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RESUMO

LIMA, D. S. Biologia de Sistemas de RNAs Nao-Codificadores Longos na
Vacinacao. 2020. 83f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

Entender os mecanismos responsaveis pela protecdo induzida por vacinas
contribui para o desenvolvimento de novas vacinas. Uma abordagem de pesquisa
denominada Vacinologia de Sistemas surgiu para enderecar essa tarefa. A aplicacéo
da Vacinologia de Sistemas gerou informagfes amplas relacionadas a respostas
vacinais e foi aplicada no estudo de diversas vacinas. Apesar de estarem envolvidos
em diversos processos imunologicos, RNAs Nao-Codificadores Longos (INcCRNAS)
ainda nao foram estudados no contexto da imunidade induzida por vacinas. Neste
trabalho, fizemos a andlise de mais de 2.000 amostras de transcritoma de sangue
periférico, oriundas de 17 diferentes coortes vacinadas, com foco na identificacdo de
IncRNAs potencialmente envolvidos com a resposta induzida por vacinas contra
gripe e contra febre amarela. Criamos também um banco de dados online, em que
todos 0s nossos resultados podem ser facilmente acessados. Nossos resultados
indicaram que diversos IncRNAs participam de mdltiplas vias imunoldgicas
relacionadas a respostas induzidas por vacinas. Entre esses, o transcrito FAM30A
se destaca por ter alta expressdo em células B e ser correlacionado com a
expressdo de genes de imunoglobulina localizados no mesmo locus genémico.
Identificamos também alteragBes na expressao de IncRNAs em dados de RNA-seq
de uma coorte de criangas imunizadas com uma vacina atenuada contra gripe, o que
sugere um papel de IncRNAs na resposta a diferentes vacinas. Nossos achados
trazem evidéncias de que IncRNAs tem um papel significativo na resposta imune

induzida por vacinas.

Palavras-chave: transcritoma, imunologia, IncRNAs, metandlise, coexpressao,

bioinforméatica



ABSTRACT

LIMA, D. S. Systems Biology of Long Non-Coding RNAs in Vaccination. 2020.
83f. Doctoral Thesis — School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2020.

Understanding the mechanisms of vaccine-elicited protection contributes to
the development of new vaccines. The emerging field of Systems Vaccinology
provides detailed information on host responses to vaccination and has been
successfully applied in the study of the molecular mechanisms of several vaccines.
Long Non-Coding RNAs (IncRNAs) are crucially involved in multiple biological
processes, but their role in vaccine-induced immunity has not been explored. We
performed an analysis of over 2,000 blood transcriptome samples from 17 vaccine
cohorts to identify INncRNAs potentially involved with antibody responses to influenza
and yellow fever vaccines. We have created an online database where all results
from these analyses can be easily accessed. We found that INcCRNAs patrticipate in
distinct immunological pathways related to vaccine-elicited responses. Among them,
we showed that the expression of IncRNA FAM30A was high in B cells and correlates
with the expression of immunoglobulin genes located in its genomic vicinity. We also
identified altered expression of INcCRNAs in RNA-sequencing (RNA-seq) data from a
cohort of children vaccinated with intranasal live attenuated influenza vaccine,
suggesting a common role across several diverse vaccines. Taken together, these
findings provide evidence that IncRNAs have a significant impact on immune

responses induced by vaccination.

Keywords: transcriptomics, immunology, INcCRNAs, meta-analysys, co-expression,

bioinformatics
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1 INTRODUCAO
1.1 BREVE HISTORIA DA VACINACAO

A vacinacdo em grande escala foi uma das intervencdes mais importantes
para a saude mundial, tendo sido responsavel pela erradicagdo da variola e por uma
grande diminuicdo das mortes causadas por diversas doencas infecciosas, tais como
a poliomielite, o sarampo e a coqueluche (KOFF; GUST; PLOTKIN, 2014,
RAPPUOLI et al., 2014a). O principio de funcionamento das vacinas € analogo ao
processo de aquisicdo de imunidade experimentado por individuos acometidos por
certas doencas infecciosas. Essa constatagcdo ancestral motivou a realizacdo de
praticas similares a vacinacdo na China, india e Africa bem antes do século 18
(RAPPUOLI et al., 2014b; TOGNOTTI, 2010). Esses procedimentos consistiam na
exposicdo intencional ao conteudo de pustulas oriundas de outras pessoas
acometidas pela variola. Apesar de um risco consideravel de desenvolvimento de
uma infeccdo grave, a variolacdo trazia um risco de morte menor do que a infeccao
natural (RIEDEL, 2005).

No final do século 18, periodo em que a variolacdo era praticada na
Inglaterra, Edward Jenner notou que a infeccdo por variola bovina era capaz de
prover imunidade contra a variola humana. Ao inocular pessoas com material
proveniente de pustulas de vacas infectadas, Jenner observou que estes individuos
adquiriam imunidade a um risco muito menor do que se submetidos a variolacéo.
Esse procedimento deu origem a vacinacdo como conhecemos hoje. Nao por acaso,
a palavra “vacina” é derivada da palavra latina vacca. A aplicacdo em larga escala
da vacina contra variola foi responsavel por sua erradicacédo no final da década de
1970 (RIEDEL, 2005).

Com o passar das décadas, vacinas contra doengas como febre tifoide,
cOlera, raiva, peste, coqueluche, febre amarela, gripe e tétano foram desenvolvidas.
Essas primeiras vacinas consistiam em preparacfes contendo patdégenos inativados
ou atenuados. A vacina contra a febre amarela, por exemplo, contém a cepa 17D do
virus, e € usada ainda hoje com sucesso (PLOTKIN; PLOTKIN, 2018). O
desenvolvimento de novas tecnologias permitiu a criagcdo de vacinas para diversas
outras doencas. Essas tecnologias envolveram avangos na cultura e inativagéo de
patégenos, conjugacdo de antigenos, producdo de antigenos a partir da sequéncia
genética de patogenos e utilizacdo de adjuvantes (DE GREGORIO; RAPPUOLL,
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2014). Entretanto, mesmo com todos os avanc¢os, o paradigma de desenvolvimento
de vacinas é primariamente empirico. Isso significa que as novas formula¢fes sdo
desenvolvidas e testadas sem o entendimento completo dos mecanismos
moleculares induzidos por estas no organismo receptor. Em outras palavras, os
avangos na imunologia ocorreram de forma desacoplada aos avangos da
vacinologia. Enquanto a primeira tinha foco no estudo de modelos que permitiam o
entendimento em nivel celular e molecular, a segunda tinha foco na questao pratica
da inducéo de protecdo em organismos (D’ARGENIO; WILSON, 2010).

O paradigma empirico de desenvolvimento de vacinas foi muito eficiente na
criagdo de vacinas contra varias doencas, mas ineficiente na criagdo de vacinas
contra diversas outras (LEVITZ; GOLENBOCK, 2012; NAKAYA; PULENDRAN,
2015; POLAND et al.,, 2013). A criacdo de novas vacinas esbarra em multiplos
fatores, sendo um destes a falta de conhecimento dos fatores determinantes de
respostas imunologicas bem-sucedidas (PULENDRAN; AHMED, 2011). O estudo
desses mecanismos pode ndo apenas auxiliar na compreensao do sistema imune,
mas também informar o desenvolvimento de novas vacinas (BHATT et al., 2015;
HAGAN et al., 2015).

1.2 BREVE INTRODUCAO A IMUNOLOGIA DE VACINAS

As respostas imunoldgicas induzidas por vacinas sdo mediadas pela atividade
concertada de multiplas células, moléculas e processos do sistema imune inato e
adaptativo. De maneira geral: ap0s a inoculacdo, os antigenos e adjuvantes
presentes nas vacinas sao detectados por receptores de células do sistema imune
inato, que respondem produzindo citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias. Uma vez
instaurado um microambiente inflamatério, suportado pelo recrutamento adicional de
células do sistema imune inato, mondcitos diferenciam-se em macrofagos e células
dendriticas sdo ativadas. Essas células dendriticas migram para linfonodos por meio
de vasos linfaticos (SIEGRIST, 2013).

No linfonodo, células T ativadas por células dendriticas interagem com células
B que entraram em contato com antigenos livres. Essas células B sédo ativadas e
podem entdo se diferenciar em plasmdcitos de vida curta, ou iniciar uma reacdo de
centro germinativo (PULENDRAN; AHMED, 2006). Durante a reacdo de centro

germinativo, células B sofrem expanséo clonal, hipermutacdo somatica, selecdo de
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clones com maior afinidade a antigenos e mudanca de classe de imunoglobulinas.
Como resultado desse processo, que envolve a atuacdo de citocinas, células T
foliculares e células dendriticas foliculares, células B maduras deixam o0s centros
germinativos como plasmaécitos de vida longa e células B de memoéria (MCHEYZER-
WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2005). Por fim, a vacinacdo bem-sucedida é
capaz de induzir protecdo de longo prazo através de diversos mecanismos efetores.
Esses incluem a atividade de linfécitos T CD4" e CD8", e principalmente de
anticorpos produzidos por células B (SIEGRIST, 2013).

