UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas

(Bioquimica)

VINICIUS FERREIRA DA PAIXAO

Anotacao e caracterizacao de novos transcritos
expressos no adenocarcinoma de pancreas:
formas alternativas de splicing e RNAs nao-
codificadores longos associados a fenétipos

tumorais e clinicos

Versao original da Tese defendida

Sao0 Paulo

Data do Depdsito na SPG:
22/08/2019



VINICIUS FERREIRA DA PAIXAO

Anotacao e caracterizacao de novos transcritos
expressos no adenocarcinoma de pancreas:
formas alternativas de splicing e RNAs nao-
codificadores longos associados a fenétipos

tumorais e clinicos

Tese apresentada ao Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo para
obtencdo do Titulo de Doutor em

Ciéncias Biologicas (Bioquimica)

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Moraes Rego Reis

Sao Paulo

2019









Dedico a Deus na pessoa de meus pais,
Luzia e Ricardo, e meu irméo, Braulio;
exemplares da  substédncia  sem
moléculas mais preciosa do universo: o

amor.

A meu avb Antbnio Gomes Ferreira, in
memoriam, a todos meus familiares,
amigos e a Julio César Gomes de Sousa

Filho, in memoriam.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus pelo dom da vida e pela oportunidade de tentar
aprender um pouco mais sobre o complexo e refinado universo molecular da
vida. Agradeco imensamente a minha familia: meus pais Luzia e Ricardo e meu
irmao Braulio, os quais jamais mediram esforgcos para o meu crescimento e
seguimento na vida académica, nunca foi facil. Agradec¢o a imensa compreensao
dos meus pais, que abriram m&o de conforto, horas de descanso e seguranga
para que eu pudesse estar onde estive. Pai e mae, acreditem quis fazer “valer a
pena” dos seus calos dos pés, da técnica em enfermagem dedicada, e dos seus
calos das maos, do pedreiro talentoso. Obrigado pelas rugas e lagrimas de
preocupagao com meu presente e futuro, rezando para que eu ndo adoecesse
pois sem seguridade sé pudemos recorrer mesmo a Deus. Agrade¢o meu irméao
e grande amigo Braulio, pelo companheirismo, cuidado e constantes ajudas
durante praticamente todo o tempo do doutorado.

Agradeco a meus familiares que sempre se predispuseram em ajudar naquilo
que fosse possivel. Agrade¢o minha avo Maria pelas orag¢des e cuidado mesmo
a distancia e meus tios pela preocupacao em consolar meus pais pela sindrome
do ninho vazio. Agradeco a cada um pela compreensdo sobre as minhas
auséncias em tantos momentos dificeis e nos momento mais comuns, de
felicidade. Agradecgo a cada um sobretudo, pela insisténcia em me procurarem
nos momentos nos quais eu estava absorto em meus problemas, sempre com
uma palavra para me dar animo e boas risadas.

Agradeco aqueles meus colegas estudantes, meus professores do ensino
basico, ensino fundamental, ensino médio (a esses agradegco nominalmente a
professora Elisa por mostrar como a bioquimica era algo apaixonante),
professores do ensino superior € os amigos pesquisadores (pds-graduandos): a
todos vocés obrigado pela fidelidade ao sonho altruista de gerar conhecimento
para que a vida e a sociedade sejam cada vez melhores, vocés sao herdis.
Agradeco imensamente ao Dr. Prof. e orientador Eduardo Moraes Rego Reis
pela oportunidade que me concedeu de integrar sua equipe de pesquisa, a
imensa atencao e solicitude na rotina do laboratério, os momentos de criticas

construtivas, a dedicacao e paciéncia. Além do estimulo para praticar esportes!



Agradeco a melhor equipe de pesquisa que ja existiu: Bianca Dazzani,
Bruno Cruz, Diogo Pessoa, Diogo Pellegrina, Ester Cabrita, Thalita Bueno, Luiza
Scalabrini, Lutero, Dimitrius, Damian e todos os outros do time LAPIC. Aos
colaboradores da iniciacao cientifica, com quem tive a oportunidade de aprender:
Nathalia Lainetti, Victéria, Ricardo Chiong, Juliana.

Agradeco as mulheres mais admiraveis que encontrei no mundo da ciéncia:
Layla Farage Martins e Bianca Dazzani (sim, menciono pela segunda vez) que
com muita competéncia e habilidade tornam as hipbteses testaveis e a
convivéncia nos laboratérios momentos felizes.

Agradeco imensamente a Canuta por sempre manter o ambiente agradavel para
se fazer ciéncia, por sempre me receber com muita alegria no corredor do bloco
12 independentemente do quao frio estivesse.

Agradeco aos professores que partiiharam a sala de aula comigo e outros
monitores PAE: Maria Terésa Machini, Graziella Eliza Ronsein, Roberto Kopke
Salinas, Nicolas Carlos Hoch e todos os demais, sempre me mostrando como o
ensino é algo sublime e transformador.

Agradecgo aqui e pecgo perdao a todos amigos que (por falta de tempo, espago e
imperdoavel falta de memoria) ndo foram aqui citados, vocés sempre me deram
a coragem e muitas vezes foram a forga motriz para que eu realizasse muitas
coisas.

Agradecgo profundamente ao meu amigo de infancia Pékos, que me acolheu em
Sao Paulo e me ajudou a me ajudou a me estabelecer nessa urbe et orbi.
Agradeco aos melhores mineiros que resolveram enfrentar Sdo Paulo num
apartamento na Bela Cintra, Fahyme e Raphael Messias, com quem partilhei
muitos momentos importantes, as conversas no fim do dia sobre ciéncia, religiao,
politica e mais uma gama de pautas aleatorias que ndo caberia em nenhum livro.
Guardo com muito carinho essas memoarias e digo que: sem vocés a vida nessa
cidade n&o teria tido a menor graga.

Agradeco imensamente a Companhia de Jesus, nominalmente ao Ir. Ubiratan
Costa, sj e Padre Jonas Elias Caprini, sj por me ajudar a buscar e viver o magis
na conclusao do doutorado, para em tudo amar e servir, para viver consolado.
Bem como meus mais sinceros agradecimentos a todos do Centro Magis

Anchietanum, pela acolhida, compreensao e solicitude.



Agradego imensamente a ilustrissima instituicdo do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (IQ-USP), que me acolheu através do programa de
Po6s-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica) onde foi realizado este
doutorado, bem como as agéncias de fomento que financiaram projetos nos
quais estive envolvido e a bolsa, FAPESP e CNPq.

Enfim, a todos meus mais sinceros agradecimentos, esse trabalho nunca foi

meu, mas sempre resultado de um coletivo amoroso.



“Porque onde esta o teu tesouro, la
também esta teu coracdo.”
(Mateus 6, 21)

“Trés ideias profundamente
desestabilizadoras
ricochetearam por todo século XX e se
dividiram em trés partes desiguais: o
atomo, o byte e o gene”

(BAUER, Martin W.)



RESUMO

(Paixao,V. F.) Anotagao e caracterizagao de novos transcritos expressos no
adenocarcinoma de pancreas: formas alternativas de splicing e RNAs nao-
codificadores longos associados a fenétipos tumorais e clinicos. 2019.
Numero de paginas do trabalho (145p). Tese (Doutorado) - Programa de Pés-
Graduacao em 2019. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo.

O céancer de pancreas (PC) é uma das doengas mais devastadoras com o pior
resultado de sobrevivéncia quando comparada com outros tipos de cancer. E
apontado como o décimo cancer mais comum e a quarta causa mortis por
cancer, projetando-se para ser a segunda até 2030 nos Estados Unidos e na
Alemanha. O PC constitui um conjunto heterogéneo de tumores, o
adenocarcinoma ductal (PDAC) constitui o tipo mais frequente da neoplasia
(80%). A prevencgao, detecgao precoce e tratamento enfrentam sérios problemas
e é urgente a identificacdo de novos marcadores para diagnostico, prognostico
e estratégias terapéuticas da doenga. O objetivo desse trabalho foi realizar uma
analise com alta-resolugdo do transcriptoma do PDAC) para identificar novos
RNAs nao codificadores, variantes de splicing e alteragdes transcricionais
associados a malignidade. A metodologia empregada constituiu-se de gerar
bibliotecas de RNA total a partir de 14 amostras cirurgicas pareadas de tecido
tumoral (PDAC) e tecido ndo-tumoral adjacente para sequenciamento NGS. A
partir dos dados de RNAseq foi realizada a montagem do transcriptoma
utilizando-se a referéncia do catalogo GENCODE para classificar os transcritos.
Seguiram-se analises subsequentes de avaliagdo de caracteristicas dos
transcritos: estruturais, marcas regulatérias, potencial codificador, deteccdo em
banco de dados independente (miTrascriptome, miT). Em segundo lugar foram
realizadas analises de expressédo diferencial, analise de sobrevida (utilizando
banco de dados publicos) para selegéo de transcritos potencialmente relevantes
no PDAC. Foram geradas redes de co-expressdo génicas com enriquecimento
de fungdes bioldgicas. Uma série de validagdes foram realizadas por RT-PCR
de transcritos novos intergénicos e novas formas de splicing reconstruidas e
selecionadas. RT-gPCR foi utilizada para validacdo da expressado aberrante de
IncRNAs em PDAC, silenciamentos por siRNA e subsequentes ensaios de
proliferagdo, migracdo e invasdo. Foi avaliada in vivo o envolvimento com
crescimento tumoral por ensaio xenografico, e avaliacdo da implicagdo em
fungdes bioldgicas mais especificas, como envolvimento em reparo de DNA por
ensaio cometa alcalino e avaliagdo de enriquecimento em tumoresferas. A
montagem reconstruiu 90.522 transcritos, dos quais 41.341 sao anotados no
GENCODE e 6.710 transcritos sdo novos nao anotados no GENCODE
(classificado como splicing variant, intergenic RNA, antisense RNA). Desses
foram validados 6 novos lincRNAs com expressdao aumentada em PDAC, dois
deles (TCONS00085964 e TCONS00036574) tem a expressao correlacionada
com alteragdes na sobrevida. Foram validadas também novas formas de splicing
de MMP14, CAPNS8, LIF e OCT3 com expressao aumentada em PDAC. 7
IncRNAs, anotados no GENCODE, com expressdo aumentada em PDAC,
desses foram implicados com fendtipo tumoral de migragdo, invaséo e
proliferagao: LINC01559; LINC01133, CCAT1 e UCA1. Desses LINC01559 e



CCAT1 demonstrara regular a expressdo de enzimas de O-glicosilagéo
(GALNT3 e B3GNT3) envolvidas na manutengao de células tronco-tumorais em
PDAC. O IncRNA UCA1 esta envolvido com reparo de DNA e envolvido com a
progressao tumoral in vivo. Conclui-se que a abordagem por amostras pareadas
a partir de RNAseq de bibliotecas de RNA total gera um catalogo de transcritos,
um transcriptoma mais apurado e que IncRNAs estdo implicados em PDAC,
como LINC01559 e UCA1 tem potencial translacional e abrem caminhos para o
desenvolvimento de estratégias translacionais.

Palavras-chave: Transcriptoma, xenotumor, PDAC, IncRNA, alternative

splicing, UCA1.



ABSTRACT

(Paixdo, V.F.) Determination of relevant transcripts in ductal
adenocarcinoma of pancreas: the transcriptional landscape of the long
non-coding RNAs and protein-encoding RNAs revealed by the total
RNAseq analysis of pancreatic adenocarcinoma. 2019. (145p.). PhD Thesis
- Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo.

Pancreatic cancer (PC) is the deadliest malignancy, one of the most devastating
diseases with the worst survival outcome compared to any cancer. It is touted as
the tenth most common cancer and the fourth leading cause of cancer in the
United States and Germany. It is projected to be the second leading cause of
cancer death in a decade. PC is a heterogeneous set of tumors with high
aggressiveness and mortality. Of these tumors, ductal adenocarcinoma (PDAC)
is the most frequent type of cancer (80%). Prevention, early detection and
treatment face serious problems, and the identification of new markers for
diagnosis, prognosis and therapeutic strategies of the disease is urgent. The aim
of this study was to perform a high-resolution analysis of pancreatic
adenocarcinoma (PDAC) transcriptome to identify new noncoding RNAs, splicing
variants, and transcriptional changes associated with malignancy in pancreatic
ductal adenocarcinoma. The methodology employed consisted of generating
total RNA libraries from 14 paired surgical samples of tumor tissue (PDAC) and
adjacent non-tumor tissue for NGS sequencing. From the RNAseq data, the
transcriptome assembly was performed using the GENCODE catalog reference
to classify the transcripts. Subsequent analyzes of evaluation of transcript
characteristics were followed: structural, regulatory markers, potential encoder,
independent database detection (miTrascriptome, miT). Secondly, differential
expression analysis, survival analysis (using public database) were performed to
select potentially relevant transcripts in the PDAC. Genic co-expression networks
with biological function enrichment were generated. A series of validations were
performed by RT-PCR of new intergenic transcripts and new forms of
reconstructed and selected splicing. RT-qPCR was used for validation of aberrant
expression of INcRNAs in PDAC, siRNA silencing and subsequent proliferation,
migration and invasion assays. Involvement with tumor growth was evaluated by
in vivo xenograph assay. Biological function tests to determine an involvement in
DNA repair was evaluated by alkaline comet assay and was performed an
evaluation of tumorsphere expression enrichment. The assembly reconstructed
a total of 90,522 transcripts, of which 41,341 are noted in GENCODE. 6,710
transcripts are new (splicing variant, intergenic RNA, antisense RNA) not noted
in the GENCODE reference. Of these 6 new PDAC-enhanced lincRNAs were
validated, two of them (TCONS00085964 and TCONS00036574) correlated with
changes in survival. New forms of splicing of MMP14, CAPNS8, LIF and OCT3
with increased expression in PDAC were also validated. 7 IncRNAs noted with
increased expression in PDAC were implicated with tumor migration, invasion
and proliferation phenotype: LINC01559; LINC01133, LINC01614; CCATT1;
LINC02577; LINC00920 and UCA1. Of these LINC01559 has been shown to
regulate the expression of O-glycosylation enzymes (GALNT3 and B3GNT3)
involved in maintaining CSCs in PDAC. It has been identified that UCA1 is
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involved with DNA repair and involved with tumor progression in vivo. It is
concluded that the approach of sampling RNAseq from total RNA libraries
generates a transcript catalog, a more accurate transcriptome and that IncRNAs
are implicated in PDAC, such as LINC01559 and UCA1 that have potential
prognostic use and open ways for development of translational strategies.

Keywords: Transcriptome, xenotumor, PDAC, IncRNA, alternative splicing,
UCA1.
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1. Introducgao

1.1.Cancer

Cancer € um termo genérico para um grande grupo de doengas que
pode afetar qualquer parte do corpo, outros termos utilizados para homea-los
sdo tumores malignos e neoplasias. A principal caracteristica desse conjunto de
doencas é a acelerada multiplicacdo de células atipicas desordenadamente,
podendo invadir tecidos adjacentes do corpo e se espalhar para sitios distantes
no corpo, processo denominado metastase, essa por sua veja € a principal causa
de morte por cancer (Weinberg 2007).

O registro por escrito mais antigo do que hoje entendemos como cancer
€ uma descricdo de um tumor de mama encontrado no Papiro Edwin Smith,
escrito aproximadamente em 3000 AEC, nele o escritor descreveu como sendo
um massa protuberante da mama, uma doencga grave e sem tratamento (Hajdu
2011a; Breasted 1931). Ja cerca de 1550 AEC, temos a primeira referéncia de
um tumor de tecido mole, um lipoma, e outros registros que podem ser
entendidos como hoje como possiveis canceres de pele, utero, estbmago e reto
(Von Klein 1905). Galeno (130 a 200 DEC.), e outros médicos romanos, vai
recomendar a remogao cirurgica da massa tumoral como principal estratégia
curativa, mas faz a ressalva de que em casos avancados deve-se evitar a
remog&o cirurgica por dar como certa uma recidiva e invasdo (Hajdu 2011a,
2011b). Apesar de existir um esforgo curativo por estratégias medicamentosas,
para alguns tipos de cancer como os canceres pancreaticos, sobretudo o
adenocarcinoma ductal (PDAC), a estratégia curativa principal ainda permanece
sendo a ressecgao cirurgica.

O céancer € um dos maiores problemas de saude publica em todo o
mundo, inclusive sendo a segunda principal causa de morte no paises
desenvolvidos como Estados Unidos (Siegel, Miller, and Jemal 2016). A
Organizagdo Mundial de Saude classifica o cancer como uma das doengas néo
transmissiveis (NCDs), as NCDs matam mais de 40 milhdes de pessoas a cada
ano. Desse total de vitimas 15 milhdes tém entre 30 e 69 anos (WHO 2018), os

chamados de casos “prematuros”, que sdo prevalentes em paises de baixos
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rendimentos (PBR) como os paises de rendimento médio (PRM) (F. Bray et al.

2018), como o Brasil.

1.2.Cancer de Pancreas

O céancer de pancreas (PC) é a mais mortal malignidade, e certamente
uma das doencgas mais devastadoras uma vez que apresenta o pior resultado de
sobrevivéncia quando comparada a qualquer tipo de cancer humano c, sendo
apontado como o décimo tipo de cancer mais comum, quarta causa mortis por
cancer nos Estados Unidos com projegdes de vir a ser a segunda maior causa
de morte por cancer até 2030 e terceira causa de morte relacionada ao cancer
na Unido Europeia até 2025 (Lola Rahib et al. 2014; RL Siegel 2017). No Brasil,
embora ndo seja uma das neoplasias mais prevalentes, figura como sendo
responsavel por 2% de todos os casos de cancer e 4% do total de mortes por
essa doenga, ele figura como a oitava causa de morte por céncer, dado o
diagndstico geralmente em fase localmente avangada ou metastatica da doencga
(Soldan 2017). As taxas de incidéncia sao diferentes para dois grupos etarios:
de 10/100.000 habitantes entre pessoas de 40 a 50 anos de idade e de
116/100.000 para pessoas entre 80 e 85 anos, além da idade tem-se que existe
uma incidéncia é mais significativa no sexo masculino (INCA 2018).

Correlacionam-se com a incidéncia do PC alguns atores de risco, tais
como habito de tabagismo, sedentarismo, dieta rica em gordura e colesterol; as
ocorréncias de patologias como pancreatite crdnica, a cirrose, a obesidade,
diabetes mellitus; questbes ambientais como a exposi¢do ocupacional aos
agentes carcindgenos; baixo nivel socioecondmico. Além dessas algumas
condigdes hereditarias tem correlagdo com PC tais como ascendéncia judaica
(Ashkenazi); sindromes familiares de pancreatite hereditaria, cancer colorretal
nao polipoide hereditario, cAncer de mama e ovario hereditarios, melanoma
multiplo atipico familial, Peutz-Jeghers e ataxia-telangectasia (Kushi et al. 2012).

O PC constitui um conjunto heterogéneo de tumores caracterizados pela
alta agressividade e mortalidade. Dentre esses tumores os adenocarcinomas
ductais (PDAC) que acometem a regido exdcrina do 6rgao constituem o tipo mais
frequente de neoplasia pancreatica, representando 85% dos casos (DP Ryan

2014). E estudos estimam que o percurso do tumor de pancreas é desenvolver-
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se por 10 a 15 anos praticamente assintomatico até que esteja avangado e tenha
metastizado (Corbo, Tortora, and Scarpa 2012). No quadro geral observa-se
uma sobrevida mediana de menos de 12 meses apods o diagndstico, entretanto
existe uma taxa de 10% cuja sobrevida observada foi de 5 anos, dai o PDAC
apresentar-se como um grande desafio para a saude ocidental (Vincent et al.
2011; RL Siegel 2017). Um caso muito representativo sobre a falta de
tecnologias e diagnostico foi descrito em 2014 por Siriwardena:

Um homem de 74 anos vem se automedicando com antiacidos por
causa de recorrentes indigestdes, dado a persisténcias dos sintomas
por trés meses ele consultou um Clinico Geral e este o receitou um
inibidor da bomba de prétons e marcou o retorno em quatro meses.
Dois meses depois ele desenvolveu dor nas costas, e |lhe foi prescrito
paracetamol e uma movimentagao correta, passadas quatro semanas
ele desenvolveu ictericia e urina escura, uma tomografia de contraste
computadorizada confirmaria um tumor avangado e nao removivel
cancer de pancreas. Foi-lhe receitada quimioterapia paliativa, mas ele
veio a morrer em 5 meses (Siriwardena and Siriwardena 2014).

Devido a supracitada falta de sintomas precoces, os pacientes
geralmente s&o diagnosticados com a doenga localmente avangada, ou
metastatica, quando a estratégia de remocéo cirurgica do tumor € inviavel,
demonstrando a necessidade de tecnologias de diagndstico, progndstico e

tratamento do PC.

1.3. Lesoes precursoras, diagnostico e tratamentos.

Indicios fortes levam a crer que a maioria dos casos de PDAC originam-
se a partir de lesbes microscépicas (Figura 1) precursoras do cancer in situ. Tal
lesdo € denominada de neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN). A maior
dificuldade para um diagndstico precoce desse tipo de lesdo deve-se ao fato de
estarem abaixo do tamanho detectavel pelas técnicas clinicas de imagem, como
a tomografia computadorizada (CT), ultrassonografia (US) e a ressonancia
magnética (RM) abdominal pois essas técnicas sdo ineficazes para a detecgéo
lesdes menores que 1-2 cm (em seus maiores eixos). Isso torna o diagndstico e
tratamento de lesbes em pancreas dificultosos, apesar de ocasionalmente
acontecer a deteccao de PanIN em cerca de 3% dos individuos, sao deteccoes
acidentais. Além das PanINs existem outros tipos de lesdes pancreaticas e elas
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também sao considerados precursoras do PC, sdo as neoplasias mucinosas
papilares intraductais (IPMNs) e as neoplasias cisticas mucinosas (MCN). Essas
lesGes possuem um potencial de malignizagédo variavel, sendo que o grau de
displasia celular e a localizagdo anatbmica da lesdo no pancreas sao
considerados fatores preditores de malignizagdo. Os PDAC que surgem dessas
lesbes precursoras s&o geralmente indistinguiveis histologicamente, mesmo se
originados de tipos diferentes de lesdes, embora o tipo histologico chamado de
nao-cistico mucdide ou coldide seja descrito como um estado cistico precursor.
Quanto a IPMNs sao frequentemente encontradas associadas ao PDAC
avancgado, o que levanta duas hipoteses sobre o IPMN, uma propdes que o IPMN
origina o PDAC e outra que PDAC e IPMN coexistem e crescem em paralelo no
pancreas (Basturk et al. 2015; Hruban 2004; WR Brugge 2004; Brand et al. 2007;
Balachandran 2017; A Scarpa 2018).

O diagndstico inicial do PDAC é feito através dos sinais clinicos e
radiolégicos e confirmado por analise histopatolégica do tecido coletado por
biépsia por agulha fina. O marcador sérico CEA e o CA 19-9 sdo comumente
utilizados no processo de diagnédstico, progndstico e monitoramento pos-
cirurgico em contexto de PDAC (Poruk et al. 2013; Santucci et al. 2018; Jiarui Li
et al. 2019; Locker et al. 2006). Entretanto esses marcadores tem limitacbes
sérias, o CA 19-9 é ausente em pessoas Lewis negativas (Berger et al. 2008),
uma outra limitacdo € o aumento dos niveis séricos em casos de pancreatite
cronica e outros tipos de cancer do sistema digestivo (Slesak et al. 2000; Mann
et al. 2000; Biswas et al. 2019). A grande maioria dos casos de PDAC sé&o
diagnosticados quando incuraveis e inoperaveis, com extensa invasao local ou
metastase de érgaos distantes, apenas 15% dos casos diagnosticados podem
ser removidos cirurgicamente (Stathis and Moore 2010). Estima-se que a
detecgdo precoce seja capaz de aumentar a sobrevivéncia dos pacientes em 30
a 40% (L Rahib 2014; Seufferlein and Mayerle 2016).

Figura 1 — Evolugao das lesbes precursoras para o PDAC.
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Modelo de malignizagdo das lesdes precursoras PanIN, MCN e IPMN para o
adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC). Para cada tipo de lesao estdo destacadas
as (fonte azul) as mucinas avalidas como marcadores por imunohistoquimica e os genes
comumente mutados (fonte vermelha). Fonte: (Jonckheere, Skrypek, and van
Seuningen 2010)

Nos casos onde é possivel a resseccéo cirurgica do PDAC, o tratamento
padrdo, “tamanho unico”, é tratamento com analogo de nucleosideo gemcitabina
como tratamento adjuvante padrao (ESPAC-3) (Neoptolemos, Stocken, 2010).
Mais recentemente regimes quimioterapicos de nab-paclitaxel (inibidor de
despolimerizagado de microtublos — paclitaxel associado a albumina humana) e
FOLFIRINOX (acido folinico, fluorouracila, inibidor de topoisomerase -
irinotecano, oxaliplatina) vém sendo administrados mas sao limitados,
acompanhado por efeitos colaterais tais como nauseas, neutropenia, neuropatia
e complicagdes infecciosas (Singh, Hasselluhn, and Neesse 2019; Neoptolemos
et al. 2018).

Sao multiplos os fatores descritos contribuem para severidade dos
prognoésticos e do elevado indice de mortalidade, quando comparados ao de

incidéncia (praticamente 100%), mas podem ser agrupados em dois problemas:
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diagndstico tardio e resisténcia ao tratamento, até o presente momento carente
de tecnologias efetivas de estratificagdo para tratamento personalizado
(Seufferlein and Mayerle 2016).

A heterogeneidade do PC torna as opgdes terapéuticas baseadas na
abordagem de “tamanho unico” ineficaz. O diagnéstico e estratificacdo de
malignidades é uma estratégia de sucesso em outros tipos de cancer e poderiam
beneficiar de tratamentos mais especificos reduzindo as abordagens por
terapias futeis para PDAC, consequentemente observariamos uma melhoraria
dos desfechos e da qualidade de vida daqueles cuja sobrevida, até agora, a
longo prazo, ndo é promissora (Torres and Grippo 2018). Um exemplo promissor
da estratégia de identificacdo de perfis moleculares pode ser observado no
estudo que tratou casos metastaticos de PDAC com mutagao nos genes BRCA1
ou BRCAZ2, a ocorréncia dessa mutagao germinativa em pacientes com PDAC é
da ordem de 4 a 7% (Golan et al. 2018; Grant et al. 2015; Friedenson 2005), o
uso do farmaco olaparibe (inibidor da enzima poli ADP-ribose polimerase-1 —
PARP1) resultou num aumento da sobrevida e menor progressao tumoral
(Golan et al. 2019). Esse medicamento no Brasil recebe o nome de Lynparza™
Comprimido, na Anvisa ja é registrado para o tratamento de cancer de mama
(Anvisa RE 100/2017) e foi ampliado para o uso de cancer de ovario (Anvisa -
RE 333/2019), porém até o dado momento n&o foi encontrado nenhuma

solicitagao de registro ou ampliagdo do uso para PDAC no sistema da Anvisa.

