001198656/NM

_007203,
NM_147150

NM_032815

NM_023926

chr8: 29194220 - 29194574
chr17: 48772971 - 48773355
chrX: 48886720 - 48887130

chr4: 17583937 - 17597115

chr13: 115037779 -
115038054

chrl: 27992916 - 27994805

chr9: 135933417 -
135933681

chr14: 102549925 -
102551156

chr4: 1209812 - 1232003

chr10: 105355438 -
105355991

chr12: 53585158 - 53585802

chr3: 49453065 - 49453401

chr15: 93569622 - 93572586

chr9: 112900635 -
112900980

chr16: 28976015 - 28976343

chr19: 58599594 - 58600025

1.27
1.27
1.28

1.31
1.32
1.32

1.37

1.40

1.41
1.42
1.43
1.43

1.44

1.49

1.53

1.56
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2098

4143

2053

4302

3381

2564
4036
2310
2932
993

941

2052

2118

4386

3670
1671

1670

2337

1661

CK32697
9
BQ30204
9

BF880524

BF882251

BE172434

BG00363
9
BF154406
AW86070
8
BE063167
AW74848
6

BE172353

AW38011
3
AW80449
0
BE926343

BE089406
BF753293

AW90231
4

BE836530

BF894831

Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic
Exonic
Exonic
Exonic

Exonic
Exonic
Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic

Exonic/
ncRNA

Intergeni
o
Intergeni
o

replication factor C (activator 1) 4,
37kDa (RFC4), transcript variant 3
heat shock protein 90kDa beta
(Grp94), member 1
poly(A) binding protein,
cytoplasmic 1-like
tissue factor pathway inhibitor
(lipoprotein-associated coagulation
inhibitor)
protein kinase C and casein kinase
substrate in neurons 2

neural cell adhesion molecule 1

lysine (K)-specific demethylase 6A
heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein U-like 2
gametogenetin binding protein 2
StAR-related lipid transfer (START)
domain containing 3
far upstream element (FUSE)
binding protein 1

G patch domain containing 4

WW domain binding protein 11

matrix metallopeptidase 2
(gelatinase A, 72kDa gelatinase,
72kDa type IV collagenase)
oxysterol binding protein-like 3
chromosome 19 open reading
frame 21
family with sequence similarity 36,
member A/ non-protein coding
RNA 201 (NCRNA00201)

5984
7184

80336

7035

11252

4684
7403
221092
79893
10948

8880
54865

51729

4313

26031
126353

116228/
284702

RFC4
HSP90B1

PABPC1L

TFPI

PACSIN2

NCAM1
KDM6A
HNRNPUL?2
GGNBP2
STARD3

FUBP1
GPATCH4

WBP11

MMP2

OSBPL3
C19orf21

FAM36A/
NCRNA0020
1

NM_002916
NM_003299

NM_001124756

NM_006287

NM_007229

NM_000615
NM_021140
NM_001079559
NM_024835
NM_001165937

NM_003902
NM_182679

NM_016312

NM_004530

NM_145322
NM_173481

NM_198076/
NR_266778

chr3: 186508123 -
186510680

chr12: 104325336 -
104328065

chr20: 43545394 - 43547919
chr2: 188329444 -
188329970

chr22: 43266963 - 43267277

chr11: 113076801 -
113078666
chrX: 44970789 - 44971059

chr11: 62481869 - 62482255
chr17: 34935789 - 34937908
chr17:37819074 - 37819526

chrl: 78414317 - 78425940

chrl: 156564541 -
156564956

chr12: 14943467 - 14946857

chr16: 55519535 - 55525803

chr7: 24843932 - 24846456
chr19: 759907 - 763637

chrl: 245007377 -
245007734

chr8: 124510217 -
124510551

chr9: 114696678 -
114697175
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1.59
1.60