Vacinas diminuem taxas de incidéncia de doencas em popula¢des vacinadas,
mas nao induzem protecdo em todas as pessoas vacinadas (ORENSTEIN et al.,
1985). A incapacidade de um individuo em gerar uma resposta imune efetiva pode
ser atribuida a multiplos fatores. Por exemplo, polimorfismos em genes codificadores
de receptores celulares (SLAM e CD46), citocinas (IL4, IL12B, IL10) e genes do
antigeno leucocitario humano (HLA) estdo associados a variacbes nas respostas
induzidas por vacinas (POLAND et al., 2007). Esses e muitos outros genes
participam dos diversos processos mencionados nos paragrafos anteriores. Outros
fatores ndo genéticos que interferem na resposta vacinal incluem a idade, doencas

cronicas, microbiota, dieta, sexo, estresse e etnia (HAGAN et al., 2015).

1.3 BIOLOGIA DE SISTEMAS E CIENCIAS OMICAS

Organismos séo sistemas complexos compostos por muitas partes
interdependentes cuja homeostase € subordinada a multiplos processos
estocasticos (MENG; SOMANI; DHAR, 2004). O controle desses processos €
exercido por varias alcas de retroalimentacao, interruptores moleculares, sensores
moleculares, subsistemas redundantes, subsistemas de amplificacdo de sinais,
acoplamento de diferentes subsistemas, etc. Em outras palavras, o0s
comportamentos dos sistemas bioldgicos sdo determinados por multiplas relagdes
de causa e efeito, organizadas em complexas redes bioldgicas (SAUER;
HEINEMANN; ZAMBONI, 2007). Achados da pesquisa biolégica originaram-se, em
sua maioria, pelo estudo isolado das partes e processos desses sistemas. Essa
abordagem de pesquisa € conhecida como reducionismo metodoldgico. Apesar de
poderosa, a estratégia de construcdo incremental de esquemas conectando 0s

componentes dos sistemas biolégicos ndo permite o entendimento completo das
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propriedades que emergem destes (KITANO, 2002).

A necessidade de se obter um entendimento compreensivo dos sistemas
biologicos em estado de homeostase e perturbacdo fomentou o desenvolvimento de
um paradigma cientifico denominado Biologia de Sistemas. A Biologia de Sistemas €&
o campo cientifico que estuda como emergem as propriedades de sistemas
biolégicos a partir da interagdo de multiplos componentes. Essa abordagem de
pesquisa foi também catalisada pelos crescentes avancos tecnolégicos em nossa
capacidade de identificar/quantificar diversas classes de moléculas biol6gicas (AHN
et al., 2006). O alargamento de escopo e resolucdo em nossa capacidade de
interrogacdo de fendtipos levou a inauguracao de novos campos de pesquisa, cujos

nomes sdo compostos com o sufixo “-6mica”. A identificacdo e/ou quantificacédo

compreensiva dos genes, metabdlitos, proteinas e transcritos de um organismo, por

exemplo, referem-se a genOmica, metabolomica, protedmica e transcritdbmica,
respectivamente (VAILATI-RIBONI; PALOMBO; LOOR, 2017).

1.4 VACINOLOGIA DE SISTEMAS

A resposta imunoldgica pode ser entendida como o resultado das interagfes
(arestas) de multiplos componentes biolégicos (nés) (POLAND et al., 2013). A maior
parte das descobertas relacionadas ao sistema imune adveio do exame diligente das
partes e processos que o compfBem. Apesar de poderosa, essa abordagem é
limitada, j& que ndo considera o conjunto dos componentes funcionais do sistema
imune em um contexto amplo de perturbacdo, como observado em infeccgdes,
doencas autoimunes e ap0s a vacinacao (DAVIS; TATO; FURMAN, 2017). Ademais,
nem sempre os achados obtidos em modelos animais sdo traduziveis para a
interpretacdo da imunologia humana (PULENDRAN; AHMED, 2011). Nesse
contexto, a vacinologia de sistemas surgiu como uma abordagem de analise
holistica que traz a promessa de aumentar nosso entendimento dos mecanismos
moleculares responsaveis pela eficacia das vacinas. Essa estratégia consiste na
aplicacao de técnicas da biologia de sistemas para a criacédo de redes de interacdo e
modelos computacionais que explicam as perturbacfes induzidas por vacinas em
seres humanos (NAKAYA; PULENDRAN, 2015; POLAND et al., 2013).

Diferentes estudos de vacinologia de sistemas abordaram variados aspectos

da resposta vacinal. Exemplos incluem a descoberta de assinaturas génicas que
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predizem a resposta de anticorpos e atividade de células T CD8" apds vacinacéo
contra a febre amarela (QUEREC et al., 2009) e gripe (NAKAYA et al.,, 2011).
Abordagens sistémicas também permitiram o estudo de fatores influenciadores da
resposta vacinal, tais como o sexo (FURMAN et al., 2014), a idade (THAKAR et al.,
2015) e infeccdes prévias (FURMAN et al.,, 2015). Analises do transcritoma e
metaboloma revelaram que a atividade do ciclo de Krebs e da resposta de estresse
do reticulo endoplasmatico predizem a suscetibilidade a efeitos adversos causados
pela infeccdo com YF-17D (CHAN et al., 2019). Andlises multi-6micas permitiram o
estabelecimento de conexdes entre redes metabdlicas e transcricionais que atuam
em resposta a vacinacdo contra herpes (LI et al., 2017a). Outros exemplos
interessantes incluem comparacdes entre a resposta induzida pela vacina inativada
contra a gripe e pela vacina conjugada antipneumocécica (OBERMOSER et al.,
2013), e comparagdes entre as respostas induzidas por cinco diferentes vacinas (LI
et al., 2014). Esses dois trabalhos revelaram que as alteragbes transcricionais
induzidas por diferentes vacinas em sangue periférico diferem qualitativa e
guantitativamente.

A vacinologia de sistemas também permite a geracdo de novas hipéteses
relacionadas aos mecanismos moleculares responsaveis pela resposta vacinal. A
descoberta do papel regulatério do gene CAMK4 na producao de anticorpos so foi
possivel apés a observacdo da correlacdo negativa entre a expressao deste gene
com mudancas em titulos de anticorpos induzidas pela vacina inativada contra gripe
(NAKAYA et al., 2011). Outra descoberta notavel foi motivada pela observacdo de
que mudancas na expressdo de TLR5 nos dias 3-7 ap0s a vacinagdo contra gripe
correlacionavam-se com a magnitude da resposta humoral no dia 28. A proteina
TLR5 é um receptor da flagelina bacteriana, e ndo tinha sido antes associada a
resposta imune contra virus (PULENDRAN, 2014). Esse achado motivou o estudo
do papel da microbiota na resposta imune induzida por vacinas em camundongos: a
imunizacédo de camundongos TIr5"" com uma vacina inativada contra gripe indicou
um papel previamente ndo apreciado da microbiota intestinal na modulacdo da
resposta humoral contra virus (OH et al., 2014). Mais recentemente, o estudo dos
efeitos da microbiota intestinal humana na resposta vacinal foi feito por meio da
administracdo de antibidticos, seguida da administracdo de uma vacina inativada
contra gripe (HAGAN et al., 2019).
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1.5 RNAS NAO-CODIFICADORES LONGOS E O SISTEMA IMUNE

A protecdo induzida por vacinas depende da ativacdo coordenada de
processos relacionados ao sistema imune inato e adaptativo. As atividades das
células de ambos os bracos do sistema imune, por sua vez, dependem da
integridade de subsistemas contendo receptores de membrana, cascatas de
ativacdo, fatores de transcricdo, citocinas, entre outros. Uma classe de moléculas
com atividade regulatoria, denominada RNAs Nao-Codificadores Longos (INcCRNAS),
vem também sendo associada a multiplos processos do sistema imune (ATIANAND;
CAFFREY; FITZGERALD, 2017; ATIANAND; FITZGERALD, 2014; CHEN;
SATPATHY; CHANG, 2017).

Os IncRNAs séo caracterizados, de maneira geral, como transcritos com mais
de 200 nucleotideos que néo codificam proteinas (MATTICK; RINN, 2015). Assim
como os RNAs mensageiros (MRNAs), sdo comumente poliadenilados, submetidos
a 5 capping e splicing. Estas caracteristicas ndo sdo, porém, universais, ja que
alguns IncRNAs néo sao poliadenilados ou submetidos a 5’ capping (AYUPE et al.,
2015). Andlises do projeto Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE), revelaram
que mais de 80% do genoma humano é transcrito em ao menos uma das 15
linhagens celulares humanas estudadas (DJEBALI et al., 2012). Uma grande fracéo
desses RNAs é composta por transcritos anotados como IncRNAs. O interesse no
estudo de IncRNAs é justificado pela descoberta de funcBes biolégicas por eles
exercidas. Processos que envolvem IncRNAs incluem o remodelamento da
cromatina, o imprinting genbmico e o processamento de mMRNAs (KUNG;
COLOGNORI; LEE, 2013). Os IncRNAs podem regular a expressdao de genes
proximos (cis) ou de genes localizados em regides distantes (trans). O XIST € o
exemplo classico do primeiro caso. Esse transcrito € expresso no centro de
inativacdo do cromossomo X, e intermedeia a inativagdo deste cromossomo inteiro
(BROWN et al., 1991). Um exemplo do segundo caso € o HOTAIR, um IncRNA
localizado no cromossomo 12 capaz de afetar a expressdo do locus HOXD no
cromossomo 2 (RINN et al., 2007). Uma estimativa recente aponta para a existéncia
de ao menos 27,919 IncRNAs, dos quais 19,176 apresentam evidencias de
relevancia funcional (HON et al., 2017). Considerando que apenas um pequeno
namero desses transcritos tiveram suas fungbes estudadas (YAN et al., 2017), a

existéncia de potencial funcional a ser ainda investigado no amplo panorama
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transcricional dos IncRNAs é indisputavel.