1.4. O transcriptoma eucariético e estudos em cancer

Com a concluséo do Projeto Genoma Humano (HGP) foram anotadas
as sequéncias de DNA armazenados nos cromossomos, a isso denomina-se
genoma humano. Tal fato possibilitou explorar a organizagdo e composigéo
genética humana com um grande avango da biologia molecular (Lander et al.
2001; F. S. Collins, Morgan, and Patrinos 2003). Gragas ao avango paralelo das
tecnologias de sequenciamento e bioinformatica este campo se consolidou como
sendo crucial para: uma maior compreensdo da biologia molecular, para o
desenvolvimento e manipulag&o de tecnologias genéticas, o estabelecimento da
medicina personalizada para tratar no tratamento do cancer (Mukherjee 2019;
Friedman et al. 2015).
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O RNA tem um papel chave e intermediario entre 0 genoma e o
proteoma (Conesa et al. 2016). O conjunto de todos RNAs de uma célula
constitui o transcriptoma, que pode ser definido como a soma de toda a porcgao
genética correspondente que atua como molde para sintese de qualquer RNA
pela célula, numa dada quantidade, em uma etapa especifica do
desenvolvimento ou condigdo fisiolégica do individuo (Z. Wang, Gerstein, and
Snyder 2009). O transcriptoma é um estado especifico da expressdo do
repertério génico de uma célula, logo conhece-lo € interpretar o funcionamento
do genoma, o controle operacional molecular das células e tecidos, isso faz do
transcriptoma objeto de estudo eficaz para entender o desenvolvimento de
algumas doencas celulares como cancer (Z. Wang, Gerstein, and Snyder 2009;
Wickramasinghe et al. 2014).

Os RNAs séao classificados em classes funcionais e estruturais. Algumas
classes de RNAs s&o envolvidos na tradugdo: RNAs transportadores (tRNA),
RNAs ribossomicos (rRNA), pequenos RNAs nucleares envolvidos em eventos
de splicing (snRNP), e pequenos RNAs nucleolares envolvidos principalmente
em a modificagdo de outros pequenos RNAs (snoRNA) como RNAs
ribossébmicos e RNAs transportadores. Outras classes de RNAs s&o envolvidos
em processos regulatérios: RNAs reguladores curtos, pequenos RNAs
endégenos de interferéncia (endo-siRNA) e microRNAs (miRNA), uma outra
classe € a dos RNAs nao codificadores cujo comprimento € superior a 200pb,
chamados RNAs n&o codificadores longos (IncRNAs), o quais s&o classificados
prioritariamente pela seu tamanho, sabe-se que sdo envolvidos em diversos
papéis biolégicos (Hombach and Kretz 2016).

O catalogo de referéncia GENCODE (GRCh38.p12) descreve o
transcriptoma humano como sendo um conjunto de 226882 transcritos
diferentes, produtos de um total de 60603 genes diferentes. No conjunto de
transcritos as duas classes maijoritarias de RNAs séo os IncRNAs e mRNAs,
apesar dos mMRNAs serem a classe mais estudada ambas as classes de RNA
tem representatividades semelhantes no transcriptoma, apesar disso o
conhecimento sobre os IncRNAs estd na infancia quando comparado aos
MRNAs. O catalogo do GENCODE descreve que 75057 (33%) dos transcritos,

produtos de 16840 (27%) genes, sdo anotados como sendo IncRNAs; frente aos
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83660 (36%) transcritos, produto de 19975 (32%) genes, sado anotados como
codificadores de proteinas (Frankish et al. 2019).

S&o varias as tecnologias de estudo e analise do transcriptoma, todas
elas objetivando determinar prioritariamente a sequéncia primaria e a
quantificacdo de varios transcritos ou genes em uma mesma analise. As
tecnologias bioquimicas empregadas nessas técnicas sdo baseadas na adi¢ao
de nucleotideos modificados, hibridizagdo e sequenciamento por sintese. O
método mais comum baseado em sequéncias especifica € microarranjo
(microarray), surgido em 1999 e utilizado até hoje, nele sondas complementares
para determinadas regides alvo produzindo resultados quantitativos, este
meétodo possui algumas limitagdes, como o conhecimento prévio da sequéncia
do genoma a ser analisada, altos niveis de ruidos de fundo devido a hibridizagéo
cruzada, além de ser dificil comparar os niveis de expressao entre diferentes
experimentos e exigir métodos de normalizagdo dos dados especificos. Outras
técnicas sao baseadas no sequenciamento Sanger; como CAGE (Cap Analysis
of Gene Expression) e SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), ambas s&o
exclusivamente para o sequenciamento e dependem da construcido de
bibliotecas de concatdameros com insertos de cDNA e amplificagdo em bactérias
para posterior sequenciamento Sanger (Shiraki et al. 2003; Kodzius et al. 2006;
Shafee, Lowe, and Lowe 2017; Yuan et al. 2001). Enquanto CAGE e SAGE tem
poder exploratério para estudar um conjunto de sequéncias de regides
desconhecidas, o microarranjo de DNA permite estudar a expressao de genes,
mapear no genoma os locais de ligagdo de proteinas que interagem com o DNA
e examinar outras interagdes de longo alcance do DNA.

A maior robustez na para identificar o conjunto completo de um
transcriptoma, RNAs longos, curtos, novos transcritos (genes ndo anotados),
novas formas de splicing, transcrigdes de fusdo génica, sobreveio em 2004 com
o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geracéao (NGS),
ou sequenciamento de RNA (RNA-seq), capaz de revelar a complexa e dindmica
realidade do transcriptoma com o maior nivel de sensibilidade e precisao.
Atualmente a metodologia de semicondutores (lon), Sequenciamento de
moléculas unicas (Pacific Biosciences e o Oxford Nanopore) e principalmente
Sequenciamento por sintese, da plataforma illumina sdo predominantes na

literatura, destacando-se que a plataforma lllumina é a mais bem estabelecida.
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Porém alguns desafios devem ser considerados, como a necessidade de
computadores com grande capacidade de armazenamento de dados,
desenvolvimento de técnicas de normalizagcdo de dados e métodos estatisticos
especificos para essa analise (Wickramasinghe et al. 2014; W. Zhao et al. 2014).

Uma vez que o cancer € uma doenga fundamentalmente gendémica, e
consequentemente transcriptémica, o RNA-seq tao logo tornou-se crucial para o
estudo e entendimento dos caminhos moleculares do cancer (Weinstein et al.
2013; Marguerat and Bahler 2010; Maher et al. 2009), inclusive sendo um divisor
de aguas para as pesquisas sobre o cancer de pancreas (Muller et al. 2015). O
uso de NGS além da pesquisa tem sido utilizado de forma translacional na clinica
para guiar decisbes no tratamento de pacientes com cénceres mais bem
estabelecidos como cancer de mama (Freedman et al. 2018).

Os dados da literatura de RNA-seq de canceres possuem um Viés
importante, sdo predominantemente oriundos do estudo da fragao poliadenilada
do transcriptoma (poliA+) em detrimento da fracdo n&o-poliadenilada do
transcriptoma (poliA-). Pois, tem-se duas abordagens técnicas no preparo das
bibliotecas para o sequenciamento, por possuir uma etapa selecao positiva de
RNA poliA+, partindo-se o RNA total, acaba enriquecida para esses nas
bibliotecas geradas, a outra € chamada RNA total depletada de RNA ribossomal
por possuir uma selegédo negativa, na qual, partindo-se o RNA total, existe uma
remocao dos rRNA, os quais séo altamente abundantes, compondo assim uma
amostra final contendo a fracdo poliA+ e poliA- do transcriptoma. O
sequenciamento de bibliotecas oriundas da estratégia de deplegdo do rRNA
demonstra ser mais enriquecida para IncRNAs e pequenos RNAs quando
comparada a outra estratégia, apesar daquela apresentar maior concentragéo

de sequéncias intronicas de mRNAs imaturos (S. Zhao et al. 2018).
1.5. Heterogeneidade tumoral e subtipos moleculares de PDAC

A heterogeneidade molecular do cancer fica evidente na presencga de
translocagées cromossOmicas, dele¢cdes de genes supressores de tumor e

anormalidades cromossOmicas distintas entre tumores histologicamente

semelhantes. A classificacdo em subtipos do cancer humano vem sendo cada
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vez mais informativa e clinicamente util a medida que as analises moleculares
mais detalhadas dos tumores tém sido realizadas (Alizadeh et al. 2000).

Como ja dito no item 1.1, encontramos na literatura casos de tumores
sélidos histopatologicamente idénticos, isto €, tumores diagnosticados como
sendo a mesma malignidade que demonstram uma significativa
heterogeneidade na resposta aos tratamentos. Tal heterogeneidade pode ser
determinada pelas distingdes dos mecanismos moleculares intrinsecos entre os
casos da mesma malignidade, revelando a importancia de outras caracteristicas,
que nao apenas histolégicas e citoldgicas, como caracteristicas moleculares
para distinguir entidades de cénceres até entdo microscopicamente
indistinguiveis. Ao fazé-las distintas torna-se possivel distinguir em subclasses,
ou subtipos tumorais, o que permite averiguar os melhores resultados de
tratamento através do direcionamento de terapias e medicamentos para tais
subtipos de tumores nos quais eles sao seletivamente eficazes (Collisson et al.
2019). Um exemplo de sucesso dessa abordagem esta nos tumores de mama
(subtipo HER2 amplificado), de pulmao (subtipo cancer de células ndo-pequenas
com mutagdes especificas no gene EGFR), o primeiro responde melhor ao
tratamento com Tamoxifen e o segundo tem melhor resposta a inibidores de
tirosina quinase, gefitinibe (Slamon et al. 2001; Lynch et al. 2004).

Histologicamente os casos de PDAC sao caracterizados por serem
compostos de células bem diferenciadas de adenocarcinoma ductal e,
eventualmente a presenga de células glandulares mergulhadas em um
microambiente tumoral (TME) abundante constituido de compostos acelulares
como colageno, acido hialurénico, fibronectina, matriz extracelular. Outros
tecidos como de células inflamatdrias, macrofagos associados a tumores,
neutrofilos associados a tumores, Células T, fibroblastos associados ao cancer
e células neurais se acumulam na neoplasia (Neesse et al. 2019).

Ha um esgotamento das tecnologias baseadas nas caracteristicas
histopatolégicas do PDAC n&o se mostraram uteis para escolha de estratégias
terapéuticas (Singh, Hasselluhn, and Neesse 2019). Por outro lado, a analise
global da expresséo génica, o transcriptoma, combinada com dados clinicos e
patolégicos, tem se mostrado util para a identificagdo de subtipos de muitos
tumores humanos (Alizadeh et al. 2000). Com o sequenciamento do genoma

humano e as ferramentas de NGS foi possivel sub-classificar os tumores com
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base em mutagdes nas principais vias de sinalizagao, incluindo KRAS, reparo do
dano ao DNA, remodelamento da cromatina e outros (Bailey et al. 2016; Notta et
al. 2016; Witkiewicz et al. 2015; Waddell et al. 2015; Biankin et al. 2012; Connor
and Gallinger 2017). Incapazes de caracterizar subtipos moleculares mas serem
um dos componentes para tal classificagdo as mutacbes somaticas sao
recorrentemente descritas, tais como KRAS, TP53, CDKN2A, SMAD4, RNF43,
ARID1A, TGFBR2, GNAS, RREB1 e PBRM1 (B. J. B. Raphael et al. 2017; Bailey
et al. 2016; Waddell et al. 2015; Witkiewicz et al. 2015).

Varios estudos examinaram a expressdo génica usando microarranjo,
sequenciamento de RNA identificaram distintas assinaturas de RNA de PDAC.
Em 2011, Collisson et al através da analise por NMF de dados de expressao
génica de mRNA de 85 tumores humanos nao tratados, associada aos dados
clinicos correspondentes propds a existéncia de trés subtipos de PDAC:
classico, quase mesenquimal e exocrine-like. Respectivamente o subtipo
classico apresenta alta expressdo de genes epiteliais e genes associados a
adesdo, o subtipo quasimesenquimatoso tem alta expressdo de genes
associados ao mesénquima, enquanto o subtipo exocrine-like apresentou
elevada expresséo de genes de enzimas digestivas (Collisson et al. 2011).

Utilizando um numero maior de amostras primarias, 145 tumores
cirurgicamente removidos, € com um conjunto de amostras metastaticas, 61
amostras, 17 linhagens celulares, 46 amostras de pancreas e 88 amostras
normais adjacentes de sitios distantes, Moffitt et al propés por NMF a
estratificacdo dos componentes tumorais e componentes do estroma. Foi
proposto dois subtipos tumorais; classico e basal-like, e dois subtipos de
estroma: normal e ativado. Segundo os resultados da pesquisa as trés
classificagdes propostas por Collisson et al. Anteriores apesar de serem
observadas nos dados do grupo nao tinham poder progndstico. Os genes da
assinatura tida como classico de Collisson sobrepdem-se aos do subtipo classico
de Moffitt, motivo pelo qual o grupo manteve a nomenclatura de “classico” para
esse subtipo. Quanto a assinatura génica associada ao subtipo
quasimesenquimatoso era uma mistura entre subtipo tumorais e subtipos
estromais. Tumores tidos como basais e classicos foram identificados pelo
modelos propostos nos subtipos de estroma normal e estroma ativado (Moffitt et
al. 2015).
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Em 2016, Bailey et al, investigando os perfis de expressdo de mRNA por
microarranjo de 266 tumores primarios nao tratados e RNAseq de 96 amostras,
as quais continham espécies histopatologicamente subclassificadas como
coloidais, adenoescamosas, PDAC associadas a IPMN, tumor acinar e algumas
outras variantes raras de PC. Este trabalho propds a estratificacdo em quatro
subtipos moleculares: escamoso, progenitor pancreatico, imunogénico e
exocrino-endocrino anormalmente diferenciado, semelhante ao exocrine-like,
ADEX (Bailey et al. 2016).

Posteriormente um estudo colaborativo publicado pelo TCGA em 2017
teve resultados semelhantes aos resultados de de Moffitt et al. Utilizando-se
RNAseq, de bibliotecas de selecao de transcritos poli(A), integradas a analises
genbmicas histopatoldgicas e protedmicas, o trabalho propds para um n = 150
amostras tumorais primarias uma estratificagcdo em dois subtipos baseados nos
perfis de expressado génica sao eles basal-like (ou escamoso) e classico (ou
progenitor). Os tumores classicos demonstraram ser enriquecidos para
mutagdes em GNAS enquanto nos tumores basal-like existe a prevaléncia de
mutagdes em TPS3. O trabalho aponta que o perfil ADEX, proposto por Bailey et
al., trata-se de um viés de amostras de baixa celularidade neoplasica, por isso
nao se trata de um subtipo de PDAC. Analisando-se a coorte para a assinatura
dos 360 IncRNAs mais DE, foi confirmada que os subgrupos tém uma perfeita
sobreposicdo com subtipos classico, cujos IncRNAs EVADR, DEANR1 e
GATAGB-AS1 foram tidos como uma assinatura de DE associada, e o subtipo
basal-like. Este estudo revelou pela primeira vez a existéncia de IncRNAs nas
assinaturas de expressao génica que definem subtipos moleculares, indicando
a contribuicao dessa classe de transcritos para processos malignos. Foi notado
também que a classificagdo das amostras a partir da expressdo de IncRNAs se
mostrou independente da celularidade tumoral, apontando o valor dessa classe
de transcritos para a classificagdo molecular de tumores (B. J. Raphael et al.
2017).

Em 2018, Puleo et al partindo de 305 amostras tumorais fixadas em
formalina, sem a presenga de amostras ndo tumorais. Foram realizados
sequenciamento de painéis de DNA, avaliagao transcriptdmica por microarranjo
e analises imuno-histoquimicas. Foram feitas analises de componentes

independentes para deconvolucdo para o estabelecimento e identificagcdo de
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assinaturas normais, tumorais e microambientes das amostras. O estudo conclui
que o proposto subtipo ADEX trata-se de um viés amostral, neste caso a
hipotese é ser o resultado de amostras de PDAC com contaminagéo de células
acinares pancreaticas, por outro lado foram encotradas grandes semelhancas
com as classificagdes ja propostas para amostras de PDAC com alta
celularidade tumoral, basal-like e classico, porém somadas as analises imuno-
histoquimicas foi proposta a estratificagdo em 5 subtipos, chamados de basal
puro, estroma ativado, desmoplasico, classico-puro e classico-imunolégico,
todos eles com potencial prognéstico. Os subtipos classico-imunologico e
desmoplasico sao enriquecidos para CTLA4 tornando-os potencialmente mais
apropriados para a terapia anti-CTLA4 com ipilumumabe (Puleo et al. 2018). O
ipilumumabe por € um farmaco de imunoterapia ja utilizado para o tratamento de
melanoma (Hodi et al. 2010). Os subtipos desmoplasicos, basal puro, estroma
ativado sado tem alta expresséo dos genes CD276 e HAVCR2 com alto potencial
terapéutico. Ja todos os subtipos excetuando-se o classico-puro possuem um
padrdao especifico de expressdo de PDL2 que, em geral, ndo regulam
positivamente qualquer um dos pontos de verificagdo imunolégicos (Puleo et al.
2018).

Wartenberg et al., em 2018, fez uma proposta translacional de
classificagao de 110 amostras de PDAC integrando caracteristicas moleculares
e biolégicas do tumor e do TME. Foram descritos trés subtipos: escape
imunoldgico, imune-enriquecido, imune-exaurido. Respectivamente as
assinaturas de cada subtipo sdo caracterizadas por serem pobres em células B
e T, enriquecidos em células Treg FOXP3™"; baixa frequéncia de mutagdes em
CDKN2A, SMAD4 e PIK3CA; esse subtipo demonstrou progndstico ruim. O
outro subtipo, o imune-enriquecido, apresenta uma maior numero de células B
e T, menor numero de células Treg FOXP3*; com baixo grau de brotamento;
baixa frequéncia de mutagcdo em CDKN2A e PIK3CA, porém uma frequéncia
maior de mutagdes em genes de resposta ao dano ao DNA (STK11, ATM);
presencga de subpopulagao de tecido linfoide terciario; apresenta um progndstico
melhor que o subtipo anterior. Ja o terceiro subtipo, imune-exaurido, €&
caracterizado por TME imunogénico, nele encontramos dois grupos: um com alta

expressdo de PD-L1 e alta taxa de mutacdo PIK3CA, e o outro grupo com

35



microssatélite-instavel e alta prevaléncia de mutagdes em JAK3 (Wartenberg et
al. 2018).

Em 2019 Collisson et al, elaborou uma proposta que condensa
comparada e organiza a estratificagdo em subtipos de PDAC mais relevantes em

uma arvore filo-transcriptémica (Figura 2).

Figura 2 — Arvore filo-transcriptdmica de subtipos de expressdo molecular de
PDAC.
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Fonte: (Collisson et al. 2019)

Recentemente Maurer et al, utilizando 60 amostras de PDAC separando
por microdissec¢ao a laser o estroma adjacente do epitélio neoplasico associado

realizaram RNAseq pareado para gerar expressao génica pareada e analisando
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pelo algoritmos ADVOCATE de aprendizado de maquina obteve como
resultados a estratificagdo em subtipos semelhantes aos ja descritos, propondo
assim como Collisson um sistema capaz de harmonizar as outras propostas as
estratificacdes do PDAC. O resultados desse estudo concluiram dois subtipos de
epitélio neoplasico, denominados de subtipos epiteliais classico e basal,
mantendo a nomenclatura Moffit. Por outro lado, as analises de NMF apesar de
gerarem também dois grupos com assinaturas estromais distintas, os resultados
levaram a uma nova estratificagcdo de subtipos em subtipo imune-enriquecido,
caracterizado por serem enriquecidos para vias de sinalizacbes imunes e
interleucinas; e o subtipo enriquecido em ECM, caracterizado pelo
enriquecimento de vias associadas a matriz extracelular. Por fim foi demonstrado
que a combinacao desses subtipos tem significativa alteragdo para sobrevida
analisados em bancos de dados do ICGC, TCGA e UNC (Maurer et al. 2019).

1.6. Microambiente tumoral (TME) de PDAC

O TME do PDAC é caracterizado por ter uma proeminente reagao
desmoplasica, com predominancia de células de um estroma fibrético denso
perante 5% a 20% de células neoplasicas (lacobuzio-Donahue et al. 2002; Wood
and Hruban 2012). O PDAC é marcado por uma heterogeneidade e um
intrincado ecossistema de alta complexidade entre os diferentes componentes e
tipos celulares, incluindo as populacdes de células estreladas pancreaticas
(PSCs), fibroblastos associados ao céancer (CAFs), células imunes, vasos
sanguineos tumorais e nervos, componentes nao celulares, como colagenos,
fibronectina, glicoproteinas, proteoglicanos, acido hialurénico, citocinas e fatores
de crescimento (Neesse et al. 2019; Mekapogu et al. 2019; Feig et al. 2012). O
comportamento do TME é plastico, dinamico e atuante em promover a
progressao do tumor, através da formagao de nichos que modulam o ambiente
imune supressivo, crescimento tumoral, comportamento invasivo, a metastase e
apontado como envolvido na resisténcia terapéutica. (Seo and Pillarisetty 2017;
van Dalen et al. 2018). Em geral, os tumores pancreaticos s&o pouco
vascularizados e ECM densa, a alta pressdo do tecido displasico acaba por
induzir a vasoconstricdo, que por sua vez diminuiu vertiginosamente a perfusao

do tumor e resposta terapéutica. Alguns estudos mostraram que mirar as vias
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epigenéticas poderia ajudar na reprogramacao do microambiente tumoral em
detrimento do tumor com resultados positivos para a diminuigdo da progresséo
tumoral (Mekapogu et al. 2019; Nguyen et al. 2017; Yamamoto et al. 2016).

Apesar das heterogeneidades relatadas por diversas abordagens, os
estudos pela abordagem de NGS do transcriptoma do PDAC e
consequentemente do TME, estroma, tem sido eficaz em agrupar em dois
subtipos normal e ativado (Maurer et al. 2019; Collisson et al. 2019).

1.7. Modelos experimentais de cultivo de PDAC

Um dos gargalos nas pesquisas com tumores, inclusive o PDAC cujo
estroma é muito abundante, esta nas limitacbes intrinsecas de cada modelo
experimental do cultivo de cancer o que dificulta a dissecacéo de vias e dados
moleculares, por exemplo isolar mecanismos observados por em estudos
exploratorios obtidos de amostras cirurgicas. As culturas convencionais de
células em 2D, monocamada, apesar de conservarem o fendtipo tumoral, ndo
sao capazes de mimetizar a complexidade e heterogeneidade dos tumores, uma
vez que in vivo eles crescem em uma conformacgao tridimensional (3D) com uma
organizacgéao e arquitetura especificas, o que, obviamente, uma cultura de células
2D nao é capaz de reproduzir. Consequentemente, a incapacidade de recapitular
a complexidade tumoral e estromal faz com que numerosos sinais que governam
diferentes processos celulares sejam perdidos quando as células s&o cultivadas
em substratos plasticos 2D (Zanoni et al. 2016; Lee et al. 2007; Nyga, Cheema,
and Loizidou 2011; Cukierman et al. 2001). Outros modelos de cultivo tumoral in
vitro e in vivo possuem condicbes ambientais para que as células em cultivo
construam algum grau de maior organizagado da complexidade tumoral em 3D,
podendo inclusive ocorrer a organizagdo de algum estroma a depender do
modelo, tudo isso para que haja uma maior recapitulagdo possivel do contexto
do tumor in situ.

In vitro, o modelo de co-cultivo, 2D, no qual existem o cultivo de
linhagens tumorais juntamente a outras linhagens celulares, como de
fibroblastos. Esse sistema mimetiza parte da sinalizagcdo entre tumor e CAF
(estroma) sendo utilizado para estudar a interagdo tumor-estroma, as maiores

limitagdes desse modelo sdo a pouca heterogeneidade, falta de microambiente
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tumoral, uma selegao agressiva de clones, desvio genético(Q. Sun et al. 2018).
O grupo de Wei et al. utilizando esse sistema determinou especificamente
elementos do crosstalk tumor-estroma da via SDF-1/SATB-1, mostrando que
essa esta diretamente envolvida na progressao tumoral bem como resisténcia a
gemcitabina do PDAC (Wei et al. 2018).

Por outro lado, o cultivo tumoral in vitro existem abordagens 3D por
modelos: esferoide multicelulares de tumor obtido por cultura de linhagens
celulares em condicdes nao aderentes; as tumor-esferas, mais utilizadas como
um modelo de expanséao de células-tronco tumorais (CITs) através do cultivo em
um meio de cultivo sem soro e suplementado com fatores de crescimento;
esferas tumorais derivadas de tecido e esferdides multicelulares organotipicos,
obtidos por dissociagdo mecanica do tecido tumoral (Weiswald, Bellet, and
Dangles-Marie 2015). O modelo de organoides, apesar de ter surgido para o
estudo de tecidos saudaveis, também é muito utilizado para o estudo de PDAC,
esse sistema é baseado em cultivo de uma fragdo tumoral em meio de cultivo
que permita uma certa arquitetura semelhante ao 6rgao de origem. Podem ser
construidas a partir de bidpsias, constituindo o organoide derivado de paciente
(PDO), tem grande poder para o estudo do crosstalk entre PDAC e CAF, bem
como outras células, caracteristicas moleculares do inicio da progresséo
tumoral, invasdo e migracdo. A literatura aponta como limitagbes do PDO a
dificuldade de estabelecer replicatas pelo numero insuficiente de células
estreladas primarias provenientes da biopsia, a falta de modelos para estagios
avangados do organoide além da grande dificuldade técnica (Q. Sun et al. 2018).
A identificacdo do mecanismo de reorganizacdo da ECM para a invasao de
PDAC por Endo180 foi identificado em modelos PDO, basicamente Endo180
esta relacionado com a capacidade invasiva das PSCs que abrem caminho para
as células de tumorais através da fosforilacdo da cadeia leve da miosina 2
(MLC2) (Koikawa et al. 2018).

Entretanto a maior recapitulagdo da complexidade tumoral é observada
nos modelos in vivo, os quais tém a vantagem de fornecer um microambiente
3D proprio e suplementar nativo do proprio hospedeiro. O modelo in vivo mais
utilizado rotineiramente € o xenoenxerto de tumores humanos (PDX) ou
linhagens tumorais (Xenoenxertos de co-inje¢ao derivados de linhagem celular)

e 0s modelos de camundongos geneticamente “engenheirados”. Ambos, PDX e
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xenoenxertos, consistem em inocular pequenos fragmentos de tumor ou um
conjunto de células tumorais em um modelo animal, como por exemplo o
camundongo (Mus musculus) e permitir o desenvolvimento ectépico tumoral.
Uma grande vantagem desse método € a capacidade de transplantar tanto o
tecido do cancer quanto o estroma circundante para imitar a complexidade do
ambiente do tumor humano (Zanoni et al. 2016), por outro lado apresenta as
limitacbes de ter uma selegdo clonal intrinseca de populagdes tumorais mais
agressivas, a selegao de pacientes (no caso do PDX) e baixa taxa de viabilidade
dos enxertos (Q. Sun et al. 2018).