1.60

1.62

1.67

1.72
1.81
2.00
2.08
2.37

2.41
2.52

2.92

2.93

3.03
3.09

1.67

-2.77

-1.91



1296

83

2405

4280

436

543

3226

3974

3900

809

3897

426

513

4268

3596

1018

2848

909

3602

BF768642

CK32708
3

BE710975

BF944704

BF364063

BF992202

BF928916

AW90245
8
AW81986
3

BE141719

BE155946

BF944705

AW93786
7

BF918966

BF837556

BF956245

BF736784

AW93604
3
BG01267
8

Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
C
Intergeni
o
Intergeni
C
Intergeni
C
Intergeni
o
Intergeni
o
Intergeni
c
Intergeni
o
Intergeni
o
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
o
Intergeni
o

chrX: 139842199 -
139842531

chr12: 106742160 -
106742749

chr3: 141333071 -
141333471

chrl: 11353583 - 11355287

chr17:17148059 - 17148369

chr14: 21671137 - 21671545

chrX: 48437775 - 48438272

chrl: 214213913 -
214214349

chr17: 62409845 - 62410200

chr2: 207182963 -
207183584

chr20: 1025153 - 1025834

chr7:99637117 - 99637572

chr2: 176496659 -
176497171

chr5: 92193518 - 92194056

chr13: 43460581 - 43460994

chr7: 99345995 - 99346500

chr1: 35644977 - 35645390

chr11: 77371632 - 77372107

chr5: 173251870 -
173252290

0.31
0.50
0.55
0.57
0.59
0.65
0.65
0.76
0.87
0.90
0.91
0.95
0.97
0.98
1.00
1.01
1.06
1.12

1.12
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987

3977

3499

3865

4262

2450

1973

3494

2785

1662

3887

2009
846

1297

2448

2456

3509

446
2789

AW39185
0

BF754591

BF363994

BE008094

BE702744

BF893217

AW83536
2

BF364433

CK32713
8

BE069131

BE156492

BF803619
BE160464

CK32718
8

CK32720
9

BF365245

AW83543
3

BF919473
BF897833

Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c
Intergeni
c

Intronic
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Insulin-like growth factor binding

protein 7

Sequestosome 1

Prefoldin subunit 1

Phospholipase C, beta 1
(phosphoinositide-specific)

A kinase (PRKA) anchor protein 2

Poliovirus receptor-related 2
(herpesvirus entry mediator B)
Gephyrin

Thyroid hormone receptor, beta

(erythroblastic leukemia viral (v-
erb-a) oncogene homolog 2, avian)
Dystrophin (muscular dystrophy,