Diversas caracteristicas dos IncRNAs sdo empregadas em suas
categorizacbes. De acordo com suas posicdes gendmicas em relacdo a outros
genes, 0s IncRNAs podem ser classificados em intergénicos, antisenso ou
intronicos. De acordo com suas posicdes gendmicas em relacdo a regides
regulatorias, os INCRNAs podem ser classificados como enhancer associated e
promoter associated (Figura 1). De acordo com suas sublocalizagdes celulares, os
INcRNAs séo caracterizados como nucleares e citoplasmaticos. Os INncRNAs podem
ser categorizados de diversas outras maneiras, ndo obstante, com o0 incremento no
conhecimento associado a esses transcritos, novas categorias de INCRNAs podem
ser ainda propostas (ST LAURENT; WAHLESTEDT; KAPRANOQV, 2015).

i) Intergenic ii) Intronic

5'—{Gene Al~{lincRNA~Gene Bj—3' 5'— Exon X |~ IncRNA |~ Exon Y =—3'

iii) Antisense iv) Bidirectional
mRNA transcription mRNA transcription
5' Gene ]— 3 5' Gene ]- 3'
3" —wm—————"asINCRNA — 5 3' <{IncRNA | 5
bidirectional
IneRMNA

transcription

v) Enhancer RNA

Figura 1 - Exemplos de classes de INcRNAs (Adaptado de (FERNANDES et al., 2019))

Diversos IncRNAs foram associados a processos do sistema imune. O Inc-
DC, por exemplo, foi implicado na regulagédo da diferenciacéo e atividade de células
dendriticas por meio da inibicdo da desfosforilacdo de STAT3 (WANG et al., 2014).
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Outros IncRNAs foram associados a producao de citocinas (IMAMURA et al., 2014),
ativacdo de células CD8" na tuberculose (WANG et al., 2015), modulacdo da
expressdo de Foxp3 em células T regulatérias (ZEMMOUR et al.,, 2017) e
diferenciacéo de células Th2 (ZHANG et al., 2013).

Além dos IncRNAs associados funcionalmente ao sistema imune, a expressao
de muitos outros foi detectada em linhagens de células linfoides e mieloides. Como
exemplo, podemos citar a identificacdo de 4516 IncCRNAs expressos em diversos
estagios de desenvolvimento e ativacdo de células B de camundongos (BRAZAO et
al., 2016). Um trabalho mais recente, feito com sequenciamento de RNAs (RNA-
seq), indicou que 30% do genoma humano é transcrito em ao menos algum dos
estagios de diferenciacdo de linfocitos B (AGIRRE et al.,, 2019). Caracterizacdes
amplas da expressdo de IncRNAs também foram feitas para os estagios de
diferenciagdo da linhagem eritroide de camundongos (ALVAREZ-DOMINGUEZ et
al., 2014) e para a linhagem linfoide humana (RANZANI et al., 2015).

Apesar da importancia dos IncRNAs na regulacdo do sistema imunoldgico,
ndo temos conhecimento de relatos associando estes transcritos a resposta
imunolégica induzida por vacinas. Se o estudo da resposta transcricional induzida
por vacinas for limitada ao exame de genes codificadores de proteina, entdo
deixamos de considerar a importante camada de regulacdo do sistema imune

composta por INcRNAs.

1.6 REANOTACAO DE PLATAFORMAS DE MICROARRAYS

Um microarray €, em linhas gerais, um substrato contendo numerosos pontos
de oligonucleotideos (sondas) aderidos e dispostos em uma posi¢cdo conhecida
(GOVINDARAJAN et al.,, 2012). O fenbmeno em que se baseia a tecnologia de
microarrays € a hibridizacdo de sequéncias complementares de nucleotideos, o que
implica que as sondas sejam desenhadas para ter como alvos transcritos
previamente conhecidos. As sondas representadas em plataformas comerciais de
microarray foram escolhidas com base em bancos de dados de Expressed
Sequence Tags (ESTs) (LIU; BEBU; LI, 2010). Desta forma, os alvos destas sondas
nao necessariamente consistem em genes codificadores de proteinas, mas as ESTs
representadas nesses repositérios (ENGELHARDT; STADLER, 2012).

O aumento do conhecimento associado aos transcritos representados em
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sondas de plataformas comerciais de microarrays torna obsoletas as anotacdes
fornecidas pelos fabricantes. O remapeamento das sondas, levando em
consideracdo esse novo conhecimento, foi proposto como uma solucdo capaz de
aumentar a precisdo da anotacdo (SANDBERG; LARSSON, 2007). Outro beneficio
desse procedimento é a possibilidade de analise focalizada no estudo de INcCRNAs
(JOHNSON, 2012; MICHELHAUGH et al., 2011; ZHANG et al., 2012).

Diversos trabalhos de vacinologia de sistemas estudaram alteracfes
transcricionais de genes codificadores de proteina utilizando plataformas comerciais
de microarrays. Concomitantemente, essas plataformas também mediram o nivel de
expressao de milhares de IncRNAs (JOHNSON, 2012; MICHELHAUGH et al., 2011;
ZHANG et al., 2012). A plataforma Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array,
muito utilizada em estudos de vacinologia de sistemas, possui conjuntos de sondas
(probe sets) capazes de medir a expressao de pelo menos 1.970 diferentes INcCRNAs
(ZHANG et al., 2012). Outra plataforma amplamente utilizada, a Affymetrix Human
Exon 1.0 ST array, possui 10.207 probe sets com essa capacidade (DU et al., 2013).
Trabalhos pioneiros estudaram a expressdo de IncRNAs em arrays desenhados
especialmente para este fim (NAKAYA et al., 2007; REIS et al., 2004). Nao obstante,
a alta representacdo de IncRNAs em plataformas comerciais aponta para a
subutilizacdo de uma rica fonte de informacédo escondida em conjuntos de dados ja
consolidados (ENGELHARDT; STADLER, 2012), o que nos motivou a desenvolver
um pipeline de reanotacao de sondas.

A utilizacao de plataformas comerciais de microarray com foco na busca por
IncRNAs foi empregada em diversos estudos. Exemplos incluem a identificacdo de
perfis de coexpressdo de INcCRNAs em estagios de desenvolvimento de células B
humanas (PETRI et al., 2015) e sepse (PELLEGRINA et al., 2017). Outros estudos
fizeram reandlises de dados publicos provenientes de quatro tipos de cancer (DU et
al., 2013) e de glioma (ZHANG et al., 2012). O reaproveitamento de amostras de
microarray pode também servir para a confirmacao de hipéteses formuladas a priori.
Andlises de correlacdo permitram o0 aumento do corpo de evidéncias
comprobatérias da atividade exercida pelo IncRNA ANRASSF1 no controle
epigenético da expressdo do gene RASSF1A, por exemplo (BECKEDORFF et al.,
2013).

E importante mencionar que a utilizacdo de microarrays na quantificacdo da

expressao génica vem sendo suplantada por tecnologias de sequenciamento de
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RNA (RNA-seq). Estas apresentam diversas vantagens técnicas em relacdo as
tecnologias de microarrays, tais como a possibilidade de identificacdo/quantificacéo
de novos transcritos, isoformas e variantes genéticas, além de uma faixa dinamica
de quantificacdo de transcritos mais larga. Ademais, microarrays introduzem vieses
técnicos relacionados ao desenho dos oligonucletideos tais como a hibridizagédo
cruzada, hibridizacdo ndo especifica e heterogeneidade no sinal de sondas
representando os mesmos transcritos (ZHAO et al., 2014). Esses vieses impactam a
qguantificacdo de transcritos pouco abundantes, cujos sinais se confundem com o
ruido de fundo, e de transcritos muito abundantes, que podem apresentar sinais
saturados (HSIAO et al., 2002). Apesar dessas questdes, a massiva quantidade de
dados de microarray disponiveis publicamente enseja a sua reutilizacdo na

formulacdo de novas questdes cientificas.

1.7 METANALISES COM DADOS DE EXPRESSAO GENICA

A ampla adocdo da tecnologia dos microarrays pela comunidade cientifica
levou ao acumulo de milhdes de amostras em repositérios publicos, tais como o
ArrayExpress e o Gene Expression Omnibus (GEO). A organizacdo dessas
amostras em bancos de dados permite ndo apenas a reproducdo das andlises
conduzidas por seus autores, mas também a reutilizacdo para outros fins nédo
previstos originalmente. A conducdo de metanalises consiste em uma possibilidade
de reutilizacdo desses dados.