1.8. Splicing alternativo no cancer

A versao GRCh38.p12 do catalogo do GENCODE nosso genoma consta
de 60603 genes e o transcriptoma de 226882 transcritos diferentes (Frankish et
al. 2019), esses dados demostram que virtualmente, em média, cada gene pode
expressar 4 (quatro) transcritos distintos, sendo uma caracteristica intrinseca os
mecanismos de aumento de diversidade da expressao génica da célula. Desses
0 mais relevante e prevalente para praticamente todos os transcritos sintetizados
pelo complexo da polimerase Il é o processo de splicing alternativo, o qual &
responsavel por gerar, a partir do mesmo pré-mRNA, transcritos maduros
distintos (Mironov, Fickett, and Gelfand 1999; Brett et al. 2000; Croft et al. 2000).

O splicing alternativo € um mecanismo essencial, co-transcricional e
finamente regulado que leva a expansdo do repertério génico de fungdes, ao
produzir diferentes combinagdes das regides de splicing em um pré-mRNA sao
gerados transcritos estruturalmente e funcionalmente diferentes, mais de 95%
dos genes humanos sofrem splicing de maneira dependente do estagio de
desenvolvimento, do tecido especifico ou de estimulos por vias de transducao
de sinal (Gilbert 1978; Yan Wang et al. 2015). O splicing alternativo modifica as
proteinas codificadas pelos mMRNAs, o que possui efeitos funcionais profundos.
Dados da literatura mostram que dessas isoformas de proteinas mostrou que o
splicing alternativo acaba por ser uma forma de regulagao de ligagao proteina-
proteina, proteina-acidos nucléicos, proteina-membrana, bem como s&o
capazes de regular também a localizagdo de proteinas, suas propriedades

enzimaticas e sua interacdo com ligantes pela consequente supressao, adigéo
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ou modificagdo de dominios proteicos, apesar de, na maioria dos casos, as
alteragdes na estrutura primaria causadas pelas AS serem pequenas (Yan Wang
et al. 2015; Marinov et al. 2014). Os AS mais comuns s&o descritas na figura 3,
“‘exon skipping” neste esquema é um caso de “cassete exon”, cujo éxon é
desconsiderado. As retengdes de introns em transcritos humanos estdo
posicionados principalmente em regides UTRs e foram associadas com sitios de
splicing fracos, tamanho de introns curtos e regulacao de elementos regulatorios
em cis. A selecao alternativa de sitios 3’ ou 5’ dentro de éxons podem levar a
pequenas mudancgas na sequéncia codificadora, e um outro caso que aumenta
a complexidade € o de éxons alternativos mutuamente exclusivos (E. Kim,
Magen, and Ast 2007; Katz et al. 2015; Galante et al. 2004; Sakabe and de Souza

2007).

Figura 3 — Splicing constitutivos e alternativos.
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Funcionalmente, no entanto, é bem estabelecido que o processamento
AS contribui para a diferenciacdo celular, aquisicdo, manutencao de identidade
tecidual ao longo do desenvolvimento do organismo. Além disso existe uma
capacidade plastica regulada das células de ativar um repertério de mudangas
nos programas de splicing, essas mudangas podem ter efeitos sobre a
proliferagao celular e sobrevivéncia celular (E. T. Wang et al. 2008; Baralle and
Giudice 2017).

Algumas alteragdes no mecanismo de splicing estdo envolvidas com
doengas, como por exemplo mutagbes em elementos cis reguladores da
expressao de RNAs, desregulagcdes nos elementos trans componentes do
maquinario do spliceossomo (Scotti and Swanson 2016). Ja € bem estabelecido
que isso se aplica ao cancer, inclusive que alguns fatores de splicing atuam para
carcinogénese e outros como supressores de tumor (Figura 4). De forma
regulada um subconjunto de fatores de splicing sdo alvos recorrentes de
mutagdes pontuais especificas e possuem expressédo desregulada no cancer
(Dvinge et al. 2016).

Figura 4 — Hallmarks do splicing alternativo em cancer.
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O cancer tem reguladores chave que sofrem siplicing alternativo (AS). Os reguladores
dessas formas de splicing sao freqlientemente compartilhados entre tumores, como por
exemplo o SRSF1 envolvido no AS de mRNAs implicados em fenétipos tumorais como
P53, FGFR2, Caspase e VEGF-A. Fonte (Oltean and Bates 2014)
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Sao bem descritos 0 AS do prée-mRNA de EGFR, por produzir varias
isoformas, algumas das quais sdo constitutivamente ativas, levando a
tumorgenicidade, migragdo e invasdo, Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR); fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), cuja
alternativa As caracteristicas do splicing variadas, resultam no aumento da
progressao tumoral e redugao da resposta a terapia (GUILLAUDEAU et al. 2012;
Padfield, Ellis, and Kurian 2015). O receptor de insulina (IN-R) sofre AS sendo
capaz de produzir duas isoformas: a isoforma IN-RB de comprimento total e a
isoforma IN-RA que sofre skipping do exon 11. A isoforma IN-RB codifica um
receptor com alta afinidade pela insulina, enquanto a isoforma IN-RA possui alta
afinidade pelos horménios de crescimento insulina e IGF2, isso potencializa o
desenvolvimento de fendtipos de crescimento, a proliferagcdo e a angiogénese.
IN-RA é mais expressa em certos tipos de cancer como hepatocarcinoma e
osteosarcoma (Khurshid 2019). Em PDAC é descrito que AS em contexto
tumoral promove sobre o gene da piruvato quinase (PKM) a mudanga do eixo
da PKM1 para a isoforma PKMZ2 relacionada ao cancer, havendo uma
tumorigénica que confere menor sensibilidade a gencitabina e o estresse
genotodxico induzido pela cisplatina, induzindo quimiorresisténcia (Calabretta et
al. 2016).

A existéncia de um conjunto de AS especificas para cada contexto
celular tem despertado o interesse para uma abordagem como AS sendo uma
classe dos Antigenos Especifico de Tumores (TSAs), constituindo uma poderosa
abordagem para a medicina de precisdo e clinica translacional (Smith et al.
2019).

1.9. RNAs longos nao codificadores (IncRNAs)

Os recentes avancos na exploragao do transcriptoma, sobretudo com o
advento das tecnologias NGS revelaram um comportamento do genoma humano
de ter sua maior parte transcrito a RNA, cerca de 75%, e sendo que desses
apenas 2% desses transcritos seguem o fluxo de informacdo de codificar
proteinas (Djebali et al. 2012). O restante do transcriptoma é composto pela

classe dos RNAs nao-codificadores (ncRNA), os quais podem ainda esses ainda
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podem ser subdivididos pelo tamanho do transcrito e fung¢des bioldgicas (Amin,

McGrath, and Chen 2019), como esta descrito na figura 5.

Figura 5 — Classificagdo de ncRNAs. Uma proposta de divisdo em classes e
subclasses em eucariotos.
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Ou seja, os ncRNAs sao majoritariamente divididos em dois grandes
grupos pelo tamanho: os maiores de 200nt sdo denominados RNAs nao-
codificadores longos (INncRNAs) e aqueles menores que 200nt sdo denominados
RNAs n&o-codificadores pequenos (sRNAs). Os sRNAs sdo um grupo
heterogéneo que inclui microRNAs (miRNAs), small nucleolar RNAs (snoRNAs)
e os piwiRNAs (piRNAs) (Ma, Bajic, and Zhang 2013). Os IncRNAs por outro lado
podem ser subdivididos em RNAs circulares e RNAs lineares, esses por sua vez
podem ser ainda subdivididos segundo a sua localizagdo gendmica, sendo os
mais relevantes os INcCRNAs intergénicos (lincRNA), o qual é transcrito por um
locus nao anotado localizado entre dois genes anotados conhecidos; o INcRNAs
senso intrénico, o qual é transcrito completamente dentro de um intron de outro
gene) e o IncRNA antisenso, o qual é transcrito na fita oposta de outro gene
conhecido, podendo haver alguma sobreposicdo com o locus gesse gene)
(Hombach and Kretz 2016; Amin, McGrath, and Chen 2019).

Entre as diversas classes de ncRNAs, os IncRNAs tem ocupado lugar
de relevancia no cenario atual por terem sido descritos como envolvidos no
controle da expressao génica e de processos celulares fundamentais (Figura 5),

sendo postulado que possuam um papel importante na homeostase celular (Reis
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and Verjovski-Almeida 2012a; Morlando, Ballarino, and Fatica 2015). Por outro
lado, apesar dos esforgos e acumulo de novas evidéncias a respeito da funcao
global, e na elucidag&o pontual da fungédo de diferentes IncRNAs, a fungéo da
maioria dos IncRNAs permanece desconhecida (Martin and Chang 2012). Como
apresentado no item 1.4, as fragdes de IncRNAs e mRNAs codificadores de
proteina anotados no genoma sao semelhantes, entre 30-40% porem apenas
uma pequena fragcdo dos IncRNAs ja foram caracterizados funcionalmente
(Frankish et al. 2019).

De modo geral pode-se descrever que os genes INCRNAs tem baixos
niveis de conservagado evolutiva comparados aos genes de mRNAs, tem
menores niveis médios de expressao que os mMRNAs e que a expressao de
IncRNAs ocorrem de forma tecido especifica, num mesmo organismo (Djebali et
al. 2012). Uma vez que os IncRNAs sdo uma classificacao arbitraria (um
transcrito que ndo € mRNA e tem um tamanho maior que 200nt) n&o é
surpreendente que nesse conjunto sejam detectados como envolvidos em
diversos processos distintos os quais pode-se agrupar pelas fungdes como

demonstrado na figura 6.
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Figura 6 — Modelos de fungdes atribuidas a IncRNAs.
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(A) IncRNAs nucleares podem regular a transcrigdo atuando como RNA enhancer
(eRNA); (B) recrutando complexos modificadores da cromatina; (C) regulando a
atividade dos fatores de transcrigdo; (D) atuando na conformacao espacial dos
cromossomos; (E) influenciando o spliceossomo. Os IncRNAs citoplasmaticos podem
regular a expressao de mRNA: (F) regulando a estabilidade do mRNA; (G) estabilizando
o complexo de traducdo de mRNA; (H) competindo pela ligagdo de microRNA (H). (I)
IncRNAs contém pequenas ORFs que podem ser traduzidos em pequenos peptideos
ativos bioldgicos. Fonte (Morlando, Ballarino, and Fatica 2015)

Os exemplos mais relevantes desses processos, séo: a regulacédo da
atividade transcricional, em cis ou em ftrans, recrutando fatores de transcrigcao
ou complexos modificadores de cromatina (Tsai et al. 2010); a modulacao do
splicing, alterando para um processo alternativo (Gonzalez et al. 2015); a
regulacdo dos niveis citoplasmaticos de outros RNAs pelo controle das
velocidades de traducdo ou degradacdo de mRNAs (Yoon et al. 2012;
Chenguang Gong 2011). Uma dessas atuagdes, possivelmente a mais classica,
se da pela atuagdo como esponjas de miRNAs que alvejam outros RNAs (Du et
al. 2016; Shan et al. 2018). A outra fungcéo dos INcRNAs é de enhancers (Figura
4 - e), sendo inclusive denominados como RNA enhancer (eRNAs), transcritos
dessa classe estdo envolvidos no mecanismo de regular a expressao génica

através de sua ligagao com fatores de transcricdo (Jeong et al. 2016; Xue et al.
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2016; Lopez-Pajares et al. 2015), alguns mais especificamente com a formagéao
de um loop que aproxima as regides promotoras e enhancer (Katie Schaukowitch
et al. 2014; K. Schaukowitch and Kim 2014).

1.10. IncRNAs em PDAC

A expressao aberrante de IncRNAs reguladores tem sido cada vez mais
documentada em diferentes tipos de cancer, onde podem mediar efeitos
oncogénicos ou supressores de tumor pela subversdo dos mecanismos
envolvendo IncRNAs. E crescente o ritmo de descoberta sobre IncRNAs
envolvidos em varios processos que favorecem o desenvolvimento do cancer
(Figura 7), em virtude de sua capacidade de interagir com DNA, RNA, proteinas
ou servis de adaptadores para combinagdes entre essas moléculas, e seu
potencial para modular muitas das caracteristicas do céncer. Altera¢cées na
regulagéo do ciclo celular, quimioresisténcia, resposta imune e pluripoténcia séo
0s mecanismos bem estabelecidos nos quais INncCRNAs oncogénicos atuam
(Huarte and Rinn 2010; Huarte 2015; Serghiou et al. 2016). A interagédo com
complexos de remodelacdo da cromatina que promovem o silenciamento de
genes especificos ou a modulagao de proteinas do fator de splicing também séo
outros modos gerais conhecidos de regulagcdo oncogénica por IncRNA (Reis and
Verjovski-Almeida 2012a).
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Figura 7 — IncRNAs associados as hallmarks do cancer
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LncRNAs sdo implicados nas principais caracteristicas do cancer e podem contribuir
para o aparecimento e progressao do cancer. Fonte (Parasramka et al. 2016)

Através da reprogramacao da expressao génica INcRNAs séo descritos
como envolvidos na reprogramagao metabdlica em cancer, a qual permite que
as células cancerosas mantenham a proliferacdo desregulada e suportem o
microambiente hostil, como o estresse energético (H. Liu et al. 2019).

Dentre os IncRNAs implicados em cancer tem-se PTENP1 (Phosphatase
And Tensin Homolog Pseudogene 1) o qual atua como como esponja, se-ligando
a miRNAs que alvejam o mRNA PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog), em
cancer de mama (BC) a diminuigdo dos niveis de expressao de PTENP1,
supressor tumoral, levam a diminui¢ao de PTEN por ser alvejado pelo miR-19b,
0 que esta relacionado com aumento da proliferagdo, migragdo, invasédo e
inibicdo da apoptose em BC (R.-K. Li et al. 2017). Por outro lado o LncRNA
SNHG7 (Small Nucleolar RNA Host Gene 7) é descrito como tumorigénico por
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atuar como esponja de miR-216b, o que leva a um aumento da expressao de
GALNT1, o que por sua vez esta associada com o aumento da proliferagéo e
metastase em CRC (Shan et al. 2018).

Um outro exemplo ¢ o HOTAIR (HOX Antisense Intergenic RNA),
envolvido com fendétipo tumoral, descrito em BC e CRC, o principal mecanismo
descrito na literatura se da pela atuacdo como scaffold com o complexo
remodelador da cromatina PRC2 (polycomb repressive complex 2) e
reprogramagao do repertério génico correlacionado com proliferagdo e
metastase (Gupta et al. 2010; Tsai et al. 2010; Kogo et al. 2011). O IncRNA
HOTTIP (HOXA Distal Transcript Antisense RNA) transcrito a montante do locus
dos genes HOXA, associa-se fisicamente ao fator de ligagdo a CCCTC (CTCF)
que serve como insulator ao organizar o HOXA coordenando a ativagéo
transcricional desse genes (F. Wang et al. 2018). A expressao de HOTTIP é
descrita como associada ao aumento da proliferagdo, migragao, invaséo e
quimioresisténcia em e PC e HCC, sendo classificado como pro-oncogénico,
semelhantemente ao HOTAIR (Quagliata et al. 2014; Yating Cheng et al. 2015;
Zhihua Li et al. 2015).

O LincRNA-p21 é descrito como sendo supressor tumoral em cancer
epidermdide de esbéfago (ESCC), pois o expressao de LincRNA-p21 estimula a
expressédo de p21 (um dos aliases para CDKN1A, Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 1A), a recuperagao da expressao de LincRNA-p21 é relacionada com
inibicdo da proliferacéo celular, da migragdo, da invasao e da transigao do ciclo
celular do G1, além de promover a apoptose (Y. Zhang et al. 2019). LincRNA-
p21 também é descrito por ter expressao induzida por hipdxia celular e modular
efeito Warburg por meio da estabilizagdo de HIF-1a em contexto de céancer,
sendo considerado um IncRNA essencial para a glicolise durante a hipoxia (F.
Yang et al. 2014).

O LINCO00092 tem expressao aberrante em cancer de ovario e é
reportado como sendo envolvido na alteracdo da glicdlise nesse cancer. A
expressédo de LINCO0092 é estimulada por CXCL14 (C-X-C Motif Chemokine
Ligand 14), um fator premetastatico liberado CAFs. Ao interagir diretamente com
a 6-fosfofructo-2-quinase / frutose-2,6-bifosfatase (PFKFB2), uma enzima

glicolitica, o LINC00092 aumenta a glicolise, promove a metastase e sustenta a
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funcao de suporte local dos CAFs dentro do microambiente tumoral (L. Zhao et
al. 2017).

Apesar dos exemplos supracitados, € importante notar, dada a infancia
dos estudos sobre IncRNAs, que mecanismos de agao desses permanegam
ocultos (Reis and Verjovski-Almeida 2012b; Collisson et al. 2019). Ao encontro
dessa lacuna veem os estudos em larga escala de IncRNA no transcriptoma. No
cancer pancreatico trés abordagens do transcriptoma por microarranjo
exploraram os potenciais INCRNAs cuja expressao fosse relacionada com o
fendtipo tumoral comparando-se amostras pareadas de PDAC (T) e amostras
nao-tumorais pancreaticas adjacentes (N). Em 2011, Tahira et al. analisando 38
amostras pareadas encontrou IncRNAs DE correlacionados com metastases em
PDAC, além de constatar que esses eram enriquecidos nas vias de genes da
MAPK (Tahira et al. 2011a). Li et al., em 2014, encontrou 1881 IncRNAs com
expressdo aumentada e 3369 IncRNAs com expressao diminuida (fold change
24.0 ou 0.4, p-valor < 0.01) em 30 amostras de PDAC e seus respectivos
controles, propondo que baixos niveis do INncRNA BC008363 (LINC00491) se
correlacionam com um bom prognéstico em casos de PDAC (Jiao Li et al. 2014).
A partir de 30586 sondas para INcRNA Zhou et al. interrogou o transcriptoma de
PDAC em 11 amostras de tumor e tecido ndo tumoral pareadas, detectando um
conjunto de 27279 IncRNAs em PDAC, dos quais 2331 tinham expresséao
aumentada e 1641 tinham expressao diminuida (| fold change| = 2, p-valor <
0.05) e que desses a expressdao de HOTAIRM1 (HOXA Transcript Antisense
RNA, Myeloid-Specific 1) tem potencial biomarcador para malignidade (ZHOU et
al. 2016).

Com a difusdo das tecnologias NGS, Song et al. interrogou o
transcriptoma do PDAC por RNA-seq, comparando dois grupos de amostras,
sendo 178 amostras de tumor e 4 amostras de tecido ndo tumoral. Analisando-
se as DE chegou ao conjunto de 5 IncRNAs (C90rf139, MIR600HG, RP5-
965G21.4, RP11-436K8.1 e CTC-327F10.4) com potencial progndstico (J. Song
et al. 2018).

A robustez da abordagem por RNA-seq permitiu que esforgos fossem
somados para investigar o transcriptoma do cancer, incluindo-se IncRNAs, por
projetos colaborativos. Um exemplo é do banco envolvendo dados analisados

de 6503 bibliotecas tumorais de RNA-seq, denominado miTranscriptome, o
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catalogo produzido por esse projeto contém mais de 91.000 loci génicos, a
maioria dos quais s&o anteriormente RNAs ndo caracterizados (lyer et al. 2015).
A analise da expressao génica deses transcritos revelou numerosos RNAs com
expressao restrita a tecidos tumorais e especificos para diferentes
linhagens/tecidos, aumentando as descobertas e o potencial uso progndstico e
diagnostico dos IncRNAs como biomarcadores (Reis and Verjovski-Almeida
2012b).

1.11. Redes de co-expressao génica e WCGNA

As tecnologias de nova geragao, por tratarem de analises em larga
escala, tém grande aporte nas ciéncias Omicas, no contexto de biologia
molecular temos principalmente a transcriptdbmica e a gendémica. Ambas
possuem uma caracteristica intrinseca de gerarem e serem compostas por
grandes conjuntos de dados, “big data”. Com isso abordagens populacionais séo
propostas para analisar esses conjuntos de dados multivariados, buscando-se
estabelecer alguma correlagdo capaz de agrupar a populagdo de dados por
alguma caracteristica de interesse. Para atender tal necessidade, uma
abordagem oriunda da biologia de sistemas, a analise de redes de correlagéo é
largamente utilizada na analise de grandes conjuntos de dados (DiLeo et al.
2011). A andlise por rede de co-expressao génica (RCEX) mensura a taxa de
correlagdo entre todos os genes de forma a construir a complexidade de uma
rede de transcrigao celular. Chama-se "co-expressao" a semelhanca de padrdes
de comportamento de expressdo génica em uma dada variedade de condigoes
experimentais (Aoki, Ogata, and Shibata 2007). Uma das abordagens para essa
analise da-se pela identificacdo de propriedades em torno das quais podem ser
agrupados um subconjuntos de genes-chave de determinados processos
biolégicos ou vias, até mesmo pode-se ter uma abordagem cuja nao seja
constituidos subconjuntos por caracteristicas selecionadas mas apenas a
constituicdo de subconjuntos apenas pelos proprios valores das redes (DiLeo et
al. 2011).

O estabelecimento de uma rede de co-expressédo génica trata-se de
uma aplicagao direta do principio de RCEX, na qual os genes, ou transcritos, séo

nodulos, e os nédulos sdo quantitativamente conectados se os outros genes, ou
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transcritos, correspondentes sao significativamente co-expressos nas amostras.
Em linhas gerais pode-se descrever que cada rede de co-expressdo €
estabelecida como a uma matriz de adjacéncia (A), a qual codifica a for¢ca de
conexao entre dois ndédulos, nesse caso dois genes ou transcritos. Ao se definir
a matriz A podem ser utilizadas diferentes fungdes, com parametros estatisticos
ou bioldgicos. Essa matriz A €, por sua vez analisada para quantificar a
dissimilaridade, retratada como distancia, entre os nodulos. Esta medida de
dissimilaridade é empregada na formacéo de clusters, os quais sdo associados
e denominados modulos. Esses e seus genes altamente conectados podem ser
correlacionados com informagdes externas do gene ou da amostra (B. Zhang
and Horvath 2005).

No contexto de transcriptdbmica a identificagdo em subconjuntos de
genes ou transcritos em estruturas modulares é o objetivo principal numa analise
de RCEX, partindo-se da premissa que os modulos representam agrupamentos
de genes cujas fungdes podem ser correlacionadas pelas interagbes (Aoki,
Ogata, and Shibata 2007).0 processamento de dados como expressao
diferencial de milhares de genes em uma RCEX com numero definido de
modulos reduz a complexidade dos dados o que acaba dando maior poder
estatistico para posteriores analises (DiLeo et al. 2011).

O WGCNA (Weighted Correlation Network Analysis), um pacote do
software R, contém um conjunto de fungdes baseadas em analise de correlagéo
de redes, o qual descreve e permite a visualizagdo de redes de grandes
conjuntos de dados, sejam tais dados: estimativas de expressao de genes,
concentracdes de metabdlitos ou outros dados fenotipicos. As funcdes do
WGCNA incluem: construcdo de redes; deteccdo de moddulos; selecao de
modulos e genes; calculos de propriedades topoldgicas; simulagdo de dados;
visualizacdo; e, interacdo com pacotes externos. Dessa forma, o pacote pode
ser utilizado para explorar a estrutura de modulos dentro de uma RCEX,
mensurar a relagdo entre genes e médulos (module membership), explorar a
relacdo entre os modulos, ou mesmo, para ranquear genes ou modulos em
relacdo aos tratamentos estudados (Langfelder and Horvath 2008). Na literatura
encontram-se estudos que utilizaram a analise de RCEX génica, por meio do
WGCNA, para avaliar caracteristicas complexas em diversas espécies, como

camundongos (Fuller et al. 2007), em seres humanos (Heiland et al. 2016)
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As andlises de RCEX com WCGNA foram utilizadas em contexto de
cancer para integrar dados moleculares e clinicos(M. Sun et al. 2015). Em 2016,
Heiland et al. utilizou a abordagem para glioblastoma multiforme (GBM) analise
de RCEX de genome-wide foi utilizada para uma analise integrativa de imagens
e dados genéticos (Heiland et al. 2016). Para IncRNAs a analise da RCEX
génica pode propor correlagbes biologicamente funcionais e identificar suas
associagdes de cancer em potencial, abordagem “guilt-by-association”. O grupo
de Tye et al. avaliou, a partir de dados de RNA-seq, a regulacdo da osteogénese
por INncRNAs e envolvimento em comprometimento e diferenciagéo celular (Tye
et al. 2018). A partir da integracdo de integragao de dados de 131 diferentes
estudos de microarranjo em um unico conjunto de dados expressao que teve
2968 perfis de expressao de genes, analises de RCEX e WCGNA resultou em
37 modulos de co-expressao, desses 3 modulos biologicamente interessantes
foram analisados em profundidade, e potenciais fungbes de IncRNAs nao
caracterizados em leucemia e neuroblastoma foram anotadas (Cogill and Wang
2014). Schwarzer et al. avaliou IncRNAs envolvidos em leucemia e encontrou
assinaturas de IncRNAs especificas, como o LINC00173 em granuldcitos, além
de identificar reguladores criticos envolvidos na homeostase do sangue
(Schwarzer et al. 2017).

Em 2018, Giulietti el al. partindo de dados publicos de expressao de
microarranjo, contendo 55 amostras N e 75 T avaliaram DE em andlises de
RCEX por WCGNA, identificando A2M-AS1, LINC01133, LINC00205 e
TSPOAP1-AS1 como biomarcadores prognosticos para PDAC (Giulietti et al.
2018).

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras de pacientes e xenotumores

Amostras de PDAC e tecidos ndo malignos adjacentes do mesmo
paciente, amostras pareadas, foram coletados apds a ressecgéo cirurgica e
imediatamente imersos e congelados em nitrogénio liquido. Tais amostras
compdéem uma colecdo de tumores de um banco mantido pelo Servico de

Patologia do Hospital A. C. Camargo. Todas as amostras de PDAC foram
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classificadas histopatologicamente de acordo com o sistema TNM, recomendado
pela Organizagdo Mundial da Saude (Scarpa et al. 2010; Kleihues and Sobin
2000), e as amostras adjacentes foram avaliadas histopatologicamente e
constatadas a auséncia de neoplasias.