Duchenne and Becker types)
Centaurin, gamma 2

Vesicle transport through

interaction with t-SNAREs homolog

1A (yeast)
Catenin (cadherin-associated
protein), delta 1
WD repeat domain 37

3490

8878

5201

23236

11217

5819
10243

7068

1756

116987

143187

1500
22884

IGFBP7

SQSTM1
PFDN1
PLCB1
AKAP2

PVRL2
GPHN

THRB

DMD

AGAP1

VTI1A

CTNND1
WDR37

NM_001553
NM_001142298
NM_002622

NM_182734

NM_001004065,
NM_001198656

NM_001042724
NM_001024218

NM_001128177

NM_000109

NM_001037131

NM_145206

NM_001085458
NM_014023

chr14: 23020736 - 23021031

chrl: 46653707 - 46654108

chr17:45152177 - 45152608

chr2: 181710096 -
181710451

chr7: 127944519 -
127944846

chr20: 3910164 - 3910595

chr4: 57928550 - 57929060

chr5: 179254631 -
179254940

chr5: 139633755 -
139634141

chr20: 8638142 - 8638719

chr9: 112815008 -
112815506

chr19: 45379546 - 45379991
chr14: 66990664 - 66991047

chr3: 24295120 - 24295537

chrX: 33002957 - 33003298

chr2: 236669614 -
236670139

chr10: 114468638 -
114468946
chr11: 57541563 - 57541976
chr10: 1140522 - 1141062

199

1.19
1.38
1.70
1.79
1.81
1.84
-8.49
-0.28
0.44
0.47
0.51

0.53
0.54

0.55

0.56

0.60

0.63

0.67
0.67



3920

2821

3873
3522
3124

1283

1936

544
2064
1581

3229

1609
1298
1676

1293

3886

790

3881

2784

842
2435

BE174039

CK32719
1

BF371714

BF335132
AW88086
7
CK32718
9
CK32703
3

BF736673
BF736301
BE156252

AW93748
3
AW74849
3
BF992848
AW87968
9

BF368584

AW82016
8
AW86095
8

BE141765

BF857841

BG00989
8
AW84667

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Ras association (RalGDS/AF-6) and

pleckstrin homology domains 1 65059
Protein phosphatase 3 (formerly 5532
2B), catalytic subunit, beta isoform
N-myc downstrealm regulated gene 10397
PDGFA associated protein 1 11333
Chromosome 2 open reading frame 79823
34
Mediator complex subunit 12-like 116931
alanine-glyoxylate
aminotransferase 2-like 2 85007
Chromosome 10 open reading 54838
frame 26
RAD54-like (S. cerevisiae) 8438
Sine oculis binding protein
homolog (Drosophila) 55084
Activating signal comt-egrator 1 10973
complex subunit 3
RNA binding motif protein 47 54502
Death-associated protein kinase 1 1612
Ring finger protein 43 54894
Dna] (Hsp40) homolog, subfamily
5611
C, member 3
Syntaxin 12 23673
Dystonin 667
NHL repeat containing 2 374354
Inositol 1,4,5-triphosphate 3708
receptor, type 1
Signal peptide peptidase 3 121665
Chromosome 11 open reading 79096

RAPH1
PPP3CB

NDRG1
PDAP1
C2orf34

MED12L
AGXT2L2

C10orf26
RAD54L
SOBP

ASCC3

RBM47
DAPK1
RNF43

DNAJC3
STX12
DST
NHLRC2
ITPR1

SPPL3
Cl1orf49

NM_213589

NM_021132

NM_001135242

NM_014891
NM_024766

NM_053002
NM_153373

NM_017787

NM_001142548

NM_018013

NM_006828

NM_001098634

NM_004938
NM_017763

NM_006260
NM_177424
NM_015548

NM_198514

NM_001099952

NM_139015

NM_001003676

chr2: 204351542 -
204352046

chr10: 75242804 - 75243166

chr8: 134284139 -
134284576
chr7: 98997093 - 98997637

chr2: 44873009 - 44873447

chr3: 150952711 -
150953165
chr5: 177657886 -
177658326
chr10: 104537616 -
104538000
chr1: 46738550 - 46738858
chr6: 107919688 -
107920245
chr6: 101180631 -
101181205

chr4: 40563872 - 40564416
chr9:90121444 - 90121900
chr17: 56433010 - 56433176

chr13: 96432041 - 96432369

chrl: 28141725 - 28142251

chr6: 56329341 - 56329893

chr10: 115632894 -
115633410

chr3: 4786881 - 4787338

chr12: 121212026 -
121212458
chr11: 47169433 - 47169741

0.67
0.69

0.70
0.71
0.71

0.72
0.74

0.74
0.74
0.76

0.76

0.79
0.80
0.81

0.84
0.84
0.84
0.85
0.86

0.86
0.88
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1575
3912

1629

3175

3202

1682
3100
2434
1631
1681

2037

4352

76

1199

1643
3847
2758

4064

157

3903

0
BF998295
BG00423
9
CK32709
4
AW83683
5
AW83798
2

BF893233

BF846679
AW83793
0
BE081324
AW74998
3

BF896571
BE003587

BE160056

BF364145

BF894801
BF749179
BF848956

BQ31693
5

BF348899

BE166370

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic
Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

frame 49
Solute carrier family 43, member 2
neuroblastoma breakpoint family,
member 10