Metanalises consistem em sumarizacOes de resultados de mdltiplos estudos
com o propdsito geral de permitir a estimativa de estatisticas mais precisas e
generalizaveis pelo aumento do nimero de amostras. A possibilidade de formulagéo
de questbes ndo abordadas nos estudos em que os dados foram originalmente
utilizados constitui uma vantagem adicional trazida por metanalises (HIGGINS;
GREEN, 2011). No entanto, multiplos fatores devem ser considerados antes da
realizagdo de uma metanadlise. Por exemplo, os estudos a serem integrados devem
ser suficientemente similares em aspectos relevantes para a questdo cientifica
proposta (HIGGINS; GREEN, 2011).

Metanalises com dados de microarray sdo mais comumente focadas na
identificacdo de Genes Diferencialmente Expressos (DEGs, acronimo em inglés de
Differentially Expressed Genes) (TSENG; GHOSH; FEINGOLD, 2012). Contudo,
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outros propadsitos podem ser contemplados. Por exemplo, metandlises com dados de
microarray podem também ter foco na classificacdo de fenoétipos, estudo da ativacéo
de vias (pathway analysis) e construcdo de redes consenso de coexpressao
(TSENG; GHOSH; FEINGOLD, 2012).

Ao conduzir metanalises com microarrays, € preciso decidir se um novo
conjunto de dados com todas as amostras sera criado, ou se resultados de andlises
conduzidas nos dados de diferentes estudos serdo sumarizados. No primeiro caso,
métodos de normalizacdo cruzada devem ser aplicados a fim de mitigar os vieses
técnicos inerentes a realizacdo de experimentos em diferentes laboratérios (WALSH
et al., 2015). Apesar de existirem vantagens na analise de um dataset com maior
namero de amostras, a sumarizacdo dos tamanhos de efeitos dos estudos facilita o
controle da heterogeneidade interlaboratorial (RUNG; BRAZMA, 2013).

Estudos a serem integrados podem ter desfechos medidos em razdes de
possibilidades, coeficientes de correlagdo ou diferenca de médias entre grupos, por
exemplo. Estas medidas, denominadas tamanhos de efeito, podem ser utilizadas na
determinacdo de uma estatistica que resume os multiplos estudos. A estimativa dos
resumos de tamanhos de efeito pode ser feita de duas maneiras, a depender das
premissas adotadas. Partindo-se da premissa de que os resultados das
comparagdes conduzidas em diferentes coortes estimam um tamanho de efeito
comum a populacdo, sendo os desvios causados unicamente por erros de
amostragem, a estimativa de um resumo pode ser feita com um modelo de
metandlise de efeitos fixos. Contudo, essa premissa nem sempre pode ser adotada
com seguranca. Se considerarmos que as medidas tomadas em diferentes coortes
consistem em estimadores de parametros especificos para as diferentes
subpopulacdes estudadas, um modelo de metanélise de efeitos aleatorios deve ser
aplicado. Desconsiderar a existéncia de heterogeneidade nos tamanhos de efeitos
de diferentes coortes pode gerar estimativas de resumo excessivamente precisas.
Em outras palavras, os intervalos de confianca podem ser mais estreitos do que
aqueles suportados pelos dados (RILEY; HIGGINS; DEEKS, 2011).

1.8 REDES BIOLOGICAS E REDES DE COEXPRESSAO

Funcbes bioldgicas discretas raramente podem ser atribuidas a moléculas

individuais. Em realidade, a funcdo de componentes celulares € mais comumente
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exercida pela interagdo modular com outros componentes celulares (HARTWELL et
al., 1999). O conjunto destas interagfes, ou interactoma, pode conter relacdes de
regulacdo, modificacdo pos-traducional, participacdo em uma mesma via bioquimica
e interacao fisica, por exemplo. A quantidade de moléculas biolégicas que servem
como nos no interactoma, incluindo moléculas de RNA com atividade funcional,
proteinas e metabolitos excede facilmente o nimero de 100.000 (BARABASI;
GULBAHCE; LOSCALZO, 2011). A aplicacdo de meétodos de analise de redes é
capaz de auxiliar na compreenséo dos fenbmenos bioldgicos controlados por redes
biolégicas (BARABASI; OLTVAI, 2004).

Conceitos da teoria de redes comumente empregados na interpretacéo de
redes bioldgicas incluem a modularidade, a distribuicdo dos graus e a centralidade
de ndés (BARABASI; GULBAHCE; LOSCALZO, 2011). Modularidade refere-se a
organizagdo de redes em comunidades de nos altamente conectados entre si. Esse
conceito é particularmente importante para a biologia, pois funcdes celulares séo
conduzidas de maneira modular (BARABASI; OLTVAI, 2004; HARTWELL et al.,
1999). A distribuicdo dos graus de uma rede refere-se a caracterizacdo global de
seus padrfes de conexao. O conceito de “grau” esta relacionado a caracterizacédo da
conectividade de nés individuais. O grau de um né consiste em seu namero total de
conexdes. A andlise de redes de diferentes tipos revelou que as distribuicdes de
graus destas redes comumente seguem uma lei de poténcia. Isso significa que
poucos nds sdo muito conectados, enquanto a maioria dos outros nés sao pouco
conectados. Redes que seguem esse padrdo foram denominadas redes livres de
escala (BARABASI; ALBERT, 1999). Finalmente, nos altamente conectados,
comumente referenciados como hubs, tém maior importancia para a estabilidade de
sistemas biol6gicos do que outros nés menos conectados (JEONG et al., 2001).

A massiva quantidade de dados gerados com microarrays fomentou a
aplicacdo de estratégias de interpretacdo que iam além da mera identificacdo de
transcritos diferencialmente regulados entre duas condicdes. Em um exemplo
classico, a clusterizagcdo de dados de expressdo génica revelou que genes que
exercem funcdes similares sdo coexpressos (EISEN et al., 1998). Posteriormente,
um framework de construcdo de redes de coexpressdo baseado no ajuste a um
modelo livre de escala, proposto por Langfelder e Horvath, foi amplamente adotado
pela comunidade cientifica (LANGFELDER; HORVATH, 2008). A premissa

motivadora para a construcdo de redes de coexpressdo € a de que genes que



29

compartiliham padrbes similares de expressdo sdo controlados por um mesmo
programa regulatorio, sédo relacionados funcionalmente, ou sdo membros de uma
mesma via ou complexo proteico (WEIRAUCH, 2011). Nao obstante, outros fatores
devem ser considerados na interpretacdo do fenbmeno da coexpresséo, tal como a
covariancia na expressao de genes marcadores de tipos celulares em amostras de
RNA provenientes de misturas de células (bulk RNA) (GAITERI et al., 2014).

1.9 JUSTIFICATIVA

Neste trabalho fizemos metandlises com dados de expressao génica oriundos
de diferentes coortes de pessoas vacinadas. Nossa hipétese inicial era de que
IncRNAs estavam de alguma forma associados a resposta imunolégica induzida pela
vacinagdo. Todas as andlises foram conduzidas separadamente em cada conjunto
de dados e posteriormente integradas. Uma vez que as coortes foram imunizadas
em diferentes anos, com formulacbes contendo diferentes cepas, e diferentes
plataformas de microarray foram utilizadas, partimos do pressuposto de que as
medidas de expressdo apresentavam heterogeneidade com origem de dificil
identificagdo. Por esse motivo, adotamos um modelo de metandlises de efeitos
aleatérios. Adicionalmente, construimos redes consenso de coexpressdo e
identificamos comunidades nestas redes. Nossos resultados trazem evidéncias de
gue IncRNAs estdo associados a multiplas frentes da resposta imunoldgica induzida
por vacinas e apontam para a necessidade de estudos adicionais confirmando a

associacao desses transcritos a regulacéo dos processos da imunologia humana.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudar o papel de IncRNAs na resposta imune humana induzida pela
vacinacdo por meio da reandlise de dados de expressdo génica de individuos
imunizados com vacinas inativadas contra gripe (Inactivated Influenza Vaccines, ou
[IVs), a vacina atenuada febre amarela (YF-17D), e uma vacina atenuada contra

gripe (Live Attenuated Influenza Vaccine, ou LAIV).
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

f)
9)

Identificar IncRNAs diferencialmente expressos ap0s a vacinacgao.

Determinar correlagdes entre IncRNAs com mudancas em titulos de
anticorpos induzidas pela vacinacao.

Determinar as correlagcbes entre a expressdo de IncRNAs e mRNAs
localizados na mesma regido gendmica em busca de evidéncias de regulacéo
em cis.

Construir redes de coexpressao dos mRNAs e IncRNAs em busca de
evidéncias de regulacdo em trans.

Aplicar métodos de integracdo dos resultados.

Propor anotacdes funcionais de INcRNAs

Avaliar diferencas de expressdo de IncRNAs apds imunizacdo de criancas
com LAIV em dados de RNA-seq.

3 MATERIAIS E METODOS

Fizemos reandlises de bancos de dados publicos de microarrays com enfoque

na deteccdo de IncRNAs. Conduzimos metanalises de expressdo diferencial,

correlacdo com titulos de anticorpos, correlacdo entre INCRNA e mRNAs préximos e

coexpressao. Tais procedimentos foram feitos a fim de identificar InCRNAS

relacionados a diferentes aspectos da resposta imune induzida por vacinas. As

diferentes etapas foram sumarizadas na Figura 2.