O banco dispunha de uma colecdo de amostras de PDACs, a colecao
incluia tumores com os seguintes estadiamentos: estagio |, 5 casos; estagio Il,
21 casos; estagio lll, 0; estagio 1V, 4 casos. Para aumentar o poder estatistico
da analise, foram selecionadas apenas as amostras com caracteristicas
histopatoldgicas e clinicas PDAC (T). Um outro critério de inclusdo adotado foi o
baixo estadiamento (I e Il), correspondendo as etapas em que os tumores séo
mais frequentemente operaveis. Além do estadiamento, outro critério de inclusdo
foi a existéncia do fragmento de tecido ndo tumoral adjacente (N) pareado. Pelos
critérios descritos foram incluidas 28 amostras nesse estudo. 14 amostras de
tumor (T) e os respectivos 14 pares nao tumorais (N) (Tabela1). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da Instituigdo (CAAE: 15059213.0.0000.5432).

Também foram utilizados nesse estudo amostras pancreaticas de
xenoenxerto derivado de paciente (PDX) de nosso laboratério, desenvolvidos
pelo Dr. Luis Bruno. Essas amostras de PDX foram obtidas implantando-se
fragmentos tumorais de PDAC ressectados em camundongos imunossuprimidos
(Moraes 2019).

Tabela 1 — Dados clinicos referentes as amostras de tumores.

Amostra Amostra | Sobrevida Estatus Sexo ldade Classificacédo anatomopatolégica
Tumoral Normal (dias) (H&E)
- 80% carcinoma adenoescamoso,
Pan02T  Pan02N 397 Obito M 65 20% bordeline intestino delgado.
Pan04T Pan04N | 405 Vivo M 62 30% IPMN debaixo grau, borda
nao neoplasica removida.
90% PDAC moderadamente
Pan06T Pan06N 936 Vivo E 61 diferenciado, 5% de lesao in situ
nao separavel, 10% de borda
nao neoplasica removida.
] 95% PDAC moderadamente
Pan12T Pan12N 369 Obito M 81 diferenciado, 5% neoplasia intra-
ductal de alto grau inseparavel.
; 0, )
Pan25T Pan25N | 3201  Obito M 67 007% PDAG, 20% de borda de
nao neoplasica removida.
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Pan29T Pan29N 448 Obito F 75 100% PDAC.
Pan30T Pan30N 115 Obito M 77 100% PDAC.
80% PDAC, 20% de tecido

Pan35T Pan35N 80 Vivo M 77 pancreatico enddcrino
inseparavel.

80% PDAC, 20% de tecido
Pan38T Pan38N 658 Vivo M 53 pancreatico enddcerino
inseparavel.

70% PDAC, 30% de tecido

Pan39T Pan39N 1608 Vivo F 46 pancreatico ndo neoplasico
inseparavel.

80 100% IPMN.

67 100% PDAC.

90% PDAC, 10% de borda de

parede de duodeno inseparavel.

100% neoplasia intra-epitelial

pancreatica.

80% PDAC, 20% de mucosa
normal inseparavel.

Pan44T Pan44N 1077 Vivo
Pan47T Pan47N 1170 Vivo

Pan50T Pan50N 531 Obito F 65

m<

Pan56T Pan56N 1287 Vivo F 75

Panb8T Pan58N 252 Obito M 73

2.2. Linhagens celulares, linhagem celular recém-derivadas de PDX e

cultivo de tumoresferas

As linhagens de células de PDAC foram adquiridas da American Tissue
Culture Collection (ATCC): Capan-1 (ATCC® HTB-79), AsPC-1 (ATCC® CRL-
1682), MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420), BxPC-3 (ATCC® CRL-1687), PANC-1
(ATCC® CRL-1469). A linhagem de fibroblastos pulmonares imortalizados
MRC-5 foi fornecida gentilmente pelo professor Carlos Frederico Martins Menck
do Laboratério de Reparo de DNA.

As células foram propagadas segundo orientagcbes da empresa
fornecedora: as linhagens de Capan-1, MIA PaCa-2, PANC-1, MRC-5 e PDX em
meio DMEM, ja as linhagens de células AsPC-1 e BxPC-3 foram cultivadas em
meio RPMI 1640. Todos os cultivos foram suplementados com 10% de soro
bovino fetal, excetuando-se Capan-1, que teve 20% de suplementacdo de soro
fetal bovino; e todos cultivos receberam 1% de penicilina-estreptomicina. As

células foram cultivadas numa incubadora umidificada em atmosfera de 5% de

55



CO2 a 37 °C. As proliferagdes celulares foram realizadas em colaboragdo com a
especialista Bianca Dazzani do nosso laboratério.

Tumoresferas e células aderentes AsPC-1 foram cultivas em nosso
laboratério pelos doutorandos Thalita Bueno e Lutero Hasenkamp, orientados
pela profa. Daniela Sanchez Basseéres. As células foram cultivadas em placas de
cultura de baixa aderéncia (Corning) de 6 (seis) pogos com 2mL de meio DMEN
F12 contendo EGF, FGF e B27 na concentracdo de 1uL/mL. As células foram
suplementadas com 500 pL de meio fresco a cada 3 dias, e mantidas em cultura
por um total de 7 dias em atmosfera umida (95% Oz2; 5% CO2) a 37°C. Entédo as
tumoresferas foram coletadas (12 pogos formando um pool) e centrifugadas para

a extragao de RNA.

2.3. Extracao de RNA

O RNA total das amostras tumorais (T) e das amostras ndo tumorais
adjacentes (N) foram realizadas em parceria com o Servigo de Patologia do
Hospital A. C. Carmago, sob a coordenagao de Doutora Maria Dirlei Begnami. O
RNA total das linhagens celulares e PDX utilizados foram realizados no
Laboratorio de Pesquisas Aplicadas em Céncer (LAPIC).

Todo o RNA foi isolado das amostras tumorais (T) e das amostras nao
tumorais adjacentes (N) utilizando-se o reagente Trizol (ThermoFisher) e
purificando-se de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a coleta da fracéo
aquosa contendo o RNA total, a fase organica formada foi adicionado cloroférmio
(500uL para cada 1mL de Trizol) e novamente realizada a centrifugagao. A fase
aquosa resultante foi precipitada com isopropanol gelado e o precipitado foi
lavado com solugdo de etanol 70% gelado e deixado secar a temperatura
ambiente. Uma vez evaporado todo o etanol procedeu-se para a o tratamento
com DNAse | (ThermoFisher) de acordo com as informacgdes do fabricante para
eliminar contaminagdes por DNA da amostra. O procedimento foi realizado
adicionando-se 1uL de tampéo 10x da enzima (100mM Tris-HCI, pH7,5, 25 mM
MgCl2, 1mM CaClz), 8 uL de agua DEPC e 1pL de enzima DNAse |. As amostras
foram incubadas por 30 min a 37°C, em seguida foi feita a parada da inibi¢ao da
DNAse | por adigdo de 1uL de solugéo de EDTA (25mM) e incubagao por 10 min

a 65°C. As amostras entdo foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C ou
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utilizadas imediatamente. A qualidade do RNA utilizado para a preparacao da
biblioteca de cDNA foi verificada utilizando o chip de analise de RNA nano 6000
(Agilent, Cat # 5067-4627) no instrumento BioAnalyzer 2000 (Agilent

Technologies) para assegurar um valor de integridade de RNA (RIN).

2.4. Preparo de bibliotecas e sequenciamento

As bibliotecas de RNA-Seq foram geradas utilizando-se para o preparo
o reagente lllumina TruSeq Stranded Total RNA LT com Ribo-Zero Gold (Cat #
RS-122-2001) de acordo com o protocolo padrdo do fabricante (Part n1
15031048 Revisado em abril de 2013). A primeira inicial € a de deplecdo de RNA
ribossémico, que foi realizada usando-se 1 ug de RNA de cada amostra. O
objetivo foi produzir bibliotecas cujo tamanho médio final estivesse na faixa de
120 a 200 pb. O RNA foi fragmentado quimicamente e o cDNA foi entdo
sintetizado utilizando-se a enzima Transcriptase Reversa SuperScript Il
(Invitrogen, (Cat # 18064) e iniciadores randdémicos. Uma vez que o
sequenciamento ¢é fita-especifica, o cDNA de fita simples resultante foi
convertido em DNA de de dupla fita, pela estratégia da marcagdo da fita
complementar, a qual foi sintetizada presenca do nucleotideo de dUTP para
prevenir a subsequente amplificacdo da segunda cadeia. Segue-se entdo para
adicao especifica de uma adenina a extremidade 3’ e subsequente ligagdo do
adaptador nessa extremidade. As bibliotecas foram entdo submetidas a 15 ciclos
de PCR para produzir bibliotecas de RNA-seq prontas para sequienciamento. A
qualidade das bibliotecas de RNA-seq geradas foi verificada por eletroforese
capilar (Agilent High Kit de Analise de DNA de Sensibilidade, Cat # 5067-4626)
no instrumento BioAnalyzer 2000 (Agilent Technologies). A quantificacdo da
biblioteca foi realizada por qPCR usando o KAPA Library Quantification Kit -
lllumina / Universal (KAPA Biosystems, Cat # KK4824). O
sequenciamento (“Paired-end”) de baixa cobertura na plataforma Illlumina MiSeq
foi realizado para confirmar a qualidade das bibliotecas geradas e, em seguida,
foi realizado o sequenciamento de maior cobertura em um sistema HiSeq 2500
com os reagentes TruSeq SBS Kit v3 - HS (200 ciclos) (lllumina, Cat # FC-401-
3001), para gerar leituras de 100 pares de bases. A profundidade média da

amostra de cobertura foi de 3,4 Gb.
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O sequenciamento propriamente dito, “Paired-end”, foi realizado
utilizando kit v3 de 150 ciclos (2 x 75 nt) na plataforma lllumina HiSeq 1500 do

Instituto Butantan, no modo “High Output Run’.

2.5. Analises bioinformaticas do RNAseq

As analises bioinformaticas a foram realizadas em colaboracgéo interna
no nosso laboratdrio pelo entdo aluno de doutorado Julio Sosa como parte da
sua pesquisa do doutorado (Sosa 2019a).

O processamento de dados de RNA-Seq total e fita-especifico gerados
a partir das 14 amostras pareadas (item 2.1, tabela 1) a anotagdo de novos
transcritos e novas formas de splicing, analises de expressao diferencial entre
amotras T e N, enriquecimento de vias. Para isso os dados provenientes do
sequenciamento NGS passou pela demultiplexagdo dos arquivos de saida,
gerando cada uma das 28 bibliotecas referentes a cada amostra. Em seguida
foram feitas as analises de controle de qualidade dos fragmentos, sequéncias
correspondentes (reads), gerados pelo sequenciamento utilizando-se o software
FastQC. Os reads resultantes foram entdo mapeados e alinhados contra as
sequéncias no genoma humano GRCh37/hg19 de referéncia utilizando-se o
programa TopHat v2.0.11 (D. Kim et al. 2013). Por sua vez a montagem do
transcritoma foi realizado separadamente, a montagem das bibliotecas nao-
tumorais (N) foi realizada separadamente das bibliotecas tumorais (T) usando o
programa StringTie (Pertea et al. 2015). Cada transcrito reconstruido recebeu
um cédigo alfanumérico de identificagao (ID) pelo programa (TCONS) seguindo
de um numero de 8 algarismos.

Como optamos pela abordagem do transcriptoma a partir de RNAseq de
RNA total para investigar também a fragdo poliA- do transcriptoma, adotamos
um segundo grupo de filtros com parametros estritos na tentativa de eliminar
artefatos da reconstrucdo. O primeiro desses filtros consistiu em remover
quaisquer transcritos duplicados, ou seja, que continham exatamente as
mesmas coordenadas gendmicas. O segundo filtro removeu possiveis pre-
mRNAs, que se apresentavam como transcritos mono-exénicos de genes

confirmadamente anotados como multi-exénicos na referéncia Gencode. Por fim
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os transcritos com baixissima expressao (FPKM menor que 0,1) e tamanho
menor que 200nt também foram excluidos do conjunto.

As montagens N e T foram entdo foram combinadas e os transcritos
foram entdo anotados e classificados em fungdo de catalogos de referéncias
externas o GENCODE GRCh37/hg19 e o miTranscriptome (lyer et al. 2015) pelo
programa Cuffcompare (Trapnell et al. 2012). Assim os transcritos além do ID
conferido pelo StringTie também receberam as identificagdes correspondentes
dos outros dois catalogos.

Para visualizagdo dos transcritos reconstruidos foram gerados fracks
customizadas cuja visualizagdo foi possivel no navegador UCSC Genome
Browser (Kent et al. 2002; Karolchik et al. 2014), tendo como referéncia a
montagem GRCh37/hg19 do genoma humano. As fracks foram sempre
consultadas pelo link: https://bit.ly/2JJ3pQB.

Na analise de sele¢cdo de genes/transcritos investigados adotamos uma

ultima camada de filtragem também para restringir a possibilidade de artefatos
resultantes da presenca de pré-mRNA das bibliotecas, optamos por nao
examinar transcritos novos (ndo anotados nos catalogos de referéncia do
GENCOCE e miTranscriptome) que eram mono-exénicos, apenas constituiram
o conjunto analisado os novos transcritos intergénicos e antisensos multi-
exbnicos, ou seja, aqueles com evidéncia de splicing. Desse conjunto, foram
excluidos aqueles transcritos classificados como novas isoformas que
apresentavam éxons maiores que 2420nt e que esse nao era sustentados por
nenhum dos dois catalogos, pois éxons aberrantemente longos poderiam ser
artefatos de montagem causados por pré-mRNA processados antes da adigéo
de cauda poliA, e visto que 99% dos transcritos anotados no GENCODE tem
éxons com tamanho menor que 2420nt. A visdo global desse processo pode ser
observada na figura 8.
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Figura 8 — Fluxograma geral da rotina empregada na analise computacional
dos dados de RNAseq de tumores de pancreas.

Reference Pancreatic

Raw data Transcriptome
\ | Annotation of novel
Demultiplexing transcripts
(HiSeq Analysis Software)
N Coding potential
v
Quality control (CEC)
(FastQC) |, Conservation
(PhyloCSF)
Filtering low quality reads
: ‘ Regulatory marks
SRiomAio) | (ENCODE, Beditools)
Gen{qrmehmg;ping L»| Exon-intron structure
ophal
Transcriptome reconstruction of PDAC and non- > Expression
tumoral samples (StringTie)
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Filtering transcripts with FPKM < 0.1 and lenght < (Rsem)
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analysis (Deseq2)
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inside multi-exonic genes annotated in Gencode |_,| circular RI\;?:TF;?}enliﬁcation
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transcripts, and isoforms with largest exon > 2420 nt
|  Pre-processing | Assembly [ Differential expression | | Pathways analysis
| Readalignment | | Annotation | [CircRNAs identification| [Selection of candidates)

As diferentes etapas do pipeline informatica estdo representadas por cores. Fonte:
(Sosa 2019Db).

Foram avaliados os niveis de expressao para cada gene e para cada
transcrito reconstruido nos dados RNAseq, para a andlise de expressao
diferencial comparando-se as bibliotecas T e N. A analise a nivel de gene
contabilizou os reads em um unico valor para uma determinada regido génica
considerando-se apenas o locus que contém todos as regides de DNA

correspondente aos éxons. Essa analise foi realizada utilizando-se o programa
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HTSeq, para alinhar os reads com as coordenadas de referéncia, e o programa
RSEM que realiza a quantificagdo e comparacéo desses (Anders, Pyl, and Huber
2015; B. Li and Dewey 2011). Uma outra abordagem foi realizada para poder-se
avaliar os niveis de expressao para as distintas isoformas de transcritos
reconstruidos, nesse caso os reads foram contabilizados com parciménia para
cada isoforma especifica, o que gerou valores de expresséo para cada transcrito
de um mesmo gene presente na montagem, para a quantificagdo e DE foi
utilizado o programa Salmon (Patro et al. 2017), também foi feita em paralelo a
mesma analise utilizando o RSEM e outra que foi utilizado o programa Kallisto
(N. L. Bray et al. 2016).

O subconjunto dos genes diferencialmente expressos (DE) provenientes
da analise anterior foi realizada uma analise de enriquecimento de vias. Para
isso foi utilizados as ferramenta gProfiler (Reimand et al. 2016), a qual se utiliza
informagéo de bancos de dados como Gene Ontology(Ashburner et al. 2000),
KEGG (Kanehisa and Goto 2000) e Reactome (Fabregat et al. 2018).

Os transcritos novos, ou seja, aqueles reconstruidos que nao estavam
nos catalogos de referéncia (GENCODE.v19) foram analisados para identificar
possiveis INcCRNAs expressos em tecido pancreatico, tais analises envolviam a
avaliagcao de caracteristicas como potencial codificador, conservacao evolutiva,
presenga de marcas regulatorias e tipos de splicing das novas isoformas (Sosa
2019).

2.6. Analises por redes de co-expressdao e WCGNA

As analises de rede de co-expressdo foram realizadas em nosso
laboratorio pelo aluno de doutorado Diogo Vieira Pellegrina, aluno do programa
Interunidades de Bioinformatica O pacote do software R, WGCNA foi empregado
para agrupar genes em fungdo de o quanto sdo expressos em cada uma das
amostras, e dentro de cada um destes grupos chamados médulos (Langfelder
and Horvath 2008), e encontrar IncRNAs com maior conectividade em uma via
metabdlica que os MRNAs que a definem. Os dados de expressao génica foram
convertidos para TPM (transcritos por milhdo) para serem usados como entrada.
A matriz de correlacao entre todos estes transcritos foi calculada, e a fim de criar

uma matriz de adjacéncia livre de escala estes valores foram elevados a uma
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constante, que foi definida como 3 = 8 (R? livre de escala = 0,95). Foram gerados
22 moédulos, desses 2 foram selecionados pelas caracteristicas bioldgicas e

foram analisados em maior profundidade.
2.7. Analises de sobrevida

As analises de sobrevida foram realizadas em nosso laboratério pela
Ester Risério Matos, aluna de doutorado do programa Inter unidades de
Bioinformatica.

Os niveis de expressao dos transcritos reconstruidos foram obtidos a
partir de dados publicos disponiveis nos bancos @dados do ICGC PACA-AU
(n=76) e PAAD-US (n=113) (Hudson (Chairperson) et al. 2010; J. Zhang et al.
2011). Foram extraidos desses bancos os dados clinicos de status vital e tempo
de sobrevida dos pacientes, e os dados brutos de RNAseq desses bancos foram
analisados e quantificados em transcritos por milhdo (TPM) a partir da montagem
do nosso transcriptoma. Os filtros eliminatérios adotados foram os seguintes:
amostras cujas alguma dessas informagdes estivessem ausentes foram
removidas, bem como aquelas com sobrevida menor do que 60 dias, uma vez
que poderia ser atribuida outra causa mortis que ndo o PDAC, como
complicagdes pos cirurgicos por exemplo. Além dos filtros utilizou-se de censura
direita na analise, limitando-a ao periodo de 3 anos, amostras cuja sobrevida
associada era maior que esse foi censurada, porém analisada com as demais.
Para cada transcrito de interesse, os pacientes foram divididos de acordo com a
mediana da expressao em TPM, originando sempre dois grupos chamados high
e low. A partir desses dados foram construidas curvas de sobrevida para os dois
grupos, que foram comparadas pelo teste log-rank (Therneau and Grambsch
2000; Therneau n.d.). Apenas foram consideradas significativas diferengas de
sobrevida cujo p-valor < 0,05. A visualizagdo dos graficos foram geradas com

auxilio do pacote survminer do R (Kassambara et al. 2019).

2.8. Sintese de DNA complementar por transcrigao reversa (RT) seguida
de reagao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)
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As reacbes de transcricao reversa tanto para RNA proveniente de
linhagens celulares, linhagem derivada de PDX, PDX e do RNA extraido das
amostras tumorais e ndo-tumorais de pacientes foram realizadas utilizando-se o
kit SuperScript™ |Ill First-Strand Synthesis System (Cat# 18080051), as
condicdes utilizadas foram as recomendas pelo fabricante. Mais especificamente
6uL de cada RNA, em concentracdo normalizada para cada lote de
experimentos, foi incubado a 65°C por 5min com 1uL de iniciadores (primers)
randon hexamer (50ng/pL), acompanhados de 1 yL de Annealing Buffer e agua
tratada com DEPC, totalizando 8uL. Apds desnaturacdo do RNA, foram
adicionados 10uL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2uL de
SuperScriptlll/RNAse OUT Enzyme Mix e a reagao foi mantida a por 7min a 25°C
para a hibridizacédo dos primers e 50°C por 50min para a transcri¢édo, seguido de
5 min a 85°C para inativacdo da enzima. Os 20uL da reagcao de RT foram diluidos
com agua tratada com DEPC. O DNA complementar gerado foi utilizado como
substrato em reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) para uma
comparacgao relativa dos niveis de expressao detectados. Para cada amostra e
condicao foram realizadas reacdes em triplicata de gPCR semi-quantitativo. Por
reacao foram utilizados 3uL de cDNA proveniente das amotras com 3uL dos
primers foward e reverse (para uma concentragao final de 600nM) e 6uL de
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). A reacado foi incubada a
95°C por 20s e 40 ciclos de 95°C por 3s, para desnaturagao e 60°C por 1 minuto
para o anelamento e extensio.

Para a transcricdo reversa seguida de PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR) adotou-se a estratégia de interrogar o transcrito sempre a partir de
sitios de amplificagcdo em borda de éxons adjacentes, flanqueando de regides de
splicing, a fim de evitar amplificagées espurias. Para os transcritos investigados
cuja a estrutura é nova, ou seja, ndo anotada nas referéncias, essa estratégia foi
fundamental para se descartar a possibilidade de tratar-se de um artefato de
montagem do transcriptoma, visto que as bibliotecas (item 2.4) foram construidas
a partir do protocolo de RNA depletado de rRNA (S. Zhao et al. 2018).

Para isso os iniciadores foram desenhados com o auxilio das
ferramentas online Primer3 4.0 (http://primer3.ut.ee/) e IDT Oligo Analyzer 3.1

(https://www.idtDNA.com/) e os parametros fornecidos especificos para gPCR.

Preferencialmente, foram escolhidos para a validagdo os iniciadores mais
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préximos as bordas dos éxons adjacentes, que apresentavam tamanho entre 20
a 24 pares de base (excetuando-se os primers para HMBS proveniente da
literatura de trabalhos anteriores do laboratério), temperatura de hibridizagao
entre 57 e 62°C, conteudo de GC entre 40-70%, um maximo de trés citidinas ou
guanosinas consecutivas. Outro critério de eliminagdo para a escolha dos
iniciadores foi a possibilidade do par selecionado também ter o potencial de
amplificar outras regides do genoma, e para essa finalidade foi utilizada a
ferramenta Primer BLAST - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/), a qual simula uma reacédo de PCR (PCR in silico) com o par de iniciadores
de interesse, com base na sequéncia do genoma referéncia. Por fim o ultimo
critério foi o teste de eficiéncia em concentragdes crescentes de cDNA, sendo
que s6 foram incluidos pares de iniciadores que apresentaram eficiéncia de
amplificagdo entre 70 a 130% (Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4). Os experimentos
de RT-gPCR foram realizados no equipamento Applied Biosystems® 480 7500
Real-Time PCR System (Thermo Fisher). A normalizagcdo das expressdes
detectadas foi efetuada usando-se como referéncia os niveis detectados do gene
enddégeno codificador para a hidroximetilbilano sintase (HMBS) em todos os
experimentos de RT-gPCR (Tahira et al. 2011a).

Tabela 2 — Primers usados na RT-gPCR dos IncRNA conhecidos DE

Gene Primer Forward Primer Reverse

LINCO1559 CTCTGAAACGAAGGGCTGAC TGCAATCCAGCAGAATGTGT
LINCO1133 CCTTTGGATCTGGAAAGCTG  TCTTTACCTCCTCCCAACCA
LINC00920 ACAGCCCTGAAGCAAAACAG GGTCTTGGAAGTGGGTCCTT
LINCO1614 ATGTTCCTTCCTCCCAGGAT TCGCTCTTGGTTGACATTTG
MIR210HG CTGAAGTTGGGCCGAGAG ATGGTCCTGTTGGCTGAAGA
CCAT1 AAAGGTGCCGAGACATGAAC GGAGAAAACGCTTAGCCATACA
LINCO0675 GAGGAGAAGAGACGCAGGTG GTATTGCAGCCTCTCGTTCC
LINC02577  TGTCAACACGAAGGCAGAAG ACTAGTGGCCCCAGGAAGTT
LINC00842 GCTCTGAATCGTGTTCCTGA  TTCTTCTGCATCCCCACATC
UCA1 TTCCGTGAAGAGATCCACCT CCTCCACCGTAAGAGTTACCC
HMBS? GGCAATGCGGCTGCAA GGGTACCCACGCGAATCAC

@ Gene utilizado como normalizador endégeno.

Tabela 3 — Primers usados na RT-qPCR dos novos transcritos DE.

Transcrito Primer Forward Primer Reverse
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TCONS00085964 AGGTCCAGAGAGAAAAGTGACT TACATTTGGCATTGCGGTGA
TCONS00009076 GCACGTCTGACTGTCAATCC TTCTCCTCTTCTTGTACCACAC
TCONS00087289 GGAGAGACAGAAGAACCAAAGA ACATCCCTAGGCATCATTCAG
TCONS00006750 CTGAGGAGATAGCCCGAGAA GGACAGTGTTTCCCAGACTT

TCONS00059572 AGGTAAAGGAGAAGCAGGTGT TCCATAAACTTACCCCAGCCA
TCONS00036574 GGCACTTTCTGGAATCGTTC CGATGGAAGCAGCACTGTCT

Tabela 4 — Primers usados na RT-qPCR de genes codificadores avaliados.

Gene Primer Forward Primer Reverse
B3GNT3 ACGACTCCTTCTTCAACCTCAC ACCATGTTGTCTGTGTGTGC
GALNT3 TCTTGGACCAGACACTCGAC TTCTAAGCAACGTGGACCAC
MUC13 CCCCACCACAGAAGACAATC ACCCTTCTAAACACAGGCAAA
SPIDR AGAATGCCCATCCTTTCCAG AGGTGCTTTTCTGTAATCGTC

PPP4C ATGACCTCAAAGAGCTGTTCAG TAGAAGCCACGGTCCACAAAG
ALDH1 GACAAAGTAGCCTTCACAGGATCA TCCCGGCAGCTTCTTTGA
MMP2 GAAGTTCTTTGGACTGCCCC CCAGATCAGGTGTGTAGCCA
MMP9 CAGACCTGGGCAGATTCCA CAAAGGCGTCGTCAATCACC

O controle da reagao de gPCR para cada gene foi feito pela analise das
curvas de melting. Essa abordagem classica largamente utilizada faz-se
comparando-se a Tm das reagbes completas da qgPCR (todos os reagentes
necessarios € o cDNA substrato) com os controles sem cDNA (NTC) e controle
sem transcriptase reversa (no RT). Uma vez que a Tm de cada produto de
amplificagdo depende do seu conteudo em guanina e citosina (G+C),
comprimento e caracteristicas da sequéncia, cada produto demonstrou uma Tm
muito especifica permitindo distinguir a presenca de diferentes produtos
daqueles esperados da PCR. Todas as gPCRs das amostras foram comparadas
com os controles NTC e no RT, verificou-se que os produtos principais da gPCR
nao se tratavam de artefatos como ligacbes ndo especificas do corante a
qualquer produto de dupla cadeia, incluindo dimeros de primers e produtos de
amplificagdo ndo especificos, bem como ndo se tratava de contaminagao da
amostra com DNA gendmico (Espy et al. 2006; Mackay, Wright, and Bonfiglioli
2008).