Activating transcription factor 2
Zinc finger protein 659
Abl interactor 2

FIG4 homolog (S. cerevisiae)
Interleukin 4 receptor
KIAA1217

Mitogen-activated protein kinase 1
Usher syndrome 1C (autosomal
recessive, severe)
Pleckstrin homology, Sec7 and
coiled-coil domains 1(cytohesin 1)
Protein phosphatase 4, regulatory
subunit 1
Na+/K+ transporting ATPase
interacting 2
Solute carrier family 4, sodium
bicarbonate cotransporter,
member 7
Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 1
stonin 2
Myosin VA (heavy chain 12,
myoxin)
Phosphonoformate immuno-
associated protein 5
Dehydrogenase/reductase (SDR
family) X-linked
Nuclear receptor subfamily 2,
group C, member 2

124935
100132406

1386

79750

10152

9896
3566
56243
5594
10083

9267

9989

154215

9497

4214
85439
4644

10443

207063

7182

SLC43A2
NBPF10

ATF2

ZNF385D

ABI2

FIG4
IL4R
KIAA1217
MAPK1
USH1C

CYTH1

PPP4R1

NKAIN2

SLC4A7

MAP3K1
STON2
MYO5A

N4BP2L2

DHRSX

NR2C2

NM_152346
NM_001039703

NM_001880
NM_024697
NM_005759

NM_014845
NM_000418
NM_001098500
NM_002745
NM_153676

NM_017456
NM_001042388

NM_001040214

NM_003615

NM_005921

NM_001142495

NM_033111

NM_145177

NM_003298

chr17: 1505024 - 1505501
chrl: 145302128 -
145302563
chr2: 175949486 -
175949865

chr3: 21467925 - 21468460

chr2: 204250129 -
204250461
chr6: 110120316 -
110120726
chr16: 27332628 - 27333150

chr10: 24782052 - 24782506
chr22: 22160497 - 22160963
chr11: 17524178 - 17524643

chr17: 76679340 - 76679807

chr18: 9561281 -9561760

chr6: 124980949 -
124981492

chr3: 27466211 - 27466598

chr5: 56125509 - 56125997

chr14: 81732820 - 81733207
chr15: 52660950 - 52661377

chr13: 33109399 - 33109744

chrY: 2324676 - 2324945

chr3: 15084054 - 15084337

201

0.88
0.89

0.89
0.89
0.90

0.92
0.95
0.98
0.99
0.99

0.99
0.99

1.06

1.07

1.08
1.08
1.11

1.13
1.15

1.17



1639

3842
525

912

484
829
4339

2436

3513

1584

1641

2369

1200
1194
2411
1690

875
3946
3185

3230
2384
3223

AW83681
0

BF334142
BF368582
AW86591
0
AW80569
0
BE156374

BF898694

BE700386

AW90180
3
CK32707
9

BF357735

AW83404
0
AWS88016
5
BF944729
BF894929

BF926453

BF894811
BF328128
BE181783
AW86576
2
BE168993

BF754634

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic
Intronic

Intronic

Intronic
Intronic
Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Phosphatase and tensin homolog
(mutated in multiple advanced
cancers 1)

Enolase superfamily member 1
Kelch domain containing 4

Nucleolar protein NOP5/NOP58

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L
Calponin 3, acidic
Megakaryoblastic leukemia
(translocation) 1
Chromosome 12 open reading
frame 65

Gliomedin

T-cell lymphoma invasion and
metastasis 2
Vesicle transport through
interaction with t-SNAREs homolog
1A (yeast)

RNA binding motif protein 47

Transforming growth factor, beta
receptor Il (70/80kDa)
Arrestin, beta 1
Ubiquitin specific peptidase 15
X-ray repair complementing
defective repair in Chinese hamster
cells 1
Tyrosine kinase 2
Ewing tumor-associated antigen 1
Casein kinase 1, delta
Rap guanine nucleotide exchange
factor (GEF) 2
Macrophage erythroblast attacher
Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 14