,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Pré processamento dos dados 3.4 Andlises:

3.1 Selecdo, obtengéo e curadoria
3.2 Reanotacéo de plataformas
3.3 Controle de qualidade e
normalizagdo

i .
| i
i :
! 3.4.1 Andlise de expressao diferencial !
|:"> ' 3.4.2 Correlag&o com anticorpos '
1 1
i i
1 1
i i
| i
| i

Valores de
expressdo e
metadados

relacionados

3.4.3 Correlagdo entre INcRNAs e mRNAs préximos
3.4.4 Redes de coexpressao

************************************************************************************************************

i i ! i ! i i
! 3.4.1 Genes e INcRNAs i ! 34.2 Genes e IncRNAs i ! 343 INGRNAS i | 34.4 w i
@) | diferencialmer]te ; 3 , correlacionados ! 3 “O “ s correlacionados || BN IncRNAs '
<L | expressos apos a ' com aumento de L om cis H COexpressos !
! inaga l ti l ! ‘
%‘ . A B LS O e
8 Agregacao de resultados 3 3 Agregacao de resultados E 3 Agregacao de resultados i ! Agregacao de resultados i
| R R L P S e A SR EL P R RS EEEL TSI R R RE PR EEERECRELEE
Z
i 3.4.5 Referéncia cruzada de analises ;
e e et et .
o .
< | =7 :
= B ductor - Cyt 5
= 1ocon uctor yto |
Bl :  Gene Expression Omn ‘b“> OPEN SOURCE SOFTWARE FOR BIOINFORMATICS .
= :
ok :
! |
a @BASH @ python' DeepB ue :
m : THE BOURNE-AGAIN SHE EPIGENOMIC ATA SERVER :
b !

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 2 - Representacdo esquematica da metodologia. NUmeros correspondem as secoes
do texto.

3.1 SELECAO, OBTENCAO E CURADORIA DOS DADOS
3.1.1 Dados publicos de expresséo génica

Buscas com os termos “influenza vaccination” e “yellow fever vaccination”
foram realizadas nos repositérios Gene Expression Omnibus (GEO) e ArrayExpress.
Os resultados das buscas foram preé-filtrados para a selecado de estudos conduzidos
em plataformas comerciais de microarray com pelo menos 10 amostras. Os dados
de expressdo génica foram, exceto quando explicitamente especificado, coletados
do GEO. Um script que baixa as matrizes de expressédo e as armazenam em pastas
pré-determinadas foi utilizado para esse fim. Os metadados associados a cada
estudo foram baixados por um script que acessa a pagina do GEO e indexa as
informacdes de cada estudo em um arquivo de texto. Dados adicionais foram
coletados manualmente no repositério ArrayExpress e em arquivos suplementares
de artigos.

Uma etapa fundamental para a correta realizacdo das analises é a

padronizacdo dos metadados. Nesta etapa aplicamos o0s critérios de
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inclusdo/excluséo de amostras e fizemos a curadoria dos metadados. Selecionamos
apenas o0s estudos em que amostras foram coletadas no momento da vacinacéao e
em pelo menos mais uma ocasido posterior. Além disso, removemos estudos em
gue os cadigos identificadores dos individuos vacinados, o tipo de vacina aplicada e
0s tempos experimentais ndo estavam disponiveis. Selecionamos apenas as
amostras provenientes de sangue total ou Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMC), coletadas de individuos com idade entre 18 e 49 anos, por meio de puncao
venosa. A terminologia utilizada no corpo e cabecalho dos arquivos de anotacéao foi
padronizada, a fim de tornar possivel a execu¢do automatica das analises.

Medidas de titulos de anticorpos, feitas por meio de ensaios de inibicdo da
hemaglutinacdo (HAI) ou neutralizacdo (MN), estavam disponiveis para alguns
estudos. Nesses casos, esses dados foram coletados, transformados e
concatenados aos arquivos de anotacdo. Os titulos de anticorpos correspondem ao
namero reciproco da medida de diluicdo. As razbes das medidas de titulos de

anticorpos (logFCs), foram calculadas de acordo com a seguinte férmula.

logFC = log,(z,) — log,(zo)

Onde z, corresponde ao titulo de anticorpo do individuo z no tempo x apds a
vacinacgao e zo corresponde ao titulo de anticorpo do individuo z antes da vacinacgao.
Nos casos em gque foram dosados anticorpos contra diferentes cepas, selecionamos
aguele que apresentou o maior logFC. Com isto, as dosagens de anticorpos
deixaram de serem registros em tempos especificos, para tornarem-se medidas
proporcionais as alteracdes de concentracdo de anticorpos induzidas pela vacinacéo
em cada individuo. Todas as etapas de padronizacdo e transformacdo de dados

foram feitas em scripts escritos em R (R CORE TEAM, 2015) para cada estudo.

3.1.2 Dados de expresséao génica de células do sistemaimune

Dados normalizados de expressao génica (FPKM) de diversos tipos celulares
foram coletados por meio do uso da Application Programming Interface (API)
DeepBlue (disponivel em http://deepblue.mpi-inf.mpg.de/). Essa API possibilita a
requisicdo padronizada dos dados de expressdo génica e marcas epigenéticas

oriundas de amostras coletadas em consorcios que incluem o Encyclopedia of DNA
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Elements (ENCODE), o NIH Roadmap Epigenomics Mapping Consortium
(ROADMAP), o BLUEPRINT Epigenome Project e o German Epigenome
Programme (DEEP) (ALBRECHT et al., 2016). Requisi¢cdes foram enviadas para a
APl por meio de um script escrito na linguagem de programacao Python
(https:/lwww.python.org/). A selecdo das amostras foi feita com base nas ontologias
Uber anatomy ontology (Uberon), Cell Ontology (CL) e Experimental Factor Ontology
(EFO) (MALLADI et al., 2015). Requisicbes a API foram feitas com os termos filhos
de 'B cell, 'T cell’, 'monocyte’, 'blood’, 'dendritic cell’, 'macrophage’, 'eosinophil,

'basophil’, ‘neutrophil’, 'natural killer cell’ e 'hematopoietic stem cell".

3.1.3 RNA-seq de coorte imunizada com LAIV

Dados inéditos de expressdo génica, obtidos e processados por
colaboradores, foram utilizados neste trabalho. Criancas com idades entre 2 a 4
anos (n = 52) foram imunizadas com a vacina atenuada contra gripe (LAIV, Serum
Institute of India Pvt Ltd). Amostras de sangue foram coletadas em tubos PAXgene
nos dias 0 e 2 ap6s a vacinacdo (clinicaltrials.gov, identificador NCT02972957).
Etapas de preparacdo de bibliotecas e sequenciamento de RNA (lllumina Hiseq X,
paired-end e reads com 100 pares de bases) foram conduzidas no Beijing Genome
Institute. Controle de qualidade das reads foi realizado com FastQC. Alinhamento ao
genoma humano (GRCh38), foi feito com DART (versdo 1.3.0) (LIN; HSU, 2018).
Reads duplicadas com distancia inferior a 2500 pixels na mesma tile foram
removidas com Picard MarkDuplicates. Contagem de reads foi feita com a funcéo
featureCounts do pacote Rsubread (LIAO; SMYTH; SHI, 2014). Dados brutos e
processados foram disponibilizados no repositério GEO sob o cédigo de acesso
GSE1282224.

3.2 REANOTACAO DAS PLATAFORMAS DE MICROARRAYS

Um pipeline de reanotacgao foi desenvolvido a fim de atribuir novas anotacgoes
as sondas presentes em plataformas de microarray. Sequéncias das sondas foram
alinhadas com a montagem HG38 do genoma humano usando BLAT (KENT, 2002)
com limiares de scores de alinhamento > 90% e scores de identidade > 90%. As

sondas com multiplos alinhamentos no genoma foram descartadas, e as sondas
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restantes foram atribuidas a genes anotados na versdo v24 do Gencode usando
BEDTools (QUINLAN; HALL, 2010). Sondas atribuidas a mais de um gene foram
também descartadas. A visualizacao das regides gendmicas das sondas reanotadas

foi realizada com a ferramenta Genome Browser (KENT et al., 2002).

3.3 CONTROLE DE QUALIDADE E NORMALIZACAO DE DADOS DE EXPRESSAO

O controle de qualidade das amostras foi realizado com o pacote
ArrayQualityMetrics (KAUFFMANN; GENTLEMAN; HUBER, 2009). Esse pacote
realiza testes estatisticos com intensidades de expressdo e identifica amostras
outliers. As amostras que reprovaram em dois dos trés testes foram consideradas
aberrantes, removidas e registradas em uma lista. Esse processo foi repetido
iterativamente com as amostras restantes até que ndo ocorressem reprovacoes. As
amostras listadas foram removidas da analise.

Em seguida, as intensidades de expressao foram normalizadas e submetidas
a uma transformacao logaritmica. Dados coletados em plataformas da Affymetrix
foram normalizados com o algoritmo Robust Multi-Array Average (RMA) (IRIZARRY
et al.,, 2003). Dados oriundos de outras plataformas foram normalizados com a
funcdo normalizeBetweenArrays do pacote limma (RITCHIE et al., 2015).
Finalmente, as sondas desenhadas para o mesmo gene foram sumarizadas por

meio da selecdo daquela com maior média de expressao entre as amostras.