O nivel de expressao de cada transcrito foi calculado por quantificagao
relativa 2ACT (Livak and Schmittgen 2001; Schmittgen and Livak 2008).
Comparagbes entre os grupos de amostras foram representadas por fold

change. A significancia estatistica da diferenca de expressdo foi calculada
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utilizando o Teste T uni-caudal ndo-pareado, com correcao de Welch, sendo

apenas p-valores < 0,05 considerados como significativos.

2.9. PCR end point seguida de eletroforese

As reacoes de PCR end point, ou PCR convencional foram realizadas
para se validar a existéncia de regides especificas dos transcritos em analise.
Os primers (Tabela 5) foram desenhados utilizando-se os mesmos parametros
que os descritos no item 2.7 sendo entdo passivel tanto de uso em PCR
convencional quanto para gPCR, entretanto houve primers cuja natureza era
incompativel com a qPCR dado o tamanho os amplicons esperados (Tabela 6).
Para a execugdo da PCR foi utilizado o kit GoTaq® DNA Polymerase (cat.#
M3001) e as condi¢des utilizadas foram aquelas recomendadas pelo fabricante.
Foram elas as descritas a seguir: a cada reagao foi adicionada 5uL de Reaction
Buffer (6X); 0,5uL dANTP Mix (10 mM) (cat.# U1511); 6,25uL de primer forward (
de uma solugéo estoque a10 uM); 6,25uL de primer reverse ( de uma solugéo
estoque a 10 uM), 6,38 pL de agua DEPC; 0,13uL de Enzime GoTaq (5 U/uL) e
0,50uL de cDNA, totalizando um volume de 25uL. Em seguida o sistema foi
submetido a uma incubacao a 95°C por 5min e subsequentemente 35 a 40 ciclos
de 95°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 40s, finalizando com uma incubacgao
a 72°C por 7min.

Tabela 5 — Primers usados na PCR end point das novas formas de splicing DE

Gene Primer Forward Primer Reverse
MMP14 GCAGAGGGAGGGACATAGAC GTTGGGGACGTGGTTGTTTT
CAPN8 ACTTTTGAATGAGGCGTTTTCC TTTTACCCGTCCCTTCCTTCT

LIF CACTGAAGACCTGGCAAACC CGCCAAGACCTTCATTATGGG

OCT3 GAAATTGACCTTGGCTCCCA CGATCCTGCCATACCTGTCT

Tabela 6 — Primers usados na PCR end point dos novos transcritos intergénicos.

Transcrito Primer Forward Primer Reverse

TCONS00085964

(éxons 1 e 3) GCCTTGTTTTCAGACCCAGG TACATTTGGCATTGCGGTGA
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TCONS00085964

(éxons2 e 3) AGGTCCAGAGAGAAAAGTGACT GTTGTCCAAGCAGAGATGACT

Tc(g)’(\(’jgoz‘)ggﬁ‘s AGCTGGATATCGATTTACCCTC TTCTCCTCTTCTTGTACCACAC
TCONS00009076 ~ »~n cGTCTGACTGTCAATCC  ATGCTCCACGTGTAGGGTAC
(éxons 1 e 2)
TCONS00087289

(éxons 1 2) TGACTCTTGAAAACCATGGCA  TTCCTGGCATAAACAAGTCTCA

Os produtos da PCR end point foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 2% (m/v) para produtos esperados entre 50 a 500bp, e gel de
agarose 1,5% (m/v) para produtos maiores que 1Kb. No preparo de agarose 2%
(m/v) foi misturado 2,0g de agarose pura solida para cada 100mL de tampéao
TAE, o mesmo tampé&o foi utilizado como tampé&o de corrida (Hayward and Smith
1972). A mistura foi entdo aquecida no micro-ondas, poténcia maxima, por 1-3
minutos até que a agarose estivesse completamente dissolvida. Em seguida a
solugéo de agarose esfriou em temperatura ambiente até cerca de 40°C (ponto
no qual era possivel segurar confortavelmente manter o frasco na mao. Entao
foi adicionado o agente intercalante Brometo de Etidio (EtBr) na solugao de
agarose antes do inicio da solidificagcdo para garantir a homogeneidade da
mistura. O EtBr foi adicionado para uma concentracgao final de aproximadamente
0.5 pg/mL, isso correspondeu a 3pL da solugédo estoque (Aaij and Borst 1972).
6uL cada amostra foi aplicada em cada pogo do gel e o sistema foi submetido a
uma diferenga de potencial de 80V (8V/cm?) até que os marcadores de baixo
peso molecular do tampéo de corrida percorressem toda a extensdo do gel
(Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). Todos os resultados foram visualizados
por coragdao brometo de etideo adicionado ao gel e revelados em luz UV em
sistema ChemiDoc™ XRS+ da Bio-Rad.

2.10. Silenciamento transiente por siRNA

Foram sintetizados siRNAs para 5 IncRNAs alvos em estudo
(LINC01559, LINC01133, CCAT1, LINC00920 e UCA1), optou-se por ter-se pelo
sistema Custom SMARTpool ON-TARGETplus (Dharmacon), o qual é
constituido por uma mistura de 4 sequéncias de siRNAs para o mesmo alvo,

cada pool recebeu neste estudo respectivamente a seguinte denominagéao:
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siLINC01559, siLINC01133, siCCAT1, siLINC00920 e siUCA1. A escolha dessa
estratégia em detrimento de utilizar sSiRNAs de sequéncia deu-se por ser notéria
a maior eficiéncia de silenciamento e menor efeitos off-target. Como controle foi
sintetizado um pool siRNA scramble, denominado neste estudo siCTRL.

Como veiculo para transfeccdo das células com siRNA utilizou-se a
Lipofectamine™ 3000 Reagent (ThermoFischer), para isso seguiu-se as
orientacbes do fabricante e padronizou-se as seguintes condigbes de
transfecgao: células de AsPC-1 de baixa passagem em cultivo foram semeadas
em quantidade suficiente para o estabelecimento de confluéncia entre 70 a 90%.
Para placas de 6 pogos com area de crescimento de 9.5cm? (Corning® Costar®
- cat#CLS3506) foram semeadas 10° células, essas foram cultivadas em 2mL
de meio RPMI com 10% SFB (conforme item 2.2) por 48h. Para as placas de
100mm com area de crescimento de 55cm? (Corning® Costar® - cat#f CLS3295)
foram semeadas 2x108 células, essas foram cultivadas em 10mL de meio RPMI
com 10% SFB por 48h. O preparo de todas as solugdes se deu em ambiente
estéril, capela de fluxo laminar. Um volume de 2uL Lipofectamine™ 3000
Reagent foi gentiimente diluida em 98uL de meio RPMI sem SFB e sem
antibidtico e incubado por 20min. Enquanto isso 2,5uL de siRNA foram
adicionados em 22,5uL de tampéao para siRNA, a mistura foi incubada por 5min
e em sem seguida misturada a 75uL de meio RPMI sem SFB e sem antibiético.
A solucéo de lipofectamina e a solucao de siRNA foram misturadas na proporcao
1:1 e adicionado sobre a as células. Em seguida eram adicionados 800uL de
meio RPMI com SFB e sem antibidtico para um volume final de 2mL por pogo
(placa de 6 pocgos). Os silenciamentos realizados em placas de 100mm foram
feitos com os reagentes nas mesmas propor¢des para um volume final de 10mL.
Em ambos os casos, uma vez adicionados os reagentes todas as células foram
incubadas por 48h a 37°C. Todos os silenciamentos foram validados por RT-
gPCR.

2.11. Ensaio de proliferagao e migragao por imageamento ao vivo.

Este ensaio foi realizado pela especialista Bianca Dazzani em nosso

laboratdrio.
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Células AsPC-1 tratadas com siRNA e os respectivos controles foram
semeadas na quantidade de 2x10* e foram cultivadas para baixa densidade em
poco de 35mm numa placa de 24 pocgos. Cada pocgo foi monitorado por
microscopio zenCELL owl 24 canais durante 8 dias, para isso foram geradas
imagens fotograficas de cada pogo em intervalos de 20min. A partir das imagens
de cada amostra foi feita a analise e comparacdo das taxas de crescimento
celular, sempre entre as condi¢cdes de silenciamentos de INcRNAs e a condicao
controle (Kleinhans et al. 2018). As analises estatisticas foram feitas utilizando-
se ANOVA.

Para a analise de migragao celular foi utilizado um periodo de 6h e as o
programa ImageJ foi utilizado para analise de migragao de 15 células em cada
réplica e determinagdo das respectivas velocidades médias (Schneider,
Rasband, and Eliceiri 2012; T. J. Collins 2007).

2.12. Ensaio de migragao e invasao Transwell®

Células AsPC-1 apds transfectadas com siRNA foram cultivadas por 48h
em meio RPMI-1640 com 10%SFB, em seguida semeadas na quantidade de
5x10° células em placas 6 pogos, e cultivadas por mais 24h em meio RPMI-1640
com 10%SFB. 4. Apds a incubacdo cada cultivo foi lavado com PBS e
incubado por mais 24h em meio RPMI-1640 sem soro.

As células foram removidas dos poc¢os adicionando-se 300uL de tripsina
(2,59/L - Atividade 1:250), incubando-se por 3min a 37 °C e adicionando-se
1700uL RPMI-1640 sem soro, homogeneizando e coletando em tubos de 15 mL.
A solugao de células foi centrifugada em baixa rotagao (1200 rpm) e o meio foi
removido. Em seguida foi adicionado 1 mL de PBS, solubilizando o pellet suave
homogeneizagao para remogao de tripsina residual, novamente submetido a em
baixa rotacdo em centrifuga e apds a precipitagao o PBS foi removido. O pellet
resultante foi solubilizado em 1 mL de meio RPMI-1640 sem soro. A
concentragao celular foi confirmada por contagem em hemacitémetro.

Para o ensaio de migracéo, foi adicionado, primeiramente 500uL RPMI-
1640 com soro no pogo, em seguida o inserto (Transwelf’® de 6,5 mm, poros de

8,0um- Cat#3458) no pogo com meio e entdo foi adicionada 10° células em
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300uL RPMI-1640 sem soro no inserto, com cuidado para nao transbordar. O
sistema entao foi incubado por 24h a 37°C em estufa de COs..

Para o ensaio de invasao foi incubada placa e o inserto em RPMI-1640
sem soro overnight a 37°C, passado o periodo o meio foi removido. Foi
adicionado, primeiramente 700pL RPMI-1640 com soro no pogo, em seguida o
inserto (Corning® Matrigel® 8 Micron - Cat#354480) no pogo com meio e entido
foi adicionada 10° células em 500uL RPMI-1640 sem soro no inserto, com
cuidado para nao transbordar. O sistema entao foi incubado por 24h a 37°C em
estufa de CO:.

Encerrado o periodo de incubacdo para ambos foi feita a remocg¢ao do
meio e foi feita fixagdo e coragao, da seguinte forma: os insertos foram lavados
com PBS, mergulhando-os num béquer com PBS, em seguida foram incubados
por 2min PFA 4% na proépria placa, lavados outra vez com PBS. Em seguida
foram incubados por 20min em metanol PA na placa e novamente lavados com
PBS. Por fim foram incubados, na placa, em solugdo de cristal violeta (0,5 g de
po de cristal violeta, 80 mL de agua destilada, 20 mL de metanol) e lavados com
PBS. Cada incerto entdo foi secado com algoddo muito gentilmente e depois
deixado a temperatura ambiente.

Os resultados foram visualizados em microscopio e registrado em
camera, programa ImagedJ foi utilizado para analise de migragéao e invaséo de
células. O Cada experimento teve um n=3 em duplicatas técnicas, as analises

estatisticas foram feitas utilizando-se o teste Mann-Whitney n&o pareado.

2.13. Ensaio xenografico

Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com a aluna de doutorado
Thalita Bueno, orientada pela professora Daniela Basséres, e o Dr. Luis Bruno
Cruz em nosso laboratdrio, orientado pelo professor Eduardo Reis.

A indugédo de tumores xenograficos subcutadneos foi realizada em 5
(cinco) animais, camundongos BALB/c Nude de 45 dias de idade
imunossuprimidos e monitorados a cada 3 (trés) dias durante 60 dias. Uma
solucao de 100ul de PBS com 10% de Matrigel® gorwth fator reduced (Corning)
e contendo 1x108 células AsPC-1 (transfectadas previamente com siCTRL ou

siUCA1) foi preparada e administrada no subcutaneo (s.c.) dos flancos dos
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animais (flanco direito com siRNA controle e flanco esquerdo com siRNA UCA-
1) previamente anestesiados com cetamina (100mg/Kg) e xilazina (20mg/Kg)
(Ceva). O dia no qual aconteceu a injegcéo foi considerado o dia 0 (zero). O
volume tumoral foi monitorado e quantificado a partir da mensuracao de duas
dimensdes com auxilio de um paquimetro manual. O volume sempre foi
expresso em mm3 de acordo com a formula V (volume) = (comprimento x
largura?) / 2, sendo que o comprimento foi considerado como sendo o maior das

duas dimensdes mensuradas no tumor (X. Yang et al. 2015).

2.14. Ensaio cometa alcalino

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com a Dra. Lilian Cristina
Russo Vieira, pés-doutora orientada pelo Prof. Fabio Luis Forti do Laboratério de
Sinalizagdo em Sistemas Biomoleculares.

Células AsPC-1 tratadas com siRNA e seus respectivos controles em
duplicata na quantidade de 6x10* células foram semeadas em placas 12 pocos,
sendo que cada pogo possui 3,8 cm? de area de crescimento celular, e incubadas
por 48h. Entdo foram submetidas a irradiagdo ndo ionizante gama na dose de
10Gy. A exposicédo foi realizada em irradiador experimental de Cobalto-60,
modelo Gamacell 220, localizado no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares da USP (IPEN). As condigbes do experimento foram as seguintes:
amostras controle (n&o irradiadas) e amostras que aos 15min, 30min, 1h e 2h
depois da irradiagao tiveram as células removidas das placas por processo
enzimatico com tripsina formando assim uma suspensao de células, dessa 30
pL foram adicionados a 100 uL de solugao de agarose 0,5% (m/v) de baixo ponto
de fusdo, homogeneizados e a mistura foi depositada em Iaminas. As laminas
foram previamente preparadas com uma finada camada de agarose 1,5% (m/v).
As suspensodes de células em agarose foram entédo recobertas com laminulas de
microscopia, para assegurar um espalhamento homogéneo das células sobre a
superficie da lamina e incubadas overnight a 4 °C em solugao de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH10) para rompimento de membranas. Em
seguida foram submetidas a desnaturacdo do DNA (30 min, 4 °C) e subsequente
eletroforese em tampao de pH alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH>13)

com 25 V e 300 mA por 30 min, a 4 °C. Apés a eletroforese, as laminas foram
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mergulhadas em solugao de neutralizagao (0,4 M Tris, pH 7,5) e incubadas por
15min seguido mergulhadas em etanol absoluto por 5min da fixacdo. Para a
leitura, as laminas foram submetidas a tratamento com EtBr (20 pg/mL) para
visualizagcdo do DNA em gel. Cada lamina foi visualizada e registrada em
imagem proveniente de microscépio de fluorescéncia. As imagens de cada
lamina foram analisadas através do software Komet6 (Andor), o qual afere a
quantidade de dano ao DNA gendmico e expressa sob a unidade de “momento
de cauda” (Olive TailMoment), que é dado pela multiplicacdo da percentagem de
DNA na cauda com o tamanho da cauda. Para cada amostra foram analisadas
100 células, sendo que foram 50 células observadas em cada réplica técnica
(Magalhaes et al. 2018).

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Realizar uma analise com alta-resolucdo do transcriptoma no
adenocarcinoma de pancreas (PDAC) para identificar novos RNAs
naocodificadores e variantes de splicing e alteragdes transcricionais associados

a malignidade

3.2 Objetivos especificos

e Gerar bibliotecas de RNA total para NGS (RNAseq) a partir de um conjunto
de 14 amostras cirurgicas pareadas de PDAC (T) e o respectivo tecido nao
tumoral adjacente (N).

¢ Validacdo de novos transcritos, novas isoformas e IncRNA aberrante em
PDAC identificados apds a analise computacional dos dados de RNAseq.

e Validacdo da expressao diferencial de novos transcritos € IncRNAs com
expressao aberrante em PDAC em modelos de PDAC

e Avaliacido funcional in vitro e in vivo de IncRNAs candidatos no fendtipo

tumoral
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4. Resultados

4.1. A producgao de bibliotecas de RNA-seq e sequenciamento preliminar

A produgao de bibliotecas de RNAseq das 28 amostras cirurgicas de
pancreas, sendo 14 amostras pareadas (Tabela 1) com as amostras tumorais
(T) e as respectivas amostras ndo tumorais pancreaticas adjacentes (N) foi
realizada com sucesso, no tamanho médio adequado (300bp) para o
sequenciamento em plataforma lllumina (Figura 6). O perfil obtido por
eletroforese capilar das 28 bibliotecas geradas esta no Anexo1.

O sequenciamento preliminar em plataforma MiSeq, lllumina, produziu
mais de 30 milhdes de reads que passaram no filtro de qualidade do
equipamento, com uma distribuicdo homogénea entre as amostras analisadas
indicando boa precis&o na quantificagdo das bibliotecas. A partir das bibliotecas
de cada amostra foram montados 3 (trés) lotes, os quais eram um “pool”’ de

bibliotecas geradas partir de RNA total depletado de rRNAs.

Figura 6 — Perfil da eletroforese capilar das bibliotecas de cDNA de PDAC (T) e
tecido ndo tumoral (N) geradas a partir de RNA total depletado de rRNAs. Pode-
se observar o perfil de 3 (trés) pares de amostras, cada par N e T € apresentado
representativamente de cada um dos lotes de amostras sequenciadas.
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4.2. Sequenciamento HiSeq

O sequenciamento em plataforma HiSeq 1500 gerou um total de
484.844.825 reads, com uma media de 17.182.995 de reads por amostra.
Desses um total de 412.769.449 reads foram mapeados, com isso a média de
mapeamento foi de 85%, uma cobertura média de 3,4GB do transcriptoma do
PDAC, considerado satisfatério. Na tabela 7 pode-se observar a compilacéo

desses dados para cada biblioteca (Sosa 2019).

Tabela 7 — Numero total de reads gerados pelo sequenciamento para cada
biblioteca; numero total e porcentagem reads mapeados na referéncia.

N° total de reads Porcentagem de

Amostra |N° total de reads mapeados reads mapeados
1N 25.465.297 22,383,996 88
1T 21.581.898 20,783,368 96
2N 16.819.523 9,553,489 57
2T 13.048.291 12,539,408 96
3N 13.506.679 12,074,971 89
3T 13.850.211 12,645,243 91
4N 22.893.874 20,077,927 88
4T 21.060.319 19,670,338 93
5N 12.668.831 9,032,877 71
5T 14.164.307 13,073,655 92
6N 13.639.049 8,565,323 63
6T 12.944.700 9,223,748 89
7N 11.636.296 10,728,665 92
7T 14.659.909 12,944,700 88
8N 17.334.453 10,626,020 61
8T 18.715.428 16,525,723 88
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9N 11.485.387 10,061,199 88
oT 14.639.918 13,878,642 95
10N 21.180.027 18,045,383 85
10T 12.782.377 10,852,238 85
11N 21.739.600 20,348,266 94
M"MT 20.274.193 19,361,854 96
12N 17.555.622 7,777,141 44
12T 22.347.733 21,096,260 94
13N 15.073.484 12,857,682 85
13T 19.683.721 17,498,828 89
14N 20.070.073 16,999,352 85
14T 24.023.625 23,543,153 98
Média 17.182.995 14,705,530 85

4.3. Analises do transcriptoma detectou novos transcritos, novas formas

de splicing e IncRNAs diferencialmente expressos no PDAC

A analise do RNAseq do transcriptoma das 28 bibliotecas de RNAtotal

pareadas resultou

Tabela 8 — A reconstru¢do do transcritoma pancreatico. Numero de loci e
transcritos detectados nas diferentes etapas da montagem. Primeiro, os
transcritos das amostras tumorais e ndo tumorais foram filtrados para remover
RNAs curtos e de baixa expressao (“Filtro a”). A continuagdo as montagens
foram combinadas para gerar o transcritoma do pancreas (“Mescla”) que foi
filtrado para remover novas isoformas com exons aberrantes (n=8.080) e outros
possiveis artefatos. Transcritos intergénicos e antisensos nao anotados mono-
exbnicos (n=18.453 e 1.515, respectivamente) ndo foram considerados para
analises subsequentes. O conjunto final (“Filtro b”) contém 41.341 transcritos
conhecidos do GENCODE correspondentes com 17.834 loci (genes), assim
como 6.710 transcritos ndo anotados (11,3% do total) de 4.359 loci (22,3% do
total). A maioria dos transcritos ndo anotados (>90%) s&o variantes de splicing
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de genes conhecidos, uma propor¢gdo menor intergénicos (5%) ou antisensos

(3%) em relagéo aos transcritos do GENCODE.

Loci Trasncritos
Nao-tumoral | Tumor | Nao-tumoral Tumor
Total 66.307 92.761 149.586 198.830
Filtrados set (a) 28.081 30.625 58.762 73.613
Mescla 41.095 90.522
Filtrados set (b) 21.668 62.474
Anotados no 17.834 41.341
GENCODE
Protein-coding 13.560 30.771
Processed 3.951 5.993
transcript
Pseudogene 1.540 1.578
IncRNA 1.076 1.473
Antisense RNA 1.196 1.526
Nao anotados 4.358 6.710
splicing variant 3.935 6.187
intergenic RNA 298 339
antisense RNA 146 184
Other* 8.770 14.423

* A categoria “Other” inclui as seguintes classes de transcritos: miscRNAs, 3
prime overlapping ncRNAs, IG genes, Mt rRNA, non stop decay, retained intron,
nonsense mediated decay, sense overlapping, snoRNA, snRNA, TR genes,
possible pre-mRNA fragments, intronic RNAs, possible polymerase run-on

fragments.
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Os resultados da montagem do transcriptoma do PDAC utilizando o
catalogo do GENCODE foi comparado entdo ao catalogo do miTranscriptome
(miT) (lyer et al. 2015), para verificar a sobreposicdo com transcritos ja
detectados anteriormente na literatura e depositados no miT. O miT é um banco
de dados no qual foram depositados dados de 7.256 bibliotecas de tecidos
tumorais, normais e linhagens celulares, chegando numa reconstrugdo com
91.013 genes (sendo 68% deles INcRNAs). A nossa reconstrugdo teve uma
sobreposi¢cao de aproximadamente 47% dos 6.187 potenciais novas isoformas
de splicing, foram também detectados no miT 52% dos 339 potenciais novos

transcritos intergénicos e 43% dos 184 novos antisenso (Figura 9).

Figura 9 — Deteccédo dos transcritos ndo anotados no GENCODE detectados na
montagem final dos nosos dados de RNAseq de PDAC com o catalogo
miTranscriptome (miT).
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Os transcritos reconstruidos que nao foram anotados no GENCODE, considerados
novos, foram comparados com a referéncia de um banco de dados independente, o
miTranscriptome (miT). A sobreposicao foi avaliada para as classes Isoform (splicing
variant na tabela 8), Intergenic (intergenic RNA) e Antisense (antisense RNA). Foram
detectados no miT: 47% dos 6.187 potenciais novas isoformas de splicing (/soform no
grafico), foram também detectados no miT 52% dos 339 potenciais novos transcritos
intergénicos (Intergenic no grafico) e 43% dos 184 novos antisenso (Antisene).
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4.4. Novos transcritos intergénicos detectados em PDAC

A montagem reconstruiu um total de 339 transcritos intergénicos, desses
foram selecionados aqueles superexpressos em PDAC em relagdo as
respectivas amostras n&o tumorais (FC>1) e cuja expressao fosse
significativamente aumentada (pvalor<0,001). Como a montagem desses
transcritos ndo faz uso de anotagbes de genes existentes selecionamos
transcritos multiexénicos, ou seja, com evidéncias de splicing. Esse filtro foi
adotado para eliminar possiveis artefatos da montagem das analises, pois os
transcritos monoexénicos podem ser RNAs ndo processados capturados na
construgdo das bibliotecas de RNAseq. Com isso chegamos a um conjunto de 6
(seis) novos transcritos intergénicos (Figura 10A). Os novos transcritos
intergénicos sdo identificados em nossa montagem como como
TCONSO00084995; TCONS00009076; TCONSO00087289; TCONS00006750;
TCONS00059572; e TCONS000036574, todos eles demonstraram serem nao
codificadores por analise de conservacado e estrutural bem como nao terem
evidéncia de fase aberta de leitura (ORF - open reading frame)
(TCONS00084995; TCONS00009076 e TCONS00059572) ou ter ORF mas sem
evidéncia de codificar pequenos peptideos (TCONS00087289;
TCONS00006750 e TCONS00059572). Pela anélise de expresséao diferencial
TCONS00084995 apresentou os seguintes parametros: log2(FC) = 3,65; TPM =
2,75 e Padj= 4,9 x10-13, o transcrito esta anotado no  miTranscriptome.
TCONSO00009076 apresentou os seguintes parametros: log2(FC) = 6,88; TPM =
26,10 e Padj= 2,13 x10-6, este transcrito € considerado uma nova forma de
splicing desse locus anotado no miTrasncriptome. O novo intergénico
TCONSO00087289 tem uma DE de log2(FC) = 3,44; TPM = 57,70 e Padj= 1,3
x10-3 e possui exatamente a mesma estrutura foi reconstruida em nossa
reconstrucao sustentada pelo miTranscriptome. TCONS00006750 tem a DE de
log2(FC) = 3,95 significativamente aumentada em PDAC (Padj= 7,4 x10-3), a
expressao média desse transcrito € de uma expressao média de TPM =70,75 e
uma AS de um transcrito anotacdo no miT para esse Jocus. O
TCONSO00059572, tem uma DE de log2(FC) = 4,99 significativamente
aumentada em PDAC (Padj= 9,4 x10-4), e uma expressdo média de TPM =
14,39; também é identificado como uma AS pelo miT. J4 o TCONS000036574
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tem expressao significantemente (Padj= 5,89 x10-6) aumentada em PDAC na
ordem de log2(FC) = 5,70; porém nao é anotado no miT.