5728

55556
54758

51602

3191
1266
57591

91574

342035

26230

143187

54502

7048
408
9958
7515

7297
54465
1453

9693
10296
9020

PTEN

ENOSF1
KLHDC4

NOP58

HNRNPL
CNN3
MKL1

C12orf65

GLDN

TIAM2

VTI1A

RBM47

TGFBR2
ARRB1
USP15
XRCC1

TYK2
ETAA1
CSNK1D

RAPGEF2
MAEA
MAP3K14

NM_000314

NM_001126123

NM_017566
NM_015934

NM_001533
NM_001839
NM_020831

NM_152269

NM_181789

NM_145206

NM_001098634

NM_001024847

NM_020251
NM_006313

NM_006297

NM_003331
NM_019002
NM_001893

NM_014247

NM_001017405

NM_003954

chr10: 89630175 - 89630699

chr18: 709089 - 709430
chr16: 87774429 - 87774951
chr2: 203164022 -
203164376

chr19: 39339100 - 39339450
chr1: 95374991 - 95375338
chr22: 40849141 - 40849644

chr12: 123728281 -
123728616

chr15: 51642970 - 51643317

chr6: 155366476 -
155366837

chr10: 114432448 -
114432669
chr4: 40464007 - 40464480

chr3:30723134 - 30723319

chr11: 75045505 - 75045972
chr12: 62725137 - 62725661

chr19: 44076178 - 44076504

chr19: 10474182 - 10474612
chr2: 67624934 - 67625337
chr17: 80226176 - 80226555
chr4: 160215173 -
160215501
chr4: 1318234 - 1318651

chr17: 43384670 - 43385102

1.23

1.25
1.28

1.28

1.28
1.33
1.36

1.37
1.38

1.38

1.38

1.39

1.39
1.40
1.42
1.43

1.44
1.47
1.49

1.49
1.54
1.55
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105

1951

4319

4379

1305
1230
4258

136

2459

4253

3979

1168

3207
3097

858

3144

2051

4360

2347
3849

3585

CK32713
4

BF332457

CK32710
6

BF368581

BF857201
BF881469
BF364131

AW90265
4

AWO93593
1

BE089575

CK32718
6
AW85215
1
BF336807
BE008080
BG01030
9
BG00423
2

BF875190

BE168353

BE156164
BE007885

BF875569

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic

Intronic
Intronic

Intronic

CAP-GLY domain containing linker
protein family, member 4
protein kinase C and casein kinase
substrate in neurons 2

Tyrosine kinase, non-receptor, 2

Sorbin and SH3 domain containing
1
ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 4
Alstrom syndrome 1
Chromosome 16 open reading
frame 46

Ectonucleotide

pyrophosphatase/phosphodiestera
se 2 (autotaxin)

SEC31 homolog A (S. cerevisiae)

Chromosome 20 open reading
frame 7

Leptin receptor

DIP2 disco-interacting protein 2
homolog B (Drosophila)
Leucine rich repeat containing 16
OCIA domain containing 1

DAZ associated protein 1
PHD finger protein 12

Bardet-Biedl syndrome 5

PAS domain containing
serine/threonine kinase
zinc finger protein 586
Rho GTPase activating protein 12