3.4 ANALISES

Um pipeline de analises foi escrito com o pacote Snakemake (KOSTER;
RAHMANN, 2012). Esse pipeline consiste em uma série de regras de execucao dos
scripts que realizam as seguintes tarefas: 1) abrem e processam arquivos de
expressao e seus metadados associados; 2) detectam genes diferencialmente
expressos; 3) determinam a correlacdo entre pares INCRNAs-mRNAs em cis; 4)
determinam a correlacdo entre a expressdo de IncRNAs com a dosagem de
anticorpos (quando disponiveis) e finalmente; 5) detectam redes de coexpressao.
Esse procedimento foi realizado para garantir ndo apenas a reprodutibilidade, mas
também a escalabilidade das analises, o0 que significa que a adicdo de um novo

conjunto de dados ndo demanda a reformulag&o dos scripts.
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Os resultados das analises foram armazenados em tabelas. Essas foram
integradas posteriormente por meio de scripts escritos em R. As visualizacdes dos
resultados foram feitas com os pacotes ggplot2 e ComplexHeatmap (GU; EILS;
SCHLESNER, 2016). VisualizagBes de redes foram construidas com o software
Gephi (BASTIAN; HEYMANN; JACOMY, [s.d.]).

3.4.1 Deteccdao de genes diferencialmente expressos

Genes diferencialmente expressos ap0s a vacinacdo foram detectados
atraves da aplicacdo de um teste t moderado fornecido no pacote limma (RITCHIE et
al., 2015). Os valores de intensidade de expressao de cada gene apds a vacinacao
(e.g. dias 1, 3, 7) foram comparados aos valores do dia 0 (baseline) em uma analise
pareada pelo individuo vacinado. Esse procedimento foi conduzido separadamente
por estudo, sendo os resultados armazenados em tabelas. Essas continham as
diferencas das médias de expressdo entre grupos experimentais, os p-valores

associados as comparacoes e os intervalos de confianca de 95%.
3.4.2 Deteccao de genes correlacionados a titulos de anticorpos
As diferencas dos logaritmos dos fold changes (logFC) de cada gene para

cada individuo foram calculados separadamente em cada estudo conforme com a

seguinte férmula:
logFC = log2(yz,) —log2(yz,)
Onde “yz,” corresponde a intensidade de expressao do gene y no individuo z
no tempo x e “yzy” corresponde a intensidade de expressédo do gene y no individuo z
no tempo 0. Os valores resultantes foram correlacionados aos logFCs dos titulos de
anticorpos de cada individuo.

3.4.3 Deteccéao de pares genes-IncRNAs correlacionados em cis

Pares de IncRNAs e mRNAsS em um mesmo cromossomo separados por no

maximo 200.000 pares de bases foram armazenados em uma tabela de
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correspondéncia. Um script que compara a posi¢cdo genémica de IncRNAs com as
posicoes de mRNAs foi escrito em R (R CORE TEAM, 2015) com o pacote
GenomicRanges (LAWRENCE et al., 2013) obtido do projeto Bioconductor
(GENTLEMAN et al., 2004).

O célculo da correlagdo de Pearson entre os logFCs de expressdo dos
INcRNAs e de seus respectivos mRNAs proximos foi realizado. Nesta etapa foram
utilizadas a tabela de correspondéncia INcCRNA-mRNA e os dados de logFCs
calculados para cada estudo conforme descrito no item 3.4.2. Os resultados foram
armazenados em um arquivo para cada estudo e integrados em uma metanélise de

correlacao.

3.4.4 Deteccado de moédulos de coexpressao

A deteccdo dos moddulos de coexpressdo foi realizada com o pacote
CEMiTool, publicado por nosso grupo de pesquisa (RUSSO et al., 2018). Esse
pacote consiste em uma aplicacao user-friendly que estende as funcionalidades do
algoritmo de deteccdo de modulos de coexpressao WGCNA (ZHANG; HORVATH,
2005). As tabelas pré-processadas e metadados de cada estudo foram submetidas a
funcdes do CEMiTool utilizando parametros padréo. O resultado obtido consistiu em
uma tabela por estudo contendo a correspondéncia entre cada um dos genes
selecionados e 0 médulo a ele atribuido.

A integracdo dos moddulos de coexpressdo em redes consenso foi
implementada no pacote CEMiTool de acordo com o seguinte algoritmo:

=>» Para cada resultado (correspondéncia genes-moédulos em um estudo):
Para cada médulo de coexpresséao do estudo:
Ligar todas as combina¢cdes gene-gene (arestas) dentro do modulo.
Calcular coeficiente de correlacdo da expressao dos pares de genes.
Armazenar as arestas e coeficientes em uma lista de arestas.
Concatenar listas de arestas de todos os médulos do estudo em uma tabela.
=>» Unir listas de arestas de todos os estudos em uma tabela.
=>» Selecionar as arestas com base na representacdo em estudos e/ou correlacao
segundo os seguintes critérios:
1) Estavam representadas em pelo menos duas coortes;
2) Tinham uma média de coeficiente de correlagdo maior que 0.6 caso
estivesse representada em duas coortes;
3) Tinham uma média de coeficiente de correlagdo maior que 0.55 caso
estivesse representada em trés coortes;
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4) Tinham uma meédia de coeficiente de correlagdo maior que 0.5 caso

estivesse representada em quatro coortes;

5) Tinham uma média de coeficiente de correlacdo maior que 0.45 caso

estivesse representada em cinco coortes (apenas para I1Vs);

6) Estavam representadas em seis ou mais coortes (IIVS) ou cinco ou mais

coortes (para YF-17D).

Esse algoritmo foi aplicado duas vezes, uma para as coortes vacinadas com
[IVs e outra para as coortes imunizadas com YF-17D. Como resultado, obtivemos
redes compreendendo todos os pares de genes consistentemente coexpressos na
maioria dos estudos. Contudo, o procedimento implica a perda da informacdo de
modularidade originalmente presente nos resultados de cada estudo. A fim de
detectar modulos consenso a partir da rede consenso, implementamos no CEMiTool
uma funcao de deteccao de comunidades, definidas como agrupamentos de nés em
uma rede, com base no pacote iGraph (CSARDI; NEPUSZ, 2006). Neste trabalho
utilizamos o algoritmo de particionamento de redes baseado em um modelo spin-
glass (REICHARDT; BORNHOLDT, 2006), e selecionamos comunidades com um

minimo de 15 genes.

3.4.5 Estratégias de Metanalise

Os tamanhos de efeitos obtidos das analises de expressao diferencial,
correlacdo entre pares de genes vizinhos e correlagdo com titulos de anticorpos
foram integrados por meio da aplicacdo de um modelo de efeitos aleatdrios
implementado no pacote metafor (VIECHTBAUER, 2010). Os tamanhos de efeitos
das andlises de expressao diferencial consistiam na diferenca de médias de
expressdo. No caso das analises de correlacdo, os tamanhos de efeitos
correspondiam aos coeficientes de correlacdo de Pearson. Tamanhos de efeito e
suas variancias foram submetidas a funcdo rma do pacote metafor para a estimativa
dos resumos dos tamanhos de efeito. Estudos foram ponderados pelo inverso da
variancia. Metanalises baseadas na contagem das vezes em que genes passavam

por um limiar de p-valor pré-determinado (vote counting) foram também realizadas.

3.4.6 Enriquecimento funcional

A determinacdo da relevancia biolégica das comunidades consenso foi feita
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de duas maneiras. Primeiramente, a anotacdo funcional foi feita por meio da
comparacao de listas de genes com Blood Transcriptional Modules (BTMs) (LI et al.,
2014). Para isso, utilizamos o teste exato de Fisher, implementado no pacote
clusterProfiler (YU et al.,, 2012). Mudancas congruentes na atividade destas
comunidades foram quantificadas em cada coorte por meio da aplicacao do teste de
enriquecimento fornecido no pacote fgsea (SERGUSHICHEV, 2016). Comunidades
com p-valor ajustado < 0.05 foram selecionadas, e seus Normalized Enrichment
Scores foram representados em heatmaps.

4 RESULTADOS
4.1 DADOS DE EXPRESSAO E REANOTACAO DE PLATAFORMAS

De acordo com os critérios apresentados na sec¢do 3.1.1, coletamos dados
publicos de expressao oriundos de 17 coortes vacinadas. Dessas, doze continham
amostras de individuos imunizadas com IIVs e cinco continham amostras de
individuos imunizadas com YF-17D. Diversas coortes continham também dados de

dosagem de anticorpos, tomados antes e depois da vacinacao (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1 - Bancos de dados analisados. Abreviagbes: ID — Identificador interno; AB —
Segundo dia de dosagem de anticorpos. Estudos com cédigo de acesso GSE13486 e
GSE13699 foram desagregados por conterem dados de diferentes coortes.