Para a validacdo da existéncia desses transcritos foi realizada com
sucesso uma PCR end point em cDNA proveniente de linhagens de células de
PDAC, linhagem derivada de PDX, MRC-5 e controle gendmico (gDNA de
Capan-1), controle sem DNA (NTC) e controle utilizando RNA de Capan-1
(Figura 10B). Os primers utilizados flanquearam as regidées de borda de éxons

adjacentes.

Figura 10 — Novos transcritos intergénicos selecionados e validados.
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(A) tracks de visualizacdo de cada um dos novos intergénicos no Genome Browser, as
setas pretas indicam as regides de borda de éxon flaqueadas por primers para
validagées por PCR end point. (B) Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR end point
a partir do cDNA de linhagens de PDAC (Capan-1, AsPC-1, MiaPaCa-2, BxPC-1 e
PANC-1), linhagem derivada de PDX de PDAC (PDX8), linhagem de n&o tumoral
imortalizada MRC-5 (Fibroblastos pulmonares), marcadores de tamanho molecular
estao na lane 1 e controles (QDNA de Capan-1, NTC e no RT — RNA) . As bandas obtidas
tiveram os tamanhos esperados: TCONS00084995, 149bp; TCONS00009076, 145bp;
TCONSO00087289, 188bp; TCONSO00006750, 114bp; TCONSO00059572, 159bp;
TCONS000036574, 153bp.
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Os mesmos primers foram utilizados para uma mensuragdo da
expresséo relativa por RT-gPCR nas linhagens de PDAC (Figura 11). As
linhagens utilizadas foram Capan-1, AsPC-1, MiaPaCa-2, BxPC-1 e PANC-1, o
resultado demonstrou que a recapitulagdo da expressdo dos 6 (seis) novos
transcritos intergénicos observada no RNA-Seq néo é observada em todas as
linhagens, sendo que, cada transcrito n&o foi detectado em pelo menos 1 (uma)
das linhagens. No caso do TCONS00059572 e TCONS00036574, os quais n&o
foram detectados em PANC-1, quando expressos o foram em niveis muito baixos
nas outras linhagens.

Figura 11 - Heatmap das expressdes relativas dos novos transcritos intergénicos
validados em linhagens celulares de PDAC por RT-qPCR.
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As expressdes de cada transcrito foram medidas por RT-gPCR em triplicata e
normalizadas em relagdo ao menor valor de expressido detectavel, a expressao de
TCONS00059572 em AsPC-1, essa normalizacao foi transformada em uma matriz
contendo o fold change (FC) de cada expressdo em relagdo ao normalizador e
representada em Heatmap.

As expressdes aberrantes constadas nos dados de RNAseq foram
validadas por RT-qPCR em um conjunto de amostras cirurgicas pancreaticas
nao tumorais (N), PDAC (T) e PDX (Figura 12). O conjunto de amostras Ne T
nao foram pareados e continham alguma sobreposicdo com o conjunto de
amostras utilizadas para producédo do RNA-seq. Uma vez que as amostras T sao
heterogéneas (constituidas de RNA extraido de células do tumor e estroma) a
expressao relativa foi também observada em um conjunto de PDX de PDAC, e

pode ser confirmando que a expressao aberrante pode ser observada em células
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tumorais do PDX e que esse modelo recapitulou niveis significativamente

aumentados em relagdo a amostras N.

Figura 12 — Validagao da expresséo relativa aberrante por RT-qPCR dos novos
transcritos intergénicos em amostras pancreaticas ndo-tumorais (NT), PDAC e

PDX.
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As expressoes relativas de cada transcritos medida por RT-qPCR em um conjunto de
amostras pancreaticas nao tumorais (NT), amostras tumorais (PDAC) e em conjunto de
PDX de PDAC. A expressao relativa foi calculada em relagdo a média das amostras N
(* P-valor < 0,05; ** P-valor < 0,01; *** P-valor < 0.001).

Analises de sobrevida (Kaplan-Meier) para um periodo de 36 meses
apontaram que os novos transcritos TCONS00085964 e TCONS00036574 tem
seus niveis de expressao significativamente (Pvalor < 0,1) correlacionados com
alteracgdes da sobrevida (Figura 13). O grupo que apresenta niveis de expressao
de TCONS00085964 maiores que a mediana estao correlacionados com uma
menor sobrevida quando comparado ao grupo cuja expressao foi menor que a
mediana. Por outro lado, para TCONS00036574 a correlagao foi inversa, o grupo
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com niveis de expressao desse transcrito acima da mediana apresentou uma

maior sobrevida quando comparado ao outro grupo.

Figura 13 — Analise da sobrevida para TCONS00085964 e TCONS00036574
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A expresséo de novos transcritos intergénicos foi significativamente (TCONS00036574,
HR: 0,55 p = 0,044) ou marginalmente (TCONS00085964, HR: 1,66, p = 0,085)
associada com alteragbes na sobrevida do paciente no conjunto de dados do ICGC
(n=76).

4.5. Validagao da expressao aberrante das novas formas de splicing (AS)
em PDAC

A nossa reconstrugdo gerou 6.187 potenciais novas isoformas de
splicing (AS) pelo catalogo do GENCODE, esse conjunto teve sobreposi¢ao de
aproximadamente 47% com catalogo do miT. Os eventos de AS encontrados
foram classificados em: 1.083 sitios alternativos 3’ (A3 16.6%), 1.006 sitios
alternativos 5’ (A5 15,4%), 538 primeiro éxon alternativo (AF 8,3%), 87 ultimo
éxon alternativo (AL 1,3%), 62 éxons mutuamente excludentes (MX 1,0%), 1.831
retengdes de introns (Rl 28,1%) e 1.914 éxons ignorados (SE 29,4%). Outros
1.975 que nao foram anotados pelo programa devido a sua complexidade e
foram classificados como “Others” (Sosa 2019).

Como a montagem nao fez uso de anotagdes de genes existentes,
foram selecionados potenciais AS significativamente superexpressos em PDAC

(Padj<0,001; log2FC>2) em relagao as respectivas amostras ndo tumorais e com
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alguma evidéncia de alteragdo da ORF e cuja forma candnica do transcrito
tivesse algum registro em contexto de cancer. Foram selecionados potenciais
AS para os genes MMP14 (TCONS00027381), CAPN8 (TCONS00006585), LIF
(TCONSO00057528) e OCT3 (TCONS00074972), os quais eram os transcritos
com maior abundancia dentre os selecionados pelo filtro de expressdo. As
existéncias dos AS selecionados foram validadas com sucesso por PCR end
point (Figura 14).

O transcrito TCONS00027381 é considerado uma nova AS de MMP14,
mais especificamente uma AS do transcrito canénico ENST00000311852.6 pelo
catalogo do GENCODE, porém esta contido no catalogo do miT (cédigo de
identificacdo T101069). Pela analise de expressao diferencial apresentou os
seguintes parametros: log2FC=2,46; Padj= 1,24x107; TPM =1107,34. Foram
detectados 4 (quatro) transcritos oriundos do MMP14 no transcriptoma de PDAC,
o candidato selecionado fora o mais expresso (TPM =1107,34) os outros 3 (trés)
eram tiveram niveis muito baixos de expressao (TPM =10,40; 0,67; e 3,425).

O transcrito TCONS00006585 foi classificado como uma nova AS de
CAPNS8, uma variacdo AS do transcrito canénico ENST00000366872.5, pelo
catalogo do GENCODE, esse por sua vez apresenta uma sobreposi¢ao perfeita
com uma referéncia do miT (T031330). Foi identificado como sendo
significativamente superexpresso em PDAC (log2FC= 5,34; Padj= 5,11x10'";
TPM = 516,15). Foram detectados 6 (seis) forma de splicing de CAPN8 no
transcriptoma de PDAC, sendo que o transcrito selecionado para validacéo é o
CAPNS8 mais abundante (outros transcritos CAPN8 TPM = 137,06; 56,79; 26,10;
1,07; 12,68).

O transcrito TCONS00057528, foi identificado como uma nova AS do
gene LIF, uma variagdo do transcrito ENST00000249075.3, pelo catalogo do
GENCODE, essa AS é sustentada pelo catalogo do miT (T232019), também
significativamente superexpresso em PDAC (log2FC= 2,16; Padj= 9,3x104; TPM
= 164,78). Foram identificadas em nossa reconstru¢cao 2 (duas) formas de
splicing do gene LIF, a forma selecionada para validagdo tratou-se da mais
expressa (outro transcrito tem um TPM = 7,79).

O transcrito TCONS00074972, é uma nova AS do gene SLC22A3, que
tem como alias comum OCT3, trata-se de uma variacado do transcrito canénico

ENST00000392145.1. Essa nova forma de splicing é suportada pelo catalogo do
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miT (T314629). Foi identificado como sendo significativamente superexpresso
em PDAC (log2FC = 2,88; Padj= 3,0x10#; TPM = 192,43). Foram detectados 4
(quatro) transcritos OCT3 no transcriptoma de PDAC, o candidato selecionado
fora o mais expresso (TPM =192,43) os outros 3 (trés) eram tiveram niveis muito
baixos de expressao (TPM =22,47; 11,33; NA).

Figura 14 — validagao da existéncia das novas formas de splicing (AS)
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(A) Tracks com a visualizagédo das novas formas de splicing, as setas pretas indicam as
regides de borda de éxon flanqueadas por primers para valida¢gdes por PCR end point.
(B) Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR end point a partir do cDNA de linhagens
de PDAC (Capan-1, AsPC-1, MiaPaCa-2, BxPC-1 e PANC-1), linhagem derivada de
PDX de PDAC (PDX8), linhagem de nao tumoral MRC-5 e controles. As bandas tiveram
os tamanhos esperados: MMP14, bp; CAPNS8, 189bp; LIF, 175bp; OCT3, 175bp.

4.6. Validagcao da expressao aberrante de IncRNAs em PDAC

Para investigar quais INcCRNAs tem expressdo aumentada nas amostras
de PDAC foram feitas uma série de analises dos dados de DE do RNAseq. A
reconstrugao chegou a 41.341 transcritos conhecidos (anotados no catalogo do
GENCODE). As anotagdes do GENCODE atribuem a cada transcrito um bidtipo,

desses destacam-se na nossa reconstrugao: Protein-coding, Processed

84



transcript, Pseudogene, IncRNA, Antisense RNA (Tabela 8, item 4.3). Outros
biétipos foram agrupados como other (miscRNAs, 3 prime overlapping ncRNAS,
IG genes, Mt rRNA, non stop decay, retained intron, nonsense mediated decay,
sense overlapping, sSnoRNA, snRNA, TR genes, possible pre-mRNA fragments,
infronic RNAs, possible polymerase run-on fragments). Para estudarmos os
IncRNAs foram selecionados para analise os bidtipos IncRNA (n=1.473) e
Processed transcript (n=5.993), pois o GENCODE define como Processed
transcript os transcritos longos que nao contém evidéncia de ORF. As mesmas
analises foram feitas nivel de gene. 17.834 genes reconstruidos estao anotados
no GENCODE, desses 3.951 sao classificados como Processed transcript e
1.076 sao classificados como IncRNA. Com isso estabeleceu-se um conjunto de
5.027 genes de IncRNAs para as analises seguintes.

Ao conjunto de genes de IncRNAs foram aplicados filtros de expressao
e significancia estatistica para selecionar apenas os superexpressos em PDAC.
Considerando apenas os que tiveram um Padj<0,001 e Log2FC>3,32
estabeleceu-se o grupo de 532 genes up-regulated em PDAC. Desse conjunto
up-regulated foram selecionados para validagdo em amostras N e T clinicas e
PDX os 7 genes mais abundantes: LINC01559; LINC01133, LINC01614;
CCAT1; LINC02577; LINC00920 e UCA1, como controle experimental os genes
DRAIC e HOTAIR foram incluidos no conjunto de validagdo. As expressdes
aberrantes dos IncRNAs foram confirmadas por RT-gPCR, LINCO01559;
LINCO1133; LINCO1614; CCAT1; LINC02577; LINC00920 e UCAT1
demonstraram ser significativamente superexpressos nas amostras de PDAC (T)
em relacdo as amostras ndao tumorais (N). Esses INcCRNAs demonstraram ser
mais enriquecidos nas amostras de PDX do que nas tumorais, exceto o
LINCO1133, que demonstrou uma média de fold change semelhante para
amostras T e PDX e o LINC01614 que nao foi detectado nas amostras de PDX.

Os controles tiveram comportamento aberrante descrito em literatura;
DRAIC ja descrito com expressdao diminuida em cancer de préstata
(Rathinasamy and Velmurugan 2018), ja era apontado como downregulated em
PDAC e outros tumores gastrointestinais por analises in silico (Chakraborty
2014), DRAIC demonstrou ter a expressao diminuida em PDAC e n&o detectada
em PDX por RT-qPCR. HOTAIR é descrito como superexpresso em PDAC (S.-

Z. Yang et al. 2017) e nao foi observada uma superexpressao significativa nas
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amostras tumorais, porém significativamente upregulated em PDX (Figura 14).

Esse resultado valida a DE observada por RNAseq dos IncRNAs selecionados.

Figura 15 — A expresséo relativa determinada por RT-gPCR dos IncRNAs
confirma a expressao aberrante em tumor de PDAC dos IncRNA observada

pelo RNAseq.
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RNA proveniente de um conjunto diferente de amostras nao tumorais (NT), tumorais
(PDAC) e xenotumorais (PDX). LINCO01559; LINC01133, LINCO01614; CCATH{,
LINC02577; LINC00920 e UCA1 sao superexpressos em tumor quando comparados
com amostras de tecido ndo-tumoral. Um conjunto de PDX de PDAC confirma e ratifica
a expressao aberrante e determina se o IncRNA tem origem em células tumorais ou
potencialemnte do estroma tumoral, como LINC01614, cuja expressao nao foi detectada
em PDX. (* P-valor < 0,05; ** P-valor < 0,01; *** P-valor < 0.001; ****P < 0.0001).
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Em seguida, foram verificadas as expressdes dos INcRNAs candidatos
por RT-gPCR em linhagens de PDAC; AsPC-1, BxPC-1, Capan-1, MiaPaCa-2 e
PANC-1 para a selegéo das linhagens celulares a serem utilizadas em estudos
posteriores. Uma vez que todos os pares de primers utilizados possuem niveis
de eficiéncia semelhantes as expressdes de cada IncRNA para cada linhagem
foi normalizado para expressdo de LINC00920 em BxPC-3, o resultado da
expressao relativa de cada IncRNA foi representado por Heatmap , além disso
expressoes absolutas dos mesmos INcRNAs, determinadas por RNA-seq, foram
obtidas do banco de dados E-MTAB-2706 e representadas por Heatmap, ambas
as expressoes, por RT-gPCR e por RNAseq, demonstraram ter boa correlacéo
(Figura 16). O gene PCATZ29 foi incluido nessas analises como controle
experimental de um gene downregulated. De todo o conjunto o LINC01614,
assim como nao foi detectado em PDX, nao foi detectado tanto por RT-qPCR
quanto por RNAseq as linhagens celulares de PDAC. Concluiu-se que AsPC-1
expressa relativamente os genes de interesse, sendo um modelo experimental

adequado para estudos.
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Figura 16 - Heatmap das expressdes dos INcCRNAs em linhagens celulares de
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As expressoes relativas dos INcRNAs determinadas por RT-qPCR e normalizadas em
funcao da expressao de DRAIC em AsPC-1. As expressoes relativas foram medidas em
triplicata, a expressdo de cada IncRNA em cada linhagem foi normalizada e
transformada em uma matriz contendo o fold change (FC) da expresséo de cada IncRNA
e representada em Heatmap. As expressdes absolutas medidas em FPKM foram
obtidas do banco de dados de RNA-Seq (E-MTAB-2706, NAR 2016) e foram
representadas em Heatmap. A correlagao (Speraman) da expressdo medida por RT-
gPCR e RNAseq foi medida para cada IncRNA.

Do conjunto selecionado (LINC01559; LINC01133, LINC01614; CCATT,
LINC02577; LINC00920 e UCA1), foi constatado por analise de sobrevida que
as expressdes de LINC01559, LINC02577 e UCA1T correlacionam-se com
sobrevida (Figura 17). O grupo que apresentou niveis de LINC01559,
LINC02577 e UCA1 acima da mediana apresentou pior prognostico.
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Figura 17 — Analise de sobrevida para LINC01559, LINC02577 e UCA1.
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A partir dos dados do TCGA (PAAD-US) com n=113 pacientes foi medida a correlagao
por dos niveis de expressdo de LINC01559, LINC02577 e UCA1 com alteragdes da
sobrevida em pacientes em meses.

4.7. IncRNAs envolvidos com migragao de invasao

Uma vez confirmada a expressao aberrante dos IncRNAs selecionados
e validados (item 4.6) foram feitos ensaios para testar o envolvimento da
expressdo desses INcCRNAs no fendtipo tumoral de migragdo e invasdo. O
conjunto de IncRNAs teve entdo a migragcédo de invasao avaliadas em AsPC-1
com silenciamento transiente por siRNA para LINC01559; LINC01133; CCAT1,
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LINC00920 e UCA1. Cada IncRNA foi silenciado com eficiéncia de 72 a 91% em
AsPC-1 (Figura 18).

Figura 18 — Knockdown dos IncRNAs em linhagem AsPC-1
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As silenciamento transiente por siRNA de linhagens de AsPC-1 dos IncRNAs com
expressao aberrante em PDAC apés 96h da transfecg¢ao. Foi observado o silenciamento
de 91,05% para LINC01559; 72,82% para LINC01133; 73,21% para CCAT1; 64,07%
para LINC0920 e 77,66% para UCA1 (* P-valor < 0,05; ** P-valor < 0,01).

Todos os IncRNAs demonstraram estar envolvidos com a capacidade de
migragdo (Figura 19) e invasdo (Figura 20), bem como a capacidade de
proliferagao (Figura 21) diminuidas comparadas aos controles transfectados com
siCTRL. Foram observadas faixas de: 68 a 92% de reducédo das taxas de
migracgao; 37 a 83% de redugao das taxas invaséo e 23 a 65% de reducéo das
taxas de proliferacao no contexto de silenciamento dos IncRNAs. O LINC00920
nao demonstrou diferengas significativas no ensaio de proliferagao, por isso seu

resultado ndo foi incluido na figura 21.
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Figura 19 — Ensaio de migracéo transwell e imageamento.
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A capacidade de migragdo demonstrou ser significativamente reduzida em contexto de
Knockdown de LINC01559; LINC01133; CCAT1; LINC00920 e UCA1. (A) Foi observada
uma redugdo da capacidade de migracdo em ensaio transwell de 92,67% para
LINC01559; 81,75% para LINC01133; 78,75% para CCAT1; 82,5% para LINC0920 e
68,29% para UCA1. (B) Avaliagdo da capacidade de migragcao pela analise das
velocidades por um periodo de 6h para 15 células avalidas em cada réplica e
determinacgao das respectivas velocidades médias. (* P-valor < 0,05; ** P-valor < 0,01)
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Figura 20 — Ensaio de invasao, transwell.
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A capacidade de invasao demonstrou ser significativamente altera em contexto de
Knockdown de LINC01559; LINC01133; CCAT1; LINC00920 e UCA1. Foi observada
uma reducéo da capacidade de invasao de 37% para LINC01559; 52% para LINC01133;
83% para CCAT1; 79% para LINC0920 e 62% para UCA1 (* P-valor < 0,05; ** P-valor <
0,01).

Figura 21 — Avaliagao da proliferagao tumoral.
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Ensaio de proliferacao foi feito por método de imageamento ao vivo de fotos a cada
20min durante 8 dias. A reta roxa foi feita a partir da regresséo linear da proliferagao
medida para um controle (n =2) de 2x10* células transfectadas com siCTRL. As retas
verdes sdo a regress3o linear da proliferagdo medida para um controle (n =3) em 2x10*
células transfectadas com os siLINC01559, siLINC01133, siCCAT1 e siUCA1. Foram
constatadas redugdes das taxas de proliferacdo de 23% para siLINC01559, 46% para
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siLINC01133, 65% para siCCAT1 e 43% para siUCA1. A significancia desses valores
foram verificadas utilizando analise de covariancia (ANCOVA), (P< 10-4) que compara
as inclinagdes das retas.

4.8. Enriquecimento e WCGNA

Os IncRNAs sao envolvidos em varias fungdes biolégicas diferentes, por
isso para se estudar os mecanismos em que eles estdo implicados faz-se uma
analise guilt by association. Essa analise busca inferir o possivel papel dos
IncRNAs correlacionando-os com mRNAs por uma rede de co-expressao.
Posteriormente a analise verifica quais sao as vias enriquecidas naqueles
MRNAs co-expressos com o INcRNA em questdo. As analises pelo WCGNA
geraram 22 moédulos de co-expressao (Figura 22), desse conjunto 2 (dois)
modulos (Figura 23 e 24) que agrupavam candidatos foram avaliados com maior
profundidade pelas caracteristicas bioldgicas e por conterem transcritos

selecionados nas outras analises do transcriptoma.
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Figura 22 — Md6dulos de co-expressao e vias em que eles sdo enriquecidos.
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O comprimento das barras representa o numero de genes contidos em cada maodulo,
com uma linha vertical indicando quantos sao os nao codificadores (eixo inferior), e para
cada médulo é indicado por um circulo a média das correlagdes (Spearman) entre os
genes e o fendtipo, os circulos vazios representam valores de correlagao positivos os
circulos pretos representam valores negativos (eixo superior).

A analise foi satisfatéria. O cluster que recebeu a cor roxa demonstrou
por esta analise independente estar mais bem correlacionado com o fendtipo
tumoral, e quando analisado constatou-se estar entre as vias enriquecidas
apresenta vias relacionadas a sintese de mucinas, classicamente relevantes no
PDAC (Kaur et al 2013). Uma outra confirmac¢do da qualidade da analise se da

pelo cluster amarelo, o qual € o mais negativamente correlacionado com o
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fendtipo, este cluster apresenta a Secrecdo Pancreatica entre as vias
enriquecidas, tal correlagao altamente negativa demonstra a perda de fungao do
tecido tumoral quando comparado ao tecido n&o tumoral adjacente.

O LINCO01614, cuja expressao nao foi detectada em PDX e em linhagens
celulares de PDAC, foi localizado no cluster vermelho de adeséo celular. Os
LINC0O1559, CCAT1 e os novos intergénicos TCONS00036574,
TCONS00085964 e TCONS00006750, todos DE foram localizados no cluster
roxo, 0 mais correlacionado com fendtipo tumoral. Esse cluster roxo €

enriquecido para via de O-glicosilagao de mucinas (Figura 23).

Figura 23 — Heatmap do modulo de coexpresséo enriquecidos para a via de O-
glicosilacdo de mucinas (O-linked glycosylation of mucins) com os IncRNAs DE
do médulo.
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As cores representam a distancia na rede entre pares de genes, sendo sempre um
IncRNA e um membro da via de “O-glicosilagédo de mucinas” (coding-RNA nas linhas e
ncRNAs nas colunas, sendo pretos os mais proximos e brancos os mais distantes).
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Todos os nao codificadores mostrados sao diferencialmente expressos, barras laterais
indicam em azul os que estdo mais expressos em amostras controle e em vermelho os
mais expressos em amostras tumorais. A barra superior em escala verde-cinza compara
a conectividade local do transcrito nao codificador com a mediana da conectividade local
dos transcritos codificadores nesta via, em branco os que tem a conectividade na via
igual @ mediana, em verde os com conectividade local superior.

UCA1 e LINC02577 ambos DE, foram localizados no cluster verde, o
segundo mais bem correlacionado com fendtipo tumoral, esse por sua vez é

enriquecido para a “via de reparo de DNA” (figura 24).

Figura 24 - Heatmap do modulo de coexpressao enriquecidos para a via de
Reparo de DNA (DNA repair) com os IncRNAs DE do moédulo.
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As cores representam a distancia na rede entre pares de genes, sendo sempre um
IncRNA e um membro da via de Reparo de DNA (coding-RNA nas linhas e ncRNAs nas
colunas, sendo pretos os mais proximos e brancos os mais distantes). Todos os nao
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codificadores mostrados sao diferencialmente expressos, barras laterais indicam em
azul os que estdo mais expressos em amostras controle e em vermelho os mais
expressos em amostras tumorais. A barra superior em escala verde-cinza compara a
conectividade local do transcrito ndo codificador com a mediana da conectividade local
dos transcritos codificadores nesta via, em branco os que tem a conectividade na via
igual @ mediana, em verde os com conectividade local superior.

4.9. LINCO01559 regulado pela expressdao de CCAT1, regula genes da via

de O-glicosilgao e esta enriquecido em CSCs

As correlagbes observadas no modulo de co-expressdo de O-
Glicosilagdo de Mucinas (Figura 23 item 4.8) para o LINC01559 foi validada em
AsPC-1. No contexto de silenciamento de LINCO01559 por siRNA foram
investigados como se comportam as expressdes relativas de GALNT3 e
B3GNT3, genes codificadores agrupados no mesmo cluster enriquecido para via
de O-glicosilgdo de mucinas, como controle negativo desse sistema foi utilizado
PPP4C, um gene codificador ndo implicado nesse médulo de co-expressdo. O
resultado observado foi que existe uma significativa correlagao positiva entre os
niveis de LINC01559, B3GNT3 e GALNT3, enquanto com o gene controle
PPP4C, o qual ndao esta no mesmo modulo de correlagcdo, nao teve variagdes
significativas dos niveis de expressado (Figura 25). CCAT1 também esta
localizado no mesmo maodulo de de co-expressao de O-Glicosilagao de Mucinas,
em AsPC-1 foi silenciado eficientemente e nesse contexto BSGNT3 teve o
mesmo comportamento observado em knockdown de LINC01559, porém

LINC01559 também teve sua expressao diminuida em knockdown de CCAT1, e
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o contrario ndo foi observado, os niveis de expressao de CCAT1 nao foram

significativamente alterados em knockdown de LINC01559.

Figura 25 — Expressao relativa de genes codificadores da rede de co-
expressao do modulo de O-Glicosilagao em knockdown de LINC01559 e

CCAT1.
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Em contexto de knockdown de LINC01559 (87% de silenciamento) por siRNA existe
uma correlagdo direta com os niveis de expressdo GALNT3 (92% de reducado da
expressao relativa) e B3GNT3 ( 36% de redugéo da expresséo relativa), enquanto néo
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foi observada variagdes nos niveis do controle negativo PPP4C por RT-gPCR. Em
contexto de knockdown de CCAT1 observa-se uma correlagao positiva com a expressao
de LINC01559 (42% de redugao da expressao relativa), GALNT3( 81% de redugéo da
expressao relativa) B3GNT3 ( 31% de redugao da expresséo relativa), entretanto néo
ha alteracdes significativas da expressdo de LICN0O1559 em knockdown de CCAT1,
PPP4C também foi utilizada como controle negativo. (* P-valor < 0,05).