Activating transcription factor 3

79745

11252

10188

10580

10257
7840
123775

5168

22872

79133

3953

57609

55604
54940

26528

57649

129880

23178

54807
94134

467

CLIP4

PACSIN2

TNK2

SORBS1

ABCC4
ALMS1
Cl6orf46

ENPP2

SEC31A

C20orf7

LEPR

DIP2B

LRRC16A
OCIAD1

DAZAP1

PHF12

BBS5

PASK

ZNF586
ARHGAP12

ATF3

NM_024692

NM_001184970

NM_005781
NM_015385

NM_005845
NM_015120
NM_152337

NM_001040092

NM_016211

NM_001039375

NM_002303

NM_173602

NM_017640
NM_017830

NM_170711
NM_020889
NM_152384

NM_015148

NM_017652
NM_018287

NM_001030287

chr2: 29382944 - 29383185

chr22: 43311439 - 43311997

chr3: 195591793 -
195592189

chr10: 97315461 - 97315809

chr13: 95848163 - 95848548
chr2: 73772958 - 73773485
chr16: 81104689 - 81105025

chr8: 120624467 -
120624862

chr4: 83784014 - 83784389

chr20: 13789721 - 13790060

chrl: 66071979 - 66072278

chr12: 51007113 - 51007544

chr6: 25437044 - 25437384
chr4: 48837837 - 48838145

chr19: 1419237 - 1419769

chrl7: 27268945 - 27269327

chr2: 170352422 -
170352845
chr2: 242086059 -
242086526
chr19: 58288803 - 58289127
chr10: 32168422 - 32168792
chrl: 212785642 -
212786212
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1.55
1.57
1.58
1.60

1.60
1.65
1.70

1.74

1.75
1.75
1.76

1.79

1.88
1.89

1.89
1.90
191

1.99

2.23
2.25

2.39



814

914

3483

4307

432

3986

2345

1648

2833

2438

AW81994
8

BF893298

BE062809

BE087324

AW88002
8

BF893393

AW36619

4

AW60151
0

BF875772

BF364175

Intronic

Intronic

Intronic/
Intronic

Intronic/
Intronic

ncRNA

ncRNA

ncRNA

ncRNA

ncRNA

ncRNA

Protein phosphatase 2 (formerly
2A), regulatory subunit B, alpha
isoform
Mitogen-activated protein kinase
kinase 5

TMEM189-UBE2V1 readthrough/
ubiquitin-conjugating enzyme E2
variant 1

microcephalin 1 (MCPH1),
transcript variant 1/ Angiopoietin
2

Homo sapiens non-protein coding
RNA 85 (NCRNA00085), non-
coding RNA
Homo sapiens small nucleolar RNA,
C/D box 89 (SNORD89), small
nucleolar RNA
Homo sapiens hypothetical
LOC387647 (LOC387647), non-
coding RNA
Chromosome 3 open reading frame
47
Homo sapiens myocardial
infarction associated transcript
(non-protein coding) (MIAT),
transcript variant 1, non-coding
RNA
Homo sapiens hypothetical
L0OC92973 (LOC92973), non-
coding RNA

5520

5607

387522/
7335

79648/ 285

147650

692205

387647

339942

440823

92973

PPP2R2A

MAP2K5

TMEM189-
UBE2V1/
UBE2V1

MCPH1/
ANGPT2

NCRNAO0008
5

SNORD89

LOC387647

C3orfd7

MIAT

LOC92973

NM_002717

NM_002757

NM_001032288,
NM_021988,
NM_022442,

NM_199144/NM_19

9203
NM_024596/
NM_001118887,
NM_001118888,
NM_001147

NR_024330

NR_003070

NR_003930

NR_026991

NR_033321

NR_024006

chr8: 26194381 - 26194828

chr15: 67889806 - 67890177

chr20: 48718697 - 48719099

chr8: 6382399 - 6382774

chr19: 52199048 - 52199487

chr2: 101889292 -
101889671

chr10: 29710515 - 29711100
chr3: 129036816 -
129037420

chr22: 27069703 - 27070091

chr9: 35861748 - 35862051

2.46

2.79

1.36

1.94

0.74

0.78

0.86

0.93

0.98

1.27

204
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Apéndice 5: Andlise de enriquecimento (DAVID) de genes diferencialmente expressos na
assinatura de amostras de tumores primarios comparados a metastase pancreatica.