Referéncia ID Cadigo de Acesso AB Vacina Platforma
(QUEREC et al., 2009) YF-17D_01 GSE13486 - YF-17D GPL570
(QUEREC et al., 2009) YF-17D_02 GSE13486 - YF-17D GPL570

(GAUCHER et al., 2008) YF-17D_03 GSE13699 - YF-17D GPL6104
(GAUCHER et al., 2008) YF-17D_04 GSE13699 - YF-17D GPL6104
(HOU et al., 2017) YF-17D_05 GSE82152 - YF-17D  GPL15207
(TSANG et al., 2014) IV_09_4 GSE47353 70 v GPL6244
(BUCASAS et al., 2011) IV_08_2 GSE48018 28 1\ GPL6947
(BUCASAS et al., 2011) IV_09_3 GSE48023 28 nv GPL10558
(OBERMOSER et al., 2013) IV_09_2 GSE48762 - 1\ GPL6947
(THAKAR et al., 2015) IV_10 2 GSE59635 - v GPL10558
(THAKAR et al., 2015) vV _11 2 GSE59654 - nv GPL10558
(SOBOLEV et al., 2016) IV_09_5 E-MTAB-2313 63 1\ GPL4133
(NAKAYA et al., 2015) IV_10_1 GSE74817/GSE29619 28 1\ GPL570
(NAKAYA et al., 2015) IV_11 1 GSE74817/GSE29619 28 v GPL570
(NAKAYA et al., 2015) IV_07_1 GSE74817/GSE29619 28 1\ GPL570
(NAKAYA et al., 2015) IV_08_1 GSE74817/GSE29619 28 1\ GPL570
(NAKAYA et al., 2015) IV_09 1 GSE74817/GSE29619 28 1\ GPL570

Diferentes estudos foram desenhados para responder diferentes questdes
cientificas. Os bancos de dados reanalisados neste trabalho foram originalmente
utilizados na determinacao de preditores de resposta de anticorpos (TSANG et al.,
2014), comparacdo entre diferentes vacinas (OBERMOSER et al., 2013),
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comparacao entre a resposta vacinal de jovens e idosos (THAKAR et al., 2015),
estudo da vacina inativada contra gripe suina (H1N1) contendo o adjuvante AS03
(SOBOLEYV et al., 2016) e compreensédo da resposta da vacina YF-17D contra febre-
amarela (GAUCHER et al., 2008; HOU et al., 2017; QUEREC et al., 2009). Outros
conjuntos de dados nao puderam ser utilizados devido a particularidades em seus
desenhos experimentais. No dataset GSE58970, por exemplo, s6 estavam
disponiveis amostras coletadas antes da vacinacdo. Em GSE81692, por sua vez, as
amostras de sangue foram coletadas unicamente por puncao digital. No segundo
caso, as diferencas transcricionais observadas entre amostras de sangue venoso e
capilar podem afetar a comparabilidade de resultados (STEIN et al., 2016).

Amostras que ndo passaram nos critérios do controle de qualidade ou que
estavam em desacordo com nossa proposta foram removidas. Nossa analise
integrativa foi conduzida com um menor numero de amostras também devido aos
diferentes regimes de coleta. Nos estudos de vacinacdo contra febre amarela, todos
os bancos de dados continham amostras referentes aos dias 3 e 7. Nos estudos de
vacinacdo contra gripe, os estudos apresentaram uma maior variacdo no numero
total de amostras e nos dias de coleta, sendo mais frequentes as amostras coletadas
nos dias 1, 3 e 7. A figura 3 indica o numero final de amostras analisadas em cada
coorte. Dados de dosagem de anticorpos estavam disponiveis para diversas coortes.
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Figura 3 - NUmero de amostras analisadas por estudo. Tamanho e nimero dos circulos séo
proporcionais a quantidade de amostras disponiveis para o dia de coleta correspondente.
Datasets com informagao de dosagem de anticorpos estao identificados pela palavra “Ab”.

As plataformas empregadas nos bancos de dados foram reanotadas. Todas
as plataformas continham sondas anotadas como IncRNAs. As classes mais
frequentes de IncRNAs foram, nos dois casos, de INcCRNAs antisenso e intergénicos
(lincRNAs). Porém, IncRNAs classificados como intrénicos e sense overlapping
foram também detectados (Figura 4). Além disso, a andlise de sondas com anotagéo
oficial diferente de nossa reanotacdo revelou que sondas originalmente anotadas
como tendo alvo em genes codificadores representavam, na verdade, INncCRNAs
antisenso, intrénico ou intergénicos (Figura 5). A analise da interseccdo das sondas
reanotadas como INcRNAs nas diferentes plataformas, revelou que 204 e 91
INcRNAs estavam representados concomitantemente em todas as plataformas
utilizadas nas coortes imunizadas com IIVs (Figura 6A) e YF-17D, respectivamente
(Figura 6B).
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Figura 4 - Classes de IncRNAs em plataformas reanotadas. Classes foram definidas pelo
Gencode v24.
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Figura 5 — Exemplos de sondas mal anotadas na plataforma GPL570. Cada secdo contém o
resultado da busca pela sonda no Genome Browser. Caixas representam genes ou sondas.
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Figura 6 — Interseccdo de IncRNAs representados nas plataformas. Barras verticais

representam o tamanho da interseccdo de IncRNAs representados nas plataformas
utilizadas nos estudos de 1lIVs (a) ou YF-17D (b). Barras horizontais representam o numero
total de sondas com alvo em IncRNAs em cada plataforma.
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4.2 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES E LNCRNAS APOS A VACINACAO

Genes Diferencialmente Expressos (DEGs) foram detectados apds a
vacinacdo. A estratégia de metanalise baseada em contagem de votos (vote
counting) indicou que interseccdes entre DEGs detectados em comparacoes
similares de coortes imunizadas com IlIVs (Figura 7A) e YF-17D (Figura 7B) em
multiplos estudos foram consideravelmente baixas. Nao obstante, genes
consistentemente diferencialmente expressos detectados em nossa analise
coincidiram com os resultados originalmente publicados pelos autores dos bancos
de dados. Por exemplo, os genes CD38, TNFRSF17 e MZB1 estavam presentes em
assinaturas génicas induzidas pela vacina contra a gripe no dia 7 (NAKAYA et al.,
2011; TSANG et al.,, 2014). Em nossa andlise integrativa eles apresentaram uma
consistente expressao diferencial no dia 7 apés IIVs (Figura 7A). Esses resultados
servem para confirmar nossa capacidade de reproduzir resultados prévios. Os genes
consistentemente diferencialmente expressos nas coortes de YF-17D foram também
previamente reportados na literatura como associados a resposta transcricional
induzida por YF-17D. Por exemplo, genes relacionados a resposta de interferon
foram detectados como diferencialmente expressos em todas as coortes no dia 7
apos a vacinacdo (dados ndo apresentados). Essa ocorréncia foi também
previamente descrita pelos autores originais desses conjuntos de dados (GAUCHER
et al., 2008; HOU et al., 2017).
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Figura 7 - Interseccédo entre genes diferencialmente expressos em coortes imunizadas com
IIVs (A) e YF-17D (B). Eixo x representa a quantidade minima de coortes em que genes
foram considerados diferencialmente expressos sob um limiar de p-valor nominal de 0.05.
No eixo y esté representada a soma cumulativa de genes diferencialmente expressos.
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A mesma abordagem de metanalise de contagem de votos revelou diversos
IncRNAs diferencialmente expressos em comparagcbes similares de diferentes
estudos de 1IVs e YF-17D (Figura 8). Ainda assim, uma abordagem de metanalise
baseada unicamente na contagem de vezes em que um gene passa por um critério
arbitrario de significancia ndo é capaz de extrair toda a informacgdo disponivel nos
multiplos conjuntos de dados. Medidas de intensidade e direcdo do tamanho de

efeito, por exemplo, sdo completamente desconsideradas.
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Figura 8 - Intersecgé@o entre IncRNAs diferencialmente expressos em coortes imunizadas
com IIVs (A) e YF-17D (B). Eixo x representa a quantidade minima de coortes em que
IncRNAs foram considerados diferencialmente expressos sob um limiar de p-valor nominal
de 0.05. No eixo y esta representada a soma cumulativa de IncRNAs diferencialmente
expressos.

A fim de calcular uma estatistica resumindo os tamanhos de efeito, utilizamos
um método de metandlise de efeitos aleatorios fornecido no pacote metafor. Com
essa abordagem, pudemos obter o resumo dos tamanhos de efeito relacionados a
diferenca de expressdo de um gene em uma mesma comparacdo em multiplos
estudos, o intervalo de confianca de 95% e um p-valor da metanalise. Resultados
das metanalises possibilitaram a identificacdo de centenas de IncRNAs
diferencialmente regulados nos estudos de pacientes imunizados com IIVs (Figura 9)
e YF-17D (Figura 10).
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Figura 9 — Volcano plots das metanalises de expresséo diferencial de INCRNAs nas coortes
imunizadas com 11Vs. Resumo dos tamanhos de efeito (eixo x) e logaritmos negativos dos p-
valores das metandlises (eixo y). Linhas tracejadas representam limiares de p-valor nominal
de 0,01. Numero de IncRNAs regulados negativamente e positivamente (sob o limiar) estao
representados nas areas correspondentes dos gréaficos. Cores dos pontos representam o
namero de coortes em que o IncRNA foi medido.
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Figura 10 - Volcano plots das metandlises de expressao diferencial de IncRNAs nas coortes
imunizadas com YF-17D. Resumo dos tamanhos de efeito (eixo x) e logaritmos negativos
dos p-valores das metanalises (eixo y). Linhas tracejadas representam limiares de p-valor
nominal de 0,01. Numero de IncRNAs regulados negativamente e positivamente (sob o
limiar) estdo representados nas areas correspondentes dos graficos. Cores dos pontos
representam o niumero de coortes em que o IncRNA foi medido.