A via enriquecida no cluster co-expressao “O-Glicosilacdo de Mucinas”
contém um grande numero genes para O-glicosiltransferases. Dessas GALNT3
e BSGNT3 estao implicadas na auto renovagao de células-tronco tumorais (CITs)
do cancer pancreatico (Barkeer et al. 2018). A mensuragdo por RT-gPCR
confirmou o enriquecimento significativo para LINC01559, GALNT3 e MUC13
(gene implicado no moédulo de co-expressdao) em tumoresferas quando
comparados com células aderentes, BSGNT3 por outro lado demonstrou estar
significativamente enriquecida na populagéo de células aderentes de AsPC-1
(Figura 26). A expressdo de ALDH foi aumentada em tumoresferas,

demonstrando um enriquecimento de CITs nessa populacao.
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Figura 26 — Expresséo relativa de LINC01559, GALNT3, B3GNT3 e MUC13 em
tumoresferas comparadas a células aderentes de AsPC-1 por RT-qPCR.
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O controle ALDH é um marcador para CSCs, enriquecimento de CITs. Foi observado
que ele esta 2330% aumentado em tumoresferas. 1060% LINC01559, 6332%GALNTS3,
e 276% MUC13 estao enriquecidos em tumoresferas enquanto BAGNT3 a expressao
relativa reduzida em tumoresferas (69% de reducao da expressao relativa) (* P-valor <
0,05; *** P-valor < 0.001).

4.10. UCA1 envolvido com reparo de DNA

As analises pelo WCGNA localizaram o IncRNA DE em PDAC o UCA1
no cluster cujo médulo de co-expressao foi enriquecido para via de reparo de
DNA (Figura 23 item 4.8). A correlagao entre o IncRNA UCA171 e os genes
codificadores implicados na rede de co-expressao foi confirmada pela correlagao
positiva observada nas expressées dos genes SPIDR e PPP4C em contexto de
silenciamento de UCA1 por siRNA. A selecdo de SPIDR e PPP4C em detrimento
dos outros genes implicados na rede deu-se por observar-se que se trata dos
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genes codificadores mais bem correlacionados da rede e cuja expressao é
aumentada em PDAC. Por RT-qPCR foi confirmado que a diminuicdo da
expresséo relativa de UCA1 foi acompanhada pela significativa diminuigdo dos
niveis de SPIDR e PPPA4C (Figura 27), enquanto nenhuma alterag&o significativa
foi observada nos niveis de expressdo de MUC13, gene n&o implicado nessa

rede que foi utilizado como controle.

Figura 27 — Expressao relativa dos genes codificadores do moédulo de Reparo de
DNA knockdown de UCA1.

UCA1 SPIDR PPP4C MUC13
1201 . 1504 1501 150-
100+
. * ns
€ 80- 3 100 8 I
5 21001 > 100+ £ 1004
5 5 3
e 60 3 G $
S z z 3
w 404 E 50+ 2 50+ w 504
20+
0- T 0- 0- 0- !
N K, v h v -
& K & F L& ¥ & K
& ¥ J_,\{" 5_,\‘) é\f-' G«’;b &N

No silenciamento transiente por siRNA de UCA1 por 96h observa-se por RT-gPCR que
as expressdes de SPIDR e PPP4C séao reduzidas significativamente em relagéo a
condigao controle. 89,33% de silenciamento para SPIDR; 90,66% para a PPP4C quando
o UCA1 é silenciado em 77,66%. Nao foram observadas variagdes significativas de
MUC13, um mRNA que ndo esta implicado nesse mdédulo de co-expressao, como
controle negativo. (* P-valor < 0,05).

Os genes SPIDR e PPP4C, cuja a expressao foi confladamente regulada
por UCA1 em AsPC-1 no ensaio acima, sao descritos na literatura como
envolvidos no processe de reparo de quebra de fita dupla de DNA (DSB) logo foi
verificado que especificamente UCA1 altera a velocidade da capacidade de

reparo de DNA em contexto de DSB provocadas por radiagéo y (Figura 28).
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Figura 28 — Ensaio cometa com knockdown de UCA1
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As células AsPC-1 transfectadas com siRNAs UCA1 ou siRNAs de controle foram
irradiadas por radiagdo gama e os niveis relativos de dano ao DNA em diferentes
momentos (15, 30, 60, 120 min) foram monitorados por ensaio cometa alcalino,
expresso em unidades OTM (Olive Tail Moment). "C" refere-se ao valor de OTM antes
da irradiacdo. Dados de 50 nucleos medidos em trés experimentos replicados
independentes sdo mostrados. Diferengas significativas foram detectadas usando
ANOVA (*, P £0,05) (****, p-valor < 1x107%). Abaixo estdo imagens representativas dos
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nicleos e caudas observadas em cada uma das condigbes analisadas pelo
experimento.

4.11. UCA1 diminui progressao tumoral em xenoenxertos

A progressao tumoral in vivo por xenoenxerto de derivado de linhagem
AsPC-1 em camundongos foi acompanhada por 31 dias, afetada pela expressao
de UCA1. Os tumores desenvolvidos a partir da injegao subcutanea de AsPC-1
transfectadas com siUCA1 tiveram uma progressao tumoral significativamente
menor, chegando ao final de 31 dias com volumes tumorais 46,15% menores
quando comparados os tumores knockdown de UCA1 com tumores de AsPC-1

transfectadas com siCTRL (Figura 29).

Figura 29 — Crescimento tumoral em knockdown de UCA1
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Xenotumores derivados de linhagem AsPC-1 em camundongos. (A) A reta verde:
regressdo linear dos volumes dos tumores controles (n=4) 1x10° células AsPC-1
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(transfectadas previamente com siCTRL) administradas no subcutineo (s.c.) dos
flancos dos animais. A reta roxa: regressao linear dos volumes dos tumores knockdown
para UCA1(siUCA1) (n=5). O dia da injecao s.c. foi considerada o tempo 0, os volumes
tumorais foram monitorados a cada 3 dias para acompanhar a velocidade de
crescimento dos tumores xenograficos. (analise de covariancia - ANCOVA, P < 0.0001)
(que compara as inclinagdes das retas). (B) Volumes tumorais dos controles (siCTRL)
e knockdown para UCA1(siUCA1) ao final do periodo de 31 dias apds a injegéo s.c. O
volume médio final foi de 346,71 mm? para o tumor siCTRL e 186,7 mm? para o tumor
siUCA1 (Mann Whitney, P-valor = 0,0625).

5. Discussao

O cancer de pancreas (PC) tem o pior resultado de sobrevivéncia
quando comparada a qualquer tipo de cancer humano, com projegcdes de vir a
ser a segunda maior causa de morte por cancer até 2030 (Lola Rahib et al. 2014;
RL Siegel 2017), esse quadro demonstra a necessidade de estudos sobre o PC
e principalmente sobre o tipo mais comum de PC, o PDAC. A abordagem
transcriptomica tem se demonstrado uma ferramenta poderosa na estudo do
PDAC (Puleo et al. 2018). Varios estudos exploraram o transcriptoma de
amostras cirurgicas de PDAC (B. J. B. Raphael et al. 2017; Moffitt et al. 2015;
Collisson et al. 2019) utilizam o método de bibliotecas de selecéo de transcritos
poliadenilados. Bibliotecas de RNA total (deple¢cdo do rRNA) sdo mais
enriquecidas para IncRNAs e pequenos RNAs quando comparada a outra
estratégia, apesar disso fazer com que haja uma maior concentragdo de
sequéncias intrénicas de mRNAs imaturos processados (S. Zhao et al. 2018),
por isso nas analises foram adotados filtros estritos que eliminaram das analises
transcritos raros (FPKM < 0.01, transcritos monoexdnicos, e filtros de tamanho
de éxons ndo anotados em nenhum banco de dados (Tabela 8). Com isso
chegou-se ao conjunto de 62.474 transcritos reconstruidos em nossa montagem.
Desses 6.710 sao transcritos novos (ndo-anotados na referéncia do GENCODE)
nunca descritos em PDAC. Esse resultado levanta a hipétese de a descoberta
desses milhares de novos transcritos, frente a outros trabalhos, se deve a
maioria dos trabalhos sobre o transcriptoma de PDAC ter investigado
predominantemente bibliotecas enriquecidas de RNAs poliA+. Sendo que é

inédito a abordagem desse trabalho em avaliar o transcriptoma pelo método de
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RNAseq de RNA total em amostras cirurgicas pareadas de PDAC e tecido nao-
tumoral adjacente. Corrobora hipotese de que este estudo explorou a fragéao
nao-poliadenilada (poliA-) do transcriptoma a analise realizada pelo prof.
Eduardo Reis que demonstra que nossa reconstrucdo € mais enriquecida para
RNAs conhecidamente poliA- (X.-O. Zhang et al. 2014; Yin, Chen, and Yang
2015), nessa analise foi contatada o enriquecimento desses genes (RPPH1,
TERC e varias histonas) nos nossos dados comparados aos dados de RNAseq
do TCGA (Anexo 2, figura suplementar 3). A robustez da reconstrugdo é
corroborada pela: constatagdo de que uma parte consideravel dos transcritos
nao anotados no GENCODE (figura 9) serem anotados no catalogo do banco de
dados independente do miTranscriptome (lyer et al. 2015); e também por
analises comparativas que demonstram que os novos transcritos reconstruidos
compartilham das mesmas caracteristicas que os conhecidos. O conjunto das
novas formas de splicing e os novos INCRNAs reconstruidas possuem a mesma
distribuicao que as popula¢des anotadas no GENCODE. Quando comparados
por classes: conjuntos de transcritos novos intergénicos com IncRNAs anotados
no GENCODE, novas formas de splicing com mRNAs anotados no GENCODE,
novos transcritos antisenso com RNAs antisenso anotados no GENCODE,
verifica-se que eles tem os mesma distribuicdo de caracteristicas estruturais (
abundancia, tamanho do transcrito, numero de éxons por transcrito) e
caracteristicas funcionais (marcas regulatérias de promotor e enhancer) sendo
que essas distribuigdo sao todas diferentes de distribuicbes ao acaso (Anexo 2 -
figura 2). Analises ndo supervisionadas (Anexo 2, figura suplementar 1) e analise
supervisionadas (Anexo 2, Figura 4) de cluster hierarquico mostram que as
expressbes dos transcritos tém assinaturas que distinguem as amostras
tumorais das n&o tumorais. Toas essas analises demonstram que os transcritos
reconstruidos e filtrados em nossa analise séo “bona fide”.

Diversos IncRNAs anotados e novos tem potencial translacional
prognéstico, avaliando a expressdao nos casos do TCGA/ICGC e a
caracterizacao funcional realizada nesse trabalho mostra que ao menos alguns
deles tem impacto em fendtipos malignos. Os mecanismos através dos quais
INcRNAs exercem suas fungdes regulatorias ainda sdo desconhecidos e por isso
foi utilizada a heuristica da abordagem da “culpa por associa¢gao” (Lamere and

Li 2019; Lefever et al. 2017), afim de inferir a esses INcCRNAs associagdes com
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fungdes bioldgicas. Neste trabalho a abordagem de “culpa por associagao” foi
realizada pela constru¢cdo de redes de co-expressdo (RCEX) utilizando-se o
WCGNA (Tang et al. 2018), que identificou clusters nos quais os transcritos
correlacionam-se pela expressao génica (Anexo 2 — figura suplementar 7). Uma
vez correlacionados, a inferéncia de funcao é feita pelo enriquecimento de vias
para cada modulo, observado nos 22 modulos de co-expressao resultantes da
analise (Figura 22). Essa analise teve resultados coerentes, pois o cluster roxo,
mais bem correlacionado com o fendétipo tumoral, esta enriquecido para vias
classicamente descritas como relevantes em tumores, esse cluster em
especifico & enriquecido para “glicosilagao de mucinas” PDAC (Kaur et al 2013).
Corrobora a robustez dessa analise o fato do cluster enriquecido para “secrecéo
pancreatica” ser o menos correlacionado com fenétipo tumoral, fato que pode
ser explicado pela perda de funcdo enddcrina e exécrina pancreatica no tecido
tumoral. A partir da analise por RCEX foram verificados modulos enriquecidos
para vias de reparo de DNA e O-glicosilagdo de mucinas (Figuras 23 e 24).
Todos os 6 (seis) novos transcritos selecionados a partir dos dados de
RNAseq tiveram a existéncia validada (Figura 10) por PCR end point e a DE
validada por RT-gPCR de amostras cirurgicas (Figura 12), T e N, e amostra de
PDX, confirmando-se a expressdo aberrante em contexto tumoral (T e PDX)
quando comparado ao tecido ndo tumorais adjacente (N). Os novos intergénicos
TCONS00084995, TCONS00009076, TCONS00087289, TCONS00006750,
TCONS00059572, tem sua estrutura corroborada pelo miT, ja
TCONS000036574 aparece unicamente em nossa reconstrugéo, entretanto até
o presente momento nenhum desses transcritos foram validados por outros
grupos. As expressoes relativas desses foram medidas nas linhagens de PDAC
disponiveis no laboratério (Figura 11) e em linhagem derivada de PDX,
observou-se que o0s dois novos intergénicos, TCONS00059572 e
TCONS00036574, foram detectados em niveis significativos apenas na
linhagem de PDX. Esses resultados demonstram o viés caracteristico do cultivo
de linhagens celulares em 2D, em que cada linhagem recuperara apenas parte
distinta do comportamento transcricional quando comparadas a amostra original
tridimensional. Possivelmente a linhagem derivada de PDX recupera ainda, por
ter pouquissimas passagens, a organizagao da superficie celular que ocorre na

cultura 3D e no tumor in situ com isso algumas vias de sinalizagdo alternativas
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que podem néo estar disponiveis na cultura 2D (Pickl and Ries 2009). E essas
vias podem ser as vias relacionadas com a expressao de TCONS00059572 e
TCONS00036574. Desse conjunto trés deles, TCONS00036574,
TCONS00085964 e TCONS00006750, foram correlacionados pela analise de
redes de co-expressao dentro do moédulo O-glicoslilation (Figura 23), indicando
uma possivel associagao regulatéria com os genes codificadores agrupados na
rede constituida por aquele mddulo, esse mddulo tem sobreposi¢cao pelas O-
glicosiltransferases GALNT3 e B3GNT3 com a manutencédo de CSCs em PDAC
(Barkeer et al. 2018). A analise de sobrevida mostrou que para dois deles
TCONS00085964 e TCONS00036574 existe um impacto na sobrevida global
dos pacientes (Figura 13). Sendo que uma maior expressédo de
TCONSO00085964 esta correlacionada com uma diminuicdo da sobrevida, e uma
hazard ratio (HR) de 1,6 e um p-valor marginal de 0,085. Ao passo que uma
maior expressao de TCONS00036574 tem uma (HR) de 0,6 o p-valor 0,044 esta
associada com o aumento da sobrevida global do paciente, demonstrando o
potencial translacional desses novos intergénicos revelados nesse trabalho. A
analise de sobrevida desses grupos de novos intergénicos foi feita a partir dos
dados brutos do banco de dados de RNAseq do International Cédncer Genome
Consortium (ICGC) com a nossa montagem do transcriptoma e observamos
maior significancia estatistica quando utilizado esse banco de dados (PACA-AU),
esses dados foram obtidos de RNAseq de bibliotecas de RNA total, como as
deste trabalho.

As novas AS validadas (Figura 14) MMP14 (TCONS00027381), CAPN8
(TCONSO00006585), LIF (TCONS00057528) e OCT3, ou SLC22A3,
(TCONSO00074972), todas constam no catalogo do miT, s&o formas de splicing
ndo catalogadas pelo GENCODE, até o presente ndo foram encontrados
registros de validacbes em nivel de proteina dessas AS. Os quatro genes
candnicos sao sabidamente envolvidos com cancer (Jiang et al. 2015; D.-T.
Chen et al. 2015; Hata et al. 2016; Y. Shi et al. 2019; Fu et al. 2017; Hsu et al.
2017). MMP14 é wuma metaloproteinase (MMP) responsavel pelo
remodelamento da matriz extracelular. As MMPs foram propostas como
possiveis alvos terapéuticos, e foi relatado que podem influenciar o
microambiente tumoral levando a um maior crescimento, angiogénese e
metastase (Cathcart, Pulkoski-Gross, and Cao 2015). CAPN (Calpainas) € uma
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familia de proteases dependentes de calcio que regula varios processos
celulares clivando sustratos (Hata et al. 2016), e ja foi correlacionada a
expressdo de CAPN8 com pior prognostico em PDAC (D.-T. Chen et al. 2015).
Recentemente Bressy e colaboradores encontraram uma sobre-expressao de
LIF em tecidos de cancer pancreatico, e detectaram sua presenca em soro de
pacientes e de camundongos com a doenga mas n&o nos individuos saudaveis,
indicando que poderia servir como biomarcador (Bressy et al. 2018). As 4
(quatro) AS validadas tem expressao aumentada em PDAC e sado formas
predominantes de expressao dos genes em PDAC, sendo potenciais antigenos
especificos de tumor (TSAs) (Smith et al. 2019).

Este trabalho esta no seguimento de outros do grupo de pesquisa como
o Tahira et al., a abordagem para investigar IncRNAs implicados em cancer de
pancreas, PDAC, a partir de IncRNA com expressao aberrante no tumor (Tahira
et al. 2011b; Reis and Verjovski-Almeida 2012b). Constatou-se que todos os
IncRNAs selecionados e que foram validados (Figura 15) estdo envolvidos no
fenotipo tumoral de PDAC, LINCO01559; LINC01133; CCAT1; LINC00920 e
UCA1 (Figuras 19, 20 e 21).

O LINCO1614 foi descrito como diferencialmente expresso em
carcinoma epidermdide escamoso de esdfago (W. Wang et al. 2018), em
adenocarcinoma de pulm&o, cancer de pulmdo de nao pequenas células e
cancer de mama foi também detectado em linhagens desses canceres (A. Liu et
al. 2018; Vishnubalaji et al. 2019) . Neste trabalho a express&o de LINC01614
foi detectada como aberrante em PDAC pelo RNAseq, na validagdo por RT-
gPCR apenas detectada em amostras de PDAC cirurgica, ndo sendo detectados
significativamente em amostras nado tumorais cirdrgicas e no conjunto de
amostras PDX (Figura 15). Esse resultado sugere que em PDAC o LINC01614
€ expresso apenas em contexto de TME humano, podendo ser expresso por
células especificas do TME ou ser expresso pelas células tumorais por vias de
sinalizagcdo que os modelo experimental adotado, PDX, nao foi capaz de
recapitular mesmo com a presenga do estroma do camundongo hospedeiro. Por
isso, nesse trabalho, o LINC01614 nao foi avaliado quanto a seu envolvimento
com migracao, invaséo e proliferagdo por ndo ser expresso por nenhum dos
modelos experimentais avaliados, cultura de linhagens celulares de PDAC em

2D, bem como em PDX.

109


https://paperpile.com/c/jftsXl/JM7hY
https://paperpile.com/c/jftsXl/0OAbO
https://paperpile.com/c/jftsXl/MaKUx

LINC01133, envolvido com migragdo, invasao e progressao tumoral
neste trabalho (Figuras 19, 20 e 21) ja foi descrito por ter altos niveis de
expressao em tipos de cancer como pulmonar (NSCLC), tumores de colon (CRC)
e baixos niveis em tumor gastrico (GC). Nota-se na literatura que um
comportamento de funcbes contexto-dependentes, sendo descrito como
supressor tumoral em CRC e GC, e tumorigénico em NSCLC. O LINC01133
interage com fator de splicing SRSF6, o qual tem um papel de regulador de,
agindo como ligantes alternativo em SRSF6. Relatado como tumorigénico em
NSCLC, o mecanismo consiste em basicamente a interagao do LINC01133 com
EZH2 e LSD1, com consequente inibicdo da expressdao de P21, KLF2 e E-
Caderina. Nesse caso foi observado que o silenciamento de LINC01133 em
linhagens A549 levou a uma diminuigdo do crescimento (in vivo), migragao e
invasdo. No contexto de PDAC foi demonstrado que LINC01133 atua de forma
tumorigénica através do envolvimento com a metilagdo do promotor de DKK1 e
a ativagao da via de sinalizagado da Wnt (Weng et al. 2019). Um outro dado na
literatura mostra que o LINC01133 atua como supressor tumoral em Cancer
Gastrico (GC), diminuindo a progressao e metastase agindo como ceRNA para
o miR-106a-3p o qual por sua vez regula a expressédo de APC
consequentemente a via Wnt/B-catenina (Zang et al. 2016; Kong et al. 2016; Wan
et al. 2019; X.-Z. Yang et al. 2018).

O Transcrito Associado ao Cancer de Colon 1 (CCAT1), envolvido com
proliferagdo, migracao e invasao nesse trabalho (Figuras 19, 20 e 21), tem seu
locus na vizinhanga de um fator de transcricdo bem conhecido, c-Myc, e estudos
mostram que a expressdao de CCAT1 é ativada por c-Myc, o aumento da
expressdo de CCAT1 contribui para a tumorigénese, processo metastatico em
do CCR, GC e PDAC. Porém o mecanismo pelo qual CCAT1 atua nao foi
totalmente elucidado, na literatura encontra-se o seu envolvimento por ter um
papel de esponja de let-7 em cancer hepatocelular (HCC), sendo por isso
envolvido com o aumento da progressao tumoral e marcador de progndstico
nesse cancer. Nos nossos dados CCAT1 foi localizado nas redes de co-
expresséo dentro do moédulo enriquecido para via de O-glicosilagdo de mucinas
(Figura 23), e demonstrou ser um regulador da expressdo de LINCO01559,
GALNT3 e B3GNT3 (Figura 25), pois em knockdown de CCAT1 houve uma

correlagao positiva com a expressao de LINC01559 B3GNT3, entretanto nao
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observa-se alteragdes significativas da expressao de LICN01559 em knockdown
de CCAT1, nem no controle negativo PPP4C, isso aponta para hipétese de um
eixo que tem CCAT1 como um elemento regulador a upstream de LINC01559.

LINC00920, neste trabalho foi observado estar envolvido com migragéo
e invasao (Figuras 19 e 20), em pelo modelo experimental de AsPC-1 em 2D
nao foi observada resultados significados quanto proliferagdo, pesquisas com
outros modelos experimentais sdo necessarias para explorar mais a implicacao
de LINC00920 em PDAC. Foi descrito com expressao aberrante, proliferacao
tumoral e associado com diminuigcdo da sobrevida em CRC, pelo mecanismo no
qual LINC00920 interage com sitios de ubiquitinagdo do IGF2BP2 e previne sua
degradacao (Yun Wang et al. 2019).

O LINC02577 (Figura 15) assim denominado na versao GRCh38 do
genoma humano utilizada como referéncia do GENCODE atualmente, esse gene
era denominado RP5-884M6.1 na verséo anterior GRCh37. Foi descrito como
sendo superexpresso em cancer de nasofaringe, superexpresso em carcinoma
oral de células escamosas (Y. Song, Pan, and Liu 2019), também foi descrito
como sendo uma possivel assinatura para adenocarcinoma de estébmago (J.
Yang and Song 2019). Outros o trabalhos mostram que a expressédo de
LINC02577 é afetada por irradiagdo por UVB além de interagir com a cromatina
em linhagem K562 (Wen et al. 2016; Cai et al. 2016). Esse dado corrobora os
resultados das analises de rede de co-expressao desse estudo no qual ele foi
localizado no médulo enriquecido para vias de reparo de DNA, uma vez que a
principal via estudada por irradiacado com UVB ¢ a via de reparo de DNA.

LINC01559 demonstrou ser envolvido com proliferagdo, migracéo e
invasdo nesse trabalho (Figuras 19, 20 e 21) além disso tem potencial
translacional detectado pela analise de sobrevida (Figura 17). LINC0O1559 foi
recentemente descrito como sendo implicado na diminuicdo da sobrevida em
adenocarcinoma de pulméo (X. Shi et al. 2018), bem como foi descrito como uma
potencial assinatura sérica de cancer renal (B. Chen et al. 2018). Porém nenhum
desses trabalhos investigou qualquer fungao bioldgica para o LINC01559. Nas
analises de redes de co-expressdo e enriquecimento de vias (Figura 22) os
candidatos mais DE apareceram no modulo de O-linked glicosilagao (Figura 23):
LINC01559, CCAT1 e os novos intergénicos TCONS00036574,
TCONS00085964 e TCONS00006750. Feito o silenciamento de LINC01559 por
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siRNA em linhagem AsPc-1, os niveis de expressdo de CCAT1, dos genes
codificadores B3GNT3 e GALNT3 tiveram uma correlagao direta na expressao
génica, ou seja tiveram uma diminuigdo em relagao a situagao controle, e o gene
MUC13 uma correlagéo inversa, ou seja, quando silenciado LINC01559 houve
um aumento da expressao de MUC13. Porém as correlacbes encontradas
experimentalmente em knockdown diferem-se em alguns casos das observadas
nas analises do WCGNA, € necessario fazer aqui duas consideragdes, o
RNAseq € uma analise do transcriptoma, que contém populagdes de células
diferentes como PDAC e estroma, logo o que fora observado nos mddulos de
co-expressao pode ter sido um comportamento de células do TME ou mesmo
um comportamento das células tumorais em crosslink com TME, ou ainda, que
a linhagem 2D utilizadas como modelo experimetal ndo tenha recapitulado os
niveis de sinalizagdo in situ. A alteragdo dos niveis de enzimas GALNT é
associado com muitos tipos de cancer, e INcRNAs superexpressos em cancer
tem mecanismos de esponjas de miRNAs que alvejam transcritos GALNTs
(Shan et al. 2018). As N-acetilgalactosaminiltransferases (GALNTs) sdo uma
familia do polipeptideo N-acetilgalactosamina (GalNAc)-transferases, as quais
tem por fungao iniciar a O-glicosilagdo no aparelho de Golgi, nesse processo
quimicamente ocorre a catalisagdo da re¢ao de adi¢céo de residuos glicosidicos
de GalNAc em sitios de residuos de serina e treonina na proteina alvo (Bennett
et al. 2012; Gerken et al. 2006). LINC01559 tem papel regulatério de BGNT3 e
GALNTS3, possivelmente por esponja de miRNAs alvos de ambas ou por recrutar
para esses genes fatores de transcricdo. Analises in silico serem inconclusivas
quando a possiveis sitios de miRNAs compartilhados por LINC01559 e B3GNT3
e GALNT3, entretanto fazem-se necessarias comprovagdes experimentais.
B3GNT3 e GALNT3 sao glicosiltransferases implicadas em cancer, e foi
demonstrado seu papel na glicosilagdo e mediacdo do crescimento e da
manutengdo de CSCs em PDAC (Barkeer et al. 2018).