G0:0043228

organelle

Termos Categorias p- Genes
valor*
codificador de proteina
BIOCARTA h_hifPathway  Hypoxia-Inducible Factor in 0.011 ARNT, LDHA, HSP90AA1, HIF1A,
the Cardiovascular System VHL
GOTERM_BP_FAT RNA localization 0.026 NUP88, THOC7, THOC2, RAN,
G0:0006403 NUP85, THOC3
GOTERM_BP_FAT establishment of RNA 0.017 NUP88, THOC7, THOCZ2, RAN,
G0:0051236 localization NUP85, THOC3
GOTERM_BP_FAT nucleobase, nucleoside, 0.026 NUP88, THOC7, THOCZ2, RAN,
G0:0015931 nucleotide and nucleic acid NUP85, THOC3
transport
GOTERM_BP_FAT RNA transport 0.017 NUP88, THOC7, THOCZ2, RAN,
G0:0050658 NUP85, THOC3
GOTERM_BP_FAT nucleic acid transport 0.017 NUP88, THOC7, THOC2Z2, RAN,
G0:0050657 NUP85, THOC3
GOTERM_BP_FAT nuclear export 0.019 THOC7, STRADA, THOC2, RAN,
G0:0051168 THOC3
GOTERM_BP_FAT RNA export from nucleus 0.038 THOC7, THOC2, RAN, THOC3
G0:0006405
GOTERM_BP_FAT virus-host interaction 0.038 THOC7, THOCZ2, INSR, THOC3
G0:0019048
GOTERM_CC_FAT vesicle 0.009 RAB13, PRSS12, CAMKYV, RAB2A,
G0:0031982 ECE1, RAN, WIPF1, TMEM33,
PICALM, SRGN, TGOLN2, HSP90AA1,
GGNBP2, MYH11, RAB4A, PACSIN2,
RAB3B, HSP90B1, PIK3C2A, THBS1
GOTERM_CC_FAT cytoplasmic vesicle 0.005 RAB13, PRSS12, CAMKYV, RAB2A,
G0:0031410 ECE1, RAN, WIPF1, TMEM33,
PICALM, SRGN, TGOLN2, HSP90AA1,
GGNBP2, MYH11, RAB4A, PACSIN2,
RAB3B, HSP90B1, PIK3C2A, THBS1
GOTERM_CC_FAT cytoplasmic membrane- 0.015 RAB2A, ECE1, RAN, WIPF1,
G0:0016023 bounded vesicle TMEM33, PICALM, SRGN, TGOLN2,
HSP90AA1, GGNBP2, MYH11,
RAB4A, PACSIN2, RAB3B, PIK3C2A,
HSP90B1, THBS1
GOTERM_CC_FAT membrane-bounded vesicle 0.022 RAB2A, ECE1, RAN, WIPF1,
G0:0031988 TMEM33, PICALM, SRGN, TGOLNZ2,
HSP90AA1, GGNBP2, MYH11,
RAB4A, PACSIN2, RAB3B, PIK3C2A,
HSP90B1, THBS1
locus génico de transcritos intronicos
GOTERM_CC_FAT non-membrane-bounded 0.016 ABI2, GPHN, ITPR1, SORBS1, TYK2,

NDRG1, DST, MCPH1, USH1C, MAEA,
BBS5, SLC4A7, RAPH1, CNN3,
NR2C2, DMD, DAZAP1, MAP3K1,
MAP2K5, PHF12, NOP5/NOP58,
ATF3, ALMS1, STON2, DAPK]1,
MYO5A, MAPK1
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GOTERM_CC_FAT
G0:0043232