Diversos IncRNAs apresentaram diferencas de expressédo apos 1, 3, 7 ou 14
dias apds 1IVs ou YF-17D (Figura 11). Nas coortes imunizadas com IIVs, MIAT
(resumo = -0,365 e p-valor nominal = 3,05x10°) e MCM3AP-AS1 (resumo = -0,112 e
p-valor nominal = 1,06x10°) estavam regulados negativamente no dia 1 apés a
vacinacdo. LINC01133 estava regulado positivamente no dia 3 (resumo = 0,075 e p-
valor nominal = 0,000917) e DANCR no dia 7 ap0s a vacinagao (resumo = 0,139 e p-
valor nominal = 1,05x10®). O gene codificador TNFRSF17 estava, como esperado,
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regulado positivamente no dia 7 em todas as coortes (resumo = 1,33 e p-valor
nominal = 1,787x10™) (Figura 12).
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Figura 11 — AlteragBes na expressdo de IncRNAs apds a vacinagdo. (a) Exemplos de
INcRNAs com expresséo alterada apds [IVs. (b) Exemplos de IncRNAs com expressao
alterada apos YF-17D. Curvas pretas e regides sombreadas representam o resumo do
logFC em relag&o ao baseline e seus intervalos de confianga de 95%, respectivamente.
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Figura 12 — Metanadlise de IncRNAs representativos com expressao diferencial reiterada em
coortes imunizadas com IIVs. (A) LogFCs e seus respectivos intervalos de confianca de 95%
(eixo x) de cada coorte disponivel (eixo y). Linhas verticais vermelhas e regides sombreadas
representam o resumo dos tamanhos de efeito, bem como os seus correspondentes
intervalos de confianca de 95%, respectivamente. O resultado da metandlise com o gene
codificador TNFRSF17 foi também representado. (B) Heatmap de dados de expressao
génica de células imunes humanas coletados do Blueprint. Intensidades representam z-
scores dos log,(FPKM) de cada amostra.

Nas coortes imunizadas com YF-17D, IncRNAs diferencialmente expressos
incluiram AATBC (resumo = 0,157 e p-valor nominal = 0,0008938 no dia 7),
MAPKAPK5-AS1 (resumo = -0,151 e p-valor nominal = 0,0005284 no dia 7) e
LRRC75A-AS1 (resumo

0,441 e p-valor nominal = 2,524x10® no dia 7). O aumento na expresséo de genes

-0,265 e p-valor nominal = 0,000339 no dia 3; resumo = -
estimulados por interferon € um marcador da resposta transcricional a vacinacdo
com YF-17D no dia 7 (GAUCHER et al., 2008; QUEREC et al., 2009). Em nossos
resultados, detectamos aumentos acentuados na expressao de IFI27 em todas
coortes imunizadas com YF-17D no dia 7 (resumo = 3,778 e p-valor nominal =
6,393x10™) (Figura 13).
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Figura 13 — Metanalise de IncRNAs representativos com expresséao diferencial reiterada em
coortes imunizadas com YF-17D. (A) LogFCs e seus respectivos intervalos de confianca de
95% (eixo x) de cada coorte disponivel (eixo y). Linhas verticais vermelhas e regibes
sombreadas representam respectivamente o resumo dos tamanhos de efeito, bem como os
seus correspondentes intervalos de confianga de 95%. O resultado da metanalise com o
gene codificador IFI27 foi também representado. (B) Heatmap de dados de expressao
génica de células imunes humanas coletados do Blueprint. Intensidades representam z-
scores dos log,(FPKM) de cada amostra.

4.3 CORRELACAO DA EXPRESSAO DE LNCRNAS E TiTULOS DE ANTICORPOS

Analises de expresséo diferencial de individuos vacinados n&o consideram a
capacidade da vacina de induzir protecdo. Titulos de anticorpos sdo usados como
correlatos de protecdo para diversas vacinas. Mais ainda, a maioria das vacinas
licenciadas induz protecdo por intermédio da atividade exercida por anticorpos
(PLOTKIN, 2008). Nesse contexto, estudos de vacinologia de sistemas identificaram
genes potencialmente associados a producao de anticorpos por meio de analises de
correlacdo entre a expressdo génica e aumentos nos titulos de anticorpos (NAKAYA
et al., 2015; QUEREC et al., 2009; TSANG et al., 2014). Com 0 mesmo
procedimento, pudemos associar mudancas na expressdao de INncRNAs com
mudancas na producdo de anticorpos apOs imunizacdo com IIVs. Em seguida
aplicamos um modelo de metanalise de efeitos aleatérios a fim de determinar um
resumo das correlagcbes entre as diversas coortes. Diversos IncCRNAs estavam
correlacionados negativamente e positivamente com aumentos nos titulos de

anticorpos em coortes imunizadas com IIVs (Figura 14).
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Figura 14 - Volcano plots das metanalises de correlagdo de IncRNAs com titulos de
anticorpos nas coortes imunizadas com IlIVs. Resumo dos tamanhos de efeito (eixo x) e
logaritmos negativos dos p-valores das metandlises (eixo y). Linhas tracejadas representam
limiares de p-valor nominal de 0,01. Numero de IncRNAs correlacionados negativamente e
positivamente (sob o limiar) estdo representados nas areas correspondentes dos graficos.
Cores dos pontos representam o numero de coortes em que o IncRNA foi medido.

A andlise desses IncRNAs pode apontar para suas fun¢gdes em potencial. O
transcrito GAS6-AS1, por exemplo, estd correlacionado negativamente com a
producdo de anticorpos no dia 7 (resumo = -0,241 e p-valor = 0,00006541).
Interessantemente, o gene GASG6, codificador complementar a esse INCRNA, esta
correlacionado positivamente, ainda que marginalmente, com a producdo de
anticorpos no mesmo dia (resumo = 0,18313 e p-valor = 0,013). O IncRNA CDC42-
IT1, transcrito intrbnico ao gene CDC42, esta correlacionado negativamente com a
producdo de anticorpos no dia 7. Outros transcritos negativamente correlacionados
com a producdo de anticorpos em diferentes dias incluiram TRIM52-AS1 e Clorf132
(Figura 15).
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Figura 15 - Forest plots de IncRNAs correlacionados com titulos de anticorpos em coortes
imunizadas com 1IVs. Coeficientes de correlagdo de Pearson e seus respectivos intervalos
de confianca de 95% (eixo x) de cada coorte disponivel (eixo y). Linhas verticais vermelhas
e regides sombreadas representam o resumo dos tamanhos de efeito da metandlise, bem
como 0s seus correspondentes intervalos de confianca de 95%, respectivamente.
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4.4 CORRELACAO ENTRE LNCRNAS E MRNAS NA MESMA REGIAO GENOMICA

Diversos IncRNAs tem acédo limitada a regido gendbmica em que estao
localizados. A fim de buscar possiveis alvos de regulacdo de IncRNAs em cis,
fizemos uma metanalise das correlacbes entre a expressdo de INcRNAs e mRNAs
localizados na mesma regidao gendmica. Diversos pares INncCRNAs-mRNAs estavam
correlacionados negativamente e positivamente nas coortes imunizadas com IIVs
(Figura 16).
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Figura 16 - Volcano plots das metanalises de correlagdo de INcRNAs com mRNAs préximos
nas coortes imunizadas com IlIVs. Resumo dos tamanhos de efeito (eixo x) e logaritmos
negativos dos p-valores das metandlises (eixo y). Linhas tracejadas representam limiares de
p-valor nominal de 0,01. Niamero de pares correlacionados negativamente e positivamente
(sob o limiar) estdo representados nas areas correspondentes dos graficos. Cores dos
pontos representam o numero de coortes em que o par foi medido.

4.5 DETECCAO DE REDES CONSENSO DE COEXPRESSAO

Os resultados de andlises de expressao diferencial consistem em listas de
genes diferencialmente regulados entre dois grupos experimentais. Esse tipo de
analise pode gerar resultados com baixa interseccdo em comparacdes similares de
diferentes estudos e com alta sensibilidade a ruido (CHAUSSABEL et al., 2008;
IOANNIDIS, 2005; MICHIELS; KOSCIELNY; HILL, 2005). Apesar de permitirem a
deteccdo de mudancas de expressdo consistentes entre diversas coortes, a
conducdo de metanalises de expressdo diferencial ndo permite a deteccdo de
padroes de expressdo coordenados entre multiplos transcritos. Fizemos a
identificacdo de grupos de genes coexpressos com o CEMiTool, um pacote de
deteccéo de redes de coexpressao publicado por nosso grupo de pesquisa (RUSSO

et al., 2018). Posteriormente, construimos redes consenso de coexpressao por meio
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da comparacdo das arestas detectadas nos trabalhos conduzidos com as mesmas
vacinas. Esse procedimento tem o proposito de aumentar a relevancia biolégica das
redes de coexpressao (LEE et al., 2004).

Duas redes consenso de coexpressao foram construidas: uma relativa as
coortes imunizadas com IIVs (Figura 17A) e outra relativa as coortes imunizadas
com YF-17D (Figura 18A). A primeira rede continha 2.574 genes, 