O IncRNA UCA1 demonstrou ser envolvido com proliferagdo, migragao
e invasao nesse trabalho (Figuras 19, 20 e 21) além disso tem potencial
translacional detectado pela analise de sobrevida (Figura 17). UCA1 foi
observado com expressdao aumentada em diversos tipos de tumores, incluindo
cancer pancreatico favorecendo a proliferagao celular, migragao e invasao (P.
Chen et al. 2016; X. Zhang et al. 2017; Y. Zhou et al. 2018; M. Zhang et al. 2018).
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Zhang et. al. sugere que UCA1 participa na via de sinalizagao Hippo interatuando
com MOB1, Lats1 e YAP promovendo a migragao celular (M. Zhang et al. 2018).
Zhou et. al. fizeram analises de microarray em 36 tecidos tumorais e 16 normais,
determinando que UCA1 atua regulando negativamente miR-96 e positivamente
FOXO3 (Y. Zhou et al. 2018); enquanto que Zhang et. al. sugerem que UCA1 é
um oncogene com funcao de esponja do microRNA miR-135a, regulando o
crescimento e metastase do cancer pancreatico (X. Zhang et al. 2017). A sobre-
expressdo de UCAT1 também foi correlacionada com resisténcia a
quimioterapicos como gemcitabina, cisplatina, tamoxifen, 5-FU, imatinib e
EGFR-TKIs, enquanto que a inativacdo de UCA1 restabelece a sensibilidade as
drogas (H. Wang et al. 2017). Todos esses trabalhos destacam a importancia de
UCA1 como biomarcador diagnostico e progndstico, assim como também como
possivel alvo terapéutico em cancer pancreatico (H. Wang et al. 2017). UCA1
também foi descrito como sendo tendo envolvimento com metabolismo de
glutamina em cancer de bexiga pela via mTOR (H.-J. Li et al. 2015) e
metabolismo de glicose em cancer de bexiga pelo eixo miR-16-GLS2 (Zhengkun
Li et al. 2014). Em cancer de bexiga UCA1 é envolvido com migragao e invasao
pelo mecanismo de UCA1/let-7e/[HMGAZ2 (Yi Cheng et al. 2019). Neste trabalho
UCA1 foi localizado pelas redes de co-expressdo em um moddulo enriquecido
para via de reparo de DNA, no qual ele é altamente correlacionado com
transcritos de mRNA, no topo da lista de correlagao estdo SPIDR e PPP4C. A
proteina SPIDR (proteina scaffolding envolvida no reparo de DNA) atua como o
elo entre a helicase BLM RecQ Like e o maquinario de reparo por recombinagao
homologa (HR). E proposto que SPIDR interage independentemente com BLM
e RAD51 e promove a formagdo de um complexo de importancia bioldgica
contendo BLM / RADS51 (W. Li et al. 2013). A proteina PPP4C por sua vez é
descrita como uma druggable fosfatase sensivel a Fostriecina e demonstram que
a supressao da PPP4C desencadeia apoptose (Theobald et al. 2013). Foi
confirmado que o knockdown de UCA1 leva a diminui¢cdo significativa da
expressao de SPIDR e PPP4C, somando-se ao fato que foi confirmado que o
knockdown de UCA1 prejudica significativamente o reparo de DNA apds quebras
induzidas por radiagao-y em células de AsPC-1 (Figura 28), demonstrando que
a cinética de reparo de células knockdown de UCA1 tem significativamente

menor velocidade de reparo menor do que o grupo transfectado com siCTRL,
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sendo que ambos os grupos partem confiadamente dos mesmos niveis de
fragmentacado do DNA gendmico, além disso o knockdown de UCA1 apresentou
uma redugdo da velocidade de crescimento tumoral (Figura 28) como ja fora

observado na literatura (Hu et al. 2016) corroborando nossos dados.

6. Conclusao

O transcriptoma de bibliotecas de RNAtotal pareadas por RNAseq revelou
com maior resolucdo caracteristicas moléculas de PDAC n&o observadas até o
momento pela literatura. Foi gerado um transcriptoma composto por 41.341
transcritos conhecidos pela referéncia do GENCODE e 6.710 transcritos novos
quando comparados a referéncia do GENCODE. Desse conjunto foram
classificados 339 como sendo novos transcritos intergénicos, 184 antisensos, e
6.187 potenciais novas variantes de splicing. A maioria deles possuem um baixo
potencial codificador (Sosa 2019).

Dos 86 RNAs intergénicos, 6 novos intergénicos foram identificados com
expressdo aumentada em PDAC. Eles receberam pela montagem as seguintes
identificagbes:  TCONS00085964, TCONSO00009076, TCONSO00087289,
TCONSO00006750, TCONS00059572,  TCONS000036574. Desses
TCONS00085964 e TCONS00036574 tem correlacdo com alteracdo na
sobrevida de paciente, demonstrando ser um potencial translacional, como por
exemplo marcador de prognostico. Ensaios para a validagéo de regides maiores
desses novos transcritos estao sendo realizadas em nosso laboratério, eles tem
como objetivo investigar a relevancia desses INcCRNAs novos no fenétipo tumoral
bem como investigar o envolvimento em fun¢des bioldgicas. Isso tudo demonstra
que para esses novos transcritos os resultados desse trabalho abrem caminhos
para estudos posteriores.

As analises de expressao diferencial permitiram encontrar 171 novas
formas de splicing, das quais foram validadas novas AS de genes sabidamente
implicados em cancer como MMP14, CAPNS8, LIF e OCT3. A analise do
transcriptoma n&o identificou alteragdes significativas na abundancia das formas
candnicas ja anotadas destes genes, sugerindo que as formas de splicing

validadas sao as isoformas predominantemente expressas no PDAC.
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Os IncRNAs com expressdo aberrante identificados LINC01559,
LINCO01133, LINC02577, CCAT1, LINC00920 e UCA1 e selecionados
demonstraram ter relevancia no contexto de PDAC, LINC01559, LINC02577 e
UCA1 tiveram as expressbes em PDAC relacionadas com alteragdes na
sobrevida, indicando um potencial como marcador prognéstico. Os IncRNAs
LINC01559, LINC01133, CCAT1, LINC00920 e UCA1 foram implicados com o
fendtipo tumoral de PDAC, visto que o knockdown desses teve como resultado
diminuicdo da migragao e invasao. Esses resultados séo corroborados pelo
knockdown de LINC01559, LINC01133, CCAT1 e UCA1 causar uma diminuicao
na progressao tumoral. Relagbées com fungdes biolégicas do fendtipo tumoral
foram observadas para LINC01559 sendo envolvimento na regulacdo da
expressdo de mMRNA de O-glicosilagdo, mais especificamente enzimas
envolvidas com CSCs, a expressao de LINC01559 foi regulada pela expressao
de CCATA1, por fim o envolvimento UCA1 com reparo de DNA e alteracdo do
crescimento tumoral in vivo, a alteragdo da progressao tumoral in vivo ja fora
demonstrada anteriormente (Hu et al. 2016), o que corrobora o resultado desse
experimento.

Dado o exposto nesse trabalho fica evidente a produgdo de um catalogo
que interrogou mais elementos do transcriptoma de PDAC e identificou
transcritos relevantes no contexto de PDAC com potenciais progndsticos e

terapéuticos.
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Anexo 1 — Perfil da eletroforese capilar das 28 bibliotecas de RNAseq.
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ANEXO 1 — Perfil de eletroforese capilar das 28 bibliotecas de RNAseq

As 28 bibliotecas de RNAseq (item 4.1) foram produzidas em trés lotes
utilizando-se o kit lllumina TruSeq Stranded Total RNA LT com Ribo-Zero Gold
(Cat # RS-122-2001). Todas a partir do RNA extraido de amostras cirurgicas de
pancreas, sendo 14 amostras pareadas (Tabela 1) com as amostras tumorais
(T) e as respectivas amostras ndo tumorais pancreaticas adjacentes (N) foi
realizada com sucesso, no tamanho médio adequado (300bp) para o
sequenciamento em plataforma lllumina (Figura 6, item 4.1). As eletroforeses
foram realizadas no aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer do Centro Avangado de
Tecnologias em Gendmica (CATG) do IQUSP sob supervisdo da especialista

Dra. Layla Farage Martins.

Perfil eletroforético capilar do lote 1 de bibliotecas processadas
simultaneamente para RNAseq
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Perfil eletroforético capilar do lote 2 de bibliotecas processadas

simultaneamente para RNAseq
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Perfil eletroforético capilar do lote 2 de bibliotecas processadas
simultaneamente para RNAseq
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Anexo 2 — Manuscrito em preparacao para submissao no periédico BMC
Genome Medicine. (IF: 8.8 ISI)

Transcriptional variation analysis of matched tumor/adjacent tissue
reveals pervasive alternative splicing and expression of long noncoding

RNAs in pancreatic adenocarcinoma
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Abstract

Background: Global transcriptome analysis of pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) has been useful to identify gene expression changes that sustain
malignant phenotypes and to describe molecular subtypes of the disease. Yet,
most studies examined only tumor tissues and focused on the transcriptional
changes of well-annotated protein-coding genes, and the repertoire of long
noncoding RNAs (IncRNAS) and alternative splicing variants expressed in

pancreatic tissues of PDAC cases is still incomplete.

Methods: We generated strand-oriented total RNA-seq data of patient-matched
tumor and adjacent nonmalignant pancreatic tissues from 14 cases of PDAC and
implemented a computational pipeline to reconstruct the pancreatic
transcriptome and annotate novel IncRNAs and splicing variants. The expression
of a subset of novel transcripts was validated by RT-qPCR and the contribution

of IncRNAs with aberrant expression in PDAC to malignant phenotypes was
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examined following siRNA knockdown in tumor cell lines. Gene coexpression
network and functional enrichment analyses were used to infer biological

processes exerted by oncogenic INncCRNAs.

Results: The assembled pancreatic transcriptome comprised 10570 transcripts
GENCODE annotated IncRNAs as well as 6187 unannotated splicing variants of
known genes, 339 intergenic RNAs and 184 antisense RNAs. Most unannotated
intergenic/antisense RNAs display low or absent coding potential and their
structural and regulatory genomic features are consistent with them being
bonafide cellular transcripts. Hundreds of novel splicing variants and
intergenic/antisense INncRNAs differentially expressed in tumor tissues were
identified, most being detected in publicly available PDAC datasets (TCGA and
ICGC) and including transcripts significantly associated to patient outcome.
Aberrant expression in PDAC of a subset of novel and known IncRNAs was
independently confirmed in patient samples, xenografts and cell lines. siRNA-
mediated knockdown of IncRNAs LINC01559, LINC01133, CCAT1, LINC0920
and UCA1 reduced cell proliferation (excepted for LINC0920), migration and
invasion in vitro. Gene coexpression network analysis associated IncRNAs to
diverse biological processes in PDAC, such as cell adhesion, protein O-
glycosylation and DNA repair. UCA1 is coexpressed with genes associated with
DNA repair and UCA1 knockdown was shown to specifically deregulate the
expression of genes in the same module and to negatively impact DNA repair in

PDAC cells following damage induced by ionizing radiation.

Conclusions: Our study expands the catalog of splicing variants of known genes,
intergenic and antisense long noncoding RNAs expressed in PDAC. A number of

novel potential biomarkers for risk stratification of patients with pancreatic cancer
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were identified. Based on a gene co-expression analysis we raise the possibility
that IncRNAs deregulated in PDAC may participate in specific cellular processes
relevant to sustain malignant phenotypes and demonstrate the participation of

UCA1 in DNA repair.

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma, IncRNA, co-expression
networks.

Figure 1. Unsupervised analysis of PDAC transcriptome data. Principal
component (PCA, to the left) and hierarchical clustering (to the right) analysis of
tumor (black) and non-tumor pancreatic tissue patient samples (white) was
performed with the top 500 most variant transcripts among protein-coding (panel
A), novel splicing isoforms (panel B), intergenic RNAs (panel C) and antisense
RNAs (panel D).

Figure 2. Novel transcripts display structural and regulatory genomic features like
known protein-coding and intergenic/antisense RNAs. Distributions of abundance
(panel A), length (panel B), and number of exons (panel C) of the reconstructed
transcripts. Distance distribution of GENCODE annotated promoter (panel D) and
enhancer-like (panel E) regions relative to the TSS of known and novel
transcripts. The distributions were significantly different (Kolmogorov-Smirnov
test, p < 0.001) to the distribution observed for a randomly selected set of
sequences. Transcript types are color labeled as follows: lilac, potentially novel
isoform; red, novel intergenic RNA; blue: novel antisense RNA; black, GENCODE
protein coding mRNA; orange: GENCODE IlincRNA; light blue, GENCODE
antisense RNA,; gray: random sequences.

Figure 3. Detection in miTranscriptome and coding potential of PDAC novel
transcripts. The overlap between unannotated transcripts detected in our study
and the miTranscriptome catalog is shown in panel A (light green, transcripts
detected only in this work; dark green, transcripts confirmed in miTranscriptome).
The protein-coding potential of novel splicing variants of GENCODE transcripts
and unannotated intergenic and antisense RNAs was inferred using the CPC or

PhyloCSF programs (panel B) based on scores calculate with each approach
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(see Methods for details). Panel C; diagram showing the intersection between
non-coding/non-coding weak transcripts (coding potential score < 0) detected by
CPC or PhyloCSF. Open Reading Frame (ORF) analysis was performed using
TransDecoder (https:/transdecoder.github.io), and ORFs with more than 100
residues were annotated. Similarity to the Swissprot database (based ona 1.0 E-
5 significance threshold) was evaluated using BLASTP. Dark; transcripts without
an OREF; Light red: ORFs without similarity to known proteins; gray: ORFs with

significant similarity to Swissprot.

Figure 4. GENCODE annotated and novel transcripts differentially expressed in
PDAC. Only transcripts with fold change > |10| and p-adj < 0.001 were considered
significant (see Methods for details). Heatmaps with the expression of a) protein
coding (n=669); b) novel splicing isoforms (n=171); ¢) intergenic RNAs (n=86; 34
knowns, 52 novel) and d) antisense RNAs (n=49; 14 known, 35 novel) are shown.
White bars: non-tumor pancreatic tissue patient samples; black bars: tumor

samples. Z-score normalized expression values are shown.

Figure 5. Validation and prognostic potential of novel intergenic transcripts
detected in PDAC. Panel A; genome structure of novel intergenic IncRNAs
selected for RT-PCR validation. The arrows represent the exon border regions
flanked by the PCR primers. Panel B; expression of selected candidates was
tested by end-point RT-PCR in PDAC-derived cell lines (AsPC-1, MiaPaCa-2,
BXPC-3, PANC-1, PDX-08) and fibroblasts (MRC-5) along with controls (QDNA,
nontemplate control, no RT,). A 2% agarose gel electrophoresis is shown.
Molecular size markers are shown in lane 1. The expected PCR amplicons were
variably observed in different cell lines: TCONS00084995 (149bp);
TCONSO00009076 (145bp); TCONSO00087289 (188bp); TCONS00006750
(114bp); TCONS00059572 (159bp); TCONS000036574 (153bp). Panel C;
aberrant expression in PDAC of novel intergenic IncRNAs was confirmed by RT-
gPCR in clinical samples of PDAC, nontumor adjacent tissue (NT) and patient-
derived tumor xenografts (PDXs). Results are shown as log2 fold-change values
relative to the expression in the NT samples. (*, P < 0.05) (**, P <0.01) (***, P <
0.001). Panel D; heatmap with the expression of the intergenic IncCRNA
candidates in different PDAC cell lines as detected by RT-gPCR. Results are
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expressed in fold-change values relative to the expression in PANC-1 cells. Panel
E; Expression of novel intergenic transcripts was significantly (TCONS00036574,
HR: 0.55 p =0.044) or marginally (TCONS00085964, HR: 1.66, p =0.085)

associated to patient outcome in the ICGC dataset.

Figure 6. Expression and prognostic potential of known candidate IncRNAs in
patient samples, patient-derived xenografts (PDXs) and PDAC cell lines. Panel
A; expression of GENCODE annotated IncRNAs in clinical samples of PDAC and
PDXs relative to adjacent non-tumor tissues (NT) was confirmed by RT-gPCR.
For each transcript, the relative expression refers to the average expression in
NT samples (which was set to 1) following normalization to a reference gene (see
Methods for details). Panel B. relative expression of candidate IncRNAs in
different PDAC cell lines measured by RT-qPCR (left panel; expressed as fold-
change relative to the abundance of LINC02577 in AsPC-1) or RNA-seq (middle
panel; FPKM values, from ArrayExpress ID: E-MTAB-2706). For each IncRNA,
the Spearman correlation between the expression measured by RT-gPCR or
RNA-seq is shown (right panel). Panel C; patients with higher levels of
LINC01559, LINC02577 and UCA1 showed increased risk of cancer-associated
death (HRs range 2.0-1.9, p< 0.05).

Figure 7. Impact of IncRNA knockdown in proliferation, migration and invasion of
PDAC in vitro. AsPC-1 cells were transfected with siRNAs targeting LINC01559,
LINC01133, CCAT1, LINC0920 or UCA1 or control siRNAs (siCTRL). Panel A;
RT-qPCR analysis with the relative expression (% of depletion) of target IncRNAs
in cells transfected with specific siRNAs compared to controls. Panel B; cell
growth was monitored by real time imaging for 8 days after transfection with test
(3 replicates, purple points) or control siRNAs (2 replicates, green points). Dotted
vertical lines indicate the change of culture medium at day 2. Values collected at
every 2,5 hrs were used to fit a linear function and statistically significant
differences in the slope of the linear fits (p < 0.001) are indicated. Panel C;
collected images were used to estimate cell motility by measuring the migration
distance of individual cells (see Methods for details). For each condition, the
migration distance of randomly selected cells was measured at every 20 min (left

panel). The average migration of fifteen cells in test (3 replicates) and control (2
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replicates) cells was calculated (right panel). Panel D; invasion assay. 1x10°
transfected cells were placed in matrigel-coated culture inserts. After 24h, cells
were stained and migration through the matrigel was evaluated by measuring the
staining area using the ImageJ software. Data show mean + SD of three
independent experiments. Statistically significant differences were inferred using
Mann-Whitney test (proliferation and invasion) or unpaired Student’s t-test
(migration) and the following cut-offs: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ****, p < 104

Figure 8. IncRNA UCA1 modulates the expression of DNA repair genes and
siRNA-mediated UCA1 knockdown reduces DNA repair in vitro. Panel A; a
pancreatic gene expression network module enriched in DNA repair protein
coding genes and coexpressed INCRNAs is shown. Tumor upegulated (red
bars) and downregulated (blue bars) transcripts are indicated (statistically
significant differences are shown in dark colors). Pairwise connectivity values
are depicted in gray scale. The upper green bar indicates the relative
connectivity (“hubness”) of the INcCRNAs in the module. Panel B; relative
expression of genes belonging to the DNA repair coexpression module (SPIDR
and PPP4C) or from a distinct network module (MUC13) in AsPC-1 cells
transfected with siRNA complementary to UCA1 (siUCA1) or control siRNAs
(siCTRL). Significant changes in Wilcoxon rank test are indicated (*, p < 0.05).
Panel C; cells transfected with UCA1 siRNAs or control siRNAs were gamma-
irradiated and the relative levels of DNA damage were monitored before (“C”)
and at different time points (15, 30, 60, 120 min) by alkaline comet assay,
expressed as OTM units (“olive-tail moment”). Data from 50 nuclei measured in
three independent replicate experiments are shown. Significant differences
were detected using ANOVA (*, p < 0.05) (****, p < 10%).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4.
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Figure 5
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Figure 6
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Supplementary material

Supplementary Figure 1. The bioinformatics pipeline can be divided in nine
modules: read pre-processing (light yellow), genome mapping (yellow), assembly
(orange), annotation (violet), gene/transcript differential expression (light blue),
network analysis (blue), circular RNA identification (gray), data integration (light
green) and selection of candidates (green). Custom scripts written in Bash, R and
Python were used to process input and output files from the standalone programs

used in the pipeline.

164



Raw data » Reference Pancreatic Transcriptome

!

Demultiplexing
(HiSeq Analysis Software)

I

Quality control
(FastQC)

|

Filtering low quality reads

(Trimmomatic)
Genome mapping
(Tophat2)
—» Expression
Quantification

(Rsem)

Differential expression
analysis (Deseq2)

circular RNAs identification
(CIRI)

!

Annotation and quantification
(circBase)

Differential expression
analysis (Deseq2)

i

R e R e T
e [ T g

Supplementary Figure 2. Unsupervised analysis of PDAC transcriptome data.
Principal component (PCA, to the left) and hierarchical clustering (to the right)
analysis of tumour (black) and non-tumour pancreatic tissue patient samples
(white) was performed with the top 500 most variant transcripts among protein-
coding (panel A), novel splicing isoforms (panel B), intergenic RNAs (panel C)

and antisense RNAs (panel D).
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Supplementary Figure 3. rRNA depleted-RNAseq libraries from PDAC samples
are enriched in nonpolyadenylated RNAs. Ribonuclease P RNA component H1
(RPPH1), telomerase RNA component (TERC) and several histone genes are
detected at high expressioner levels in the RNAseq libraries generated from
rRNA depleted RNA generated in this study (n= 29, 1Q) compared to poliA-
selected RNA (n= 147 samples, TCGA)
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Supplementary Figure 4. AS validation. (A) Tracks generated in the Genome
Browser to view of our assembly novel MMP14, CAPN8 and LIF AS transcripts.
Tracks generated in the Genome Browser to view the new transcripts from our
assembly. The arrows represent the exon border regions flanked by primers for
PCR validation. (B) 2% agarose gel electrophoresis. At lane 1: Gene Ruler; lane
2: template, Capan-1 cDNA; lane 3: template, AsPC-1 cDNA,; lane 4: template,
MiaPaCa-2 cDNA; lane 5: template, Panc-1 cDNA; lane 6: template, BxPC-3
cDNA; lane 7: template, PDX cDNA; lane 8: template, MRC-5; lane 9: template,
gDNA from CaPan-1; lane 10: NTC; lane 11: RNA from Capan-1. The expected
amplicon PCR are observed
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Supplementary Figure 5. Effect of IncRNA knockdown in Transwell migration
assay. AsPC-1 cells (1x105) transfected with siRNAs complementary to IncRNAs
LINC01559, LINC01133, CCAT1, LINC00920, UCA1 or control siRNAs (siCTRL)
were transferred to transwell plates in chemotatic conditions and counted after
24 hrs (see Methods for details). (A) Representative images of results from 3

replicate assays are shown. (B) (* P-value < 0,05; ** P-value < 0,01).
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Supplementary Figure 6. Invasion assay. AsPC-1 cells (1x105) transfected
with siRNAs complementary to IncRNAs LINC01559, LINC01133, CCAT1,
LINC00920, UCA1 or control siRNAs (siCTRL) were transferred to transwell
plates in chemotatic conditions and counted after 24 hrs (see Methods for

details). Representative images of results from 3 replicate assays are shown
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Supplementary Figure 7. Protein-coding/IncCRNA coexpression network in
PDAC and nontumor adjacent tissue A; heatmap with the correlation values in
the co-expression network assembled with WGCNA (see Methods for details).
Twenty-three network modules were identified (coloured in the superior and
lateral bars) and clustered by their co-expression pattern. B; Transcripts in each
module (lower axis) were used in functional enrichment analysis and selected

significantly enriched biological processes (p < 0.05) are indicated.

171



Abosolute correlation with tumor expression
1 067 033 0

1 Protein glycosylation, O-linked glycosylation of mucins

Cell Cycle, RHO GTPase Effectors, Signaling by WNT, DNA repair

I Ubigquitin mediated proteolysis
o Immune response, Role of phospholipids in phagocytosis
o I Tissue development, Epithelial cell differentiation

Cell adhesion, Immune system process

. Lipid metabolic process, Drug metabolic process
) Regulation of IFMA signaling
o Protein processing in endoplasmic reticulum
o | Hedgehog signaling pathway

rRNA processing, Nonsense Mediated Decay of EJC

ErbB signaling pathway

-: Regulation of gene expression

.I Skewed X Inactivation, Y-linked inheritance

™ I Regulation of gene expression in beta cells

1 Protein translation

Regulation of cell growth, Axon guidance

. Regulation of lipid metabolic process

. Organic acid catabolic process

. l Synaptic signaling, Insulin secretion

Pancreatic secretion, Digestion

3000 2000 1000 0
MNumber of transcripts in module

172



173



	1. Introdução
	1.1. Câncer
	1.2. Câncer de Pâncreas
	1.3. Lesões precursoras, diagnóstico e tratamentos.
	1.4. O transcriptoma eucariótico e estudos em câncer
	1.5. Heterogeneidade tumoral e subtipos moleculares de PDAC
	1.6. Microambiente tumoral (TME) de PDAC
	1.7. Modelos experimentais de cultivo de PDAC
	1.8. Splicing alternativo no câncer
	1.9. RNAs longos não codificadores (lncRNAs)
	1.10. lncRNAs em PDAC
	1.11. Redes de co-expressão gênica e WCGNA

	2. Materiais e Métodos
	1.
	2.
	2.1. Amostras de pacientes e xenotumores
	2.2. Linhagens celulares, linhagem celular recém-derivadas de PDX e cultivo de tumoresferas
	2.3. Extração de RNA
	2.4. Preparo de bibliotecas e sequenciamento
	2.5. Análises bioinformáticas do RNAseq
	2.6. Análises por redes de co-expressão e WCGNA
	2.7. Análises de sobrevida
	2.8. Síntese de DNA complementar por transcrição reversa (RT) seguida de reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR)
	2.9. PCR end point seguida de eletroforese
	2.10. Silenciamento transiente por siRNA
	2.11. Ensaio de proliferação e migração por imageamento ao vivo.
	2.12. Ensaio de migração e invasão Transwell®
	2.13. Ensaio xenográfico
	2.14. Ensaio cometa alcalino

	3. Objetivos
	4. Resultados
	3.
	4.
	1.
	2.
	3.
	4.
	2.
	3.
	4.
	4.1. A produção de bibliotecas de RNA-seq e sequenciamento preliminar
	4.2. Sequenciamento HiSeq
	4.3. Análises do transcriptoma detectou novos transcritos, novas formas de splicing e lncRNAs diferencialmente expressos no PDAC
	4.4. Novos transcritos intergênicos detectados em PDAC
	4.5. Validação da expressão aberrante das novas formas de splicing  (AS) em PDAC
	4.6. Validação da expressão aberrante de lncRNAs em PDAC
	4.7. lncRNAs envolvidos com migração de invasão
	4.8. Enriquecimento e WCGNA
	4.9. LINC01559 regulado pela expressão de CCAT1, regula genes da via de O-glicosilção e está enriquecido em CSCs
	4.10. UCA1 envolvido com reparo de DNA
	4.11. UCA1 diminui progressão tumoral em xenoenxertos

	5. Discussão
	6. Conclusão
	7. Referências
	8. Lista de anexos