KEGG_PATHWAY
hsa04010

GOTERM_BP_FAT
G0:0006793

GOTERM_BP_FAT
G0:0006796

GOTERM_CC_FAT
G0:0005856

GOTERM_BP_FAT
G0:0030029

intracellular non-membrane-
bounded organelle

MAPK signaling pathway

phosphorus metabolic
process

phosphate metabolic process

cytoskeleton

actin filament-based process

0.016

0.021

0.042

0.042

0.042

0.048

ABI2, GPHN, ITPR1, SORBS1, TYKZ,
NDRG1, DST, MCPH1, USH1C, MAEA,
BBS5, SLC4A7, RAPH1, CNN3,
NR2C2, DMD, DAZAP1, MAP3K1,
MAP2K5, PHF12, NOP5/NOP58,
ATF3, ALMS1, STONZ, DAPK1,
MYO5A, MAPK1
ARRB1, MAP3K1, ATF2, MAP3K14,
MAP2KS5, TGFBR2, PPP3CB,
RAPGEF2, MAPK1
ABIZ, ENPP2, PTEN, CSNK1D,
MAP3K1, MAP2KS5, TYKZ2, PPP3CB,
PPP2R2A, PASK, MAP3K14, TNK2,
TGFBR2, DAPK1, MAPK1
ABI2, ENPP2, PTEN, CSNK1D,
MAP3K1, MAP2KS5, TYKZ, PPP3CB,
PPP2R2A, PASK, MAP3K14, TNK2,
TGFBRZ, DAPK1, MAPK1
ABIZ, DMD, GPHN, MAP3K1, ITPR1,
SORBS1, MAP2KS5, TYK2, NDRG1,
MCPH1, DST, MAEA, ALMS1, BBS5,
RAPH1, DAPK1, MYO5A, CNN3,
MAPK1
ABIZ, SORBS1, PACSINZ, CNN3,
MYO5A, DST
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Apéndice 6: Tabela de genes associados com comportamento metastatico ou cancer em
outros tipos de cancer

Tipo de tecido ou
cancer

Correlacionados com comportamento metastatico

Gene Descricao Referéncia

Taxa de sobrevida
Baixa taxa de sobrevida em cancer (Silva et al.

CYFIP1 Cancer colorectal colorectal 2009)

Expressido em metastase
Carcinomasaliva  Expressao foi significativamente maior .
(Ding et al.)

NOTCH4 ‘s ;s . ; .
adendide cistico em pancientes que possufam metastase
Carcinoma Expressio diminuida em carcinoma
LDHA . PI . . (Huang et al.)
cervical cervical com metastase no linfonodo
Aumento da expressdo promovida por .
A . . . (Baniwal et
SH3PXD2A  Cancer de prostata Runx?2 e esta correlacionado com al)
comportamento metastatico '
TFPI foi m célul ncer .
TFPI mama o detgctado emcelu a’s cancerosas (Sierko et al.)
no linfonodo metastatico
Prognéstico
Mau prognéstico em células tumorais (Mendoza-
CBFB Células epiteliais prog e Villanueva et
epiteliais.
al.)
Colorectal, mama, Baixa expressdo de genes co-expressos (Staub et al.
WIPF1 . o
glioma com WIPF1 apresenta bom progndstico 2009)
Niveis elevados em pacientes apresenta (Ouetal.

STARD3 Cancer de mama mau prognéstico 2009)

Resisténcia ao tratamento
HeLa resistentes a cisplatina apresentam
p b (Wuetal)

MARK?2 Cancer cervical maior expressdao de MARK?2.
Crescimento independente de ancoragem
CCAR1 Linhagens de Deplecao de CCAR1 suprime o (Ouetal.
cancer de c6lon  crescimento independente de ancoragem. 2009)

Correlagio com comportamento tumoral

Desregulariao em outros canceres
HPV16 E7 proteina induz a producdo de (McLaughlin-

KDM6A Células epiteliais KDM6A Drubin et al.)
RAB2A Cancer vaginal Proteina estd aumentada em cancer (Lo:;rg’;ska

Presentes em metastases com alteracio invertida observada no cancer de pancreas

MHY11 Mama Diminuido em metastase de mama (Sezl(t)zozt) al.

Diminuicdo de PAWR esta associado com

PAWR Mama Lo R N (Nagai et al.)
mau progndstico no cancer de pancreas
PRKCQ Fibroblasto PKC teta como potencllal supressor do (Stapleton et
programa de invasao al. 2002)
DPYSL2 Cancer colorectal Diminui¢do estd associada com metastase (Nakagawa

no cancer colorectal etal. 2004)
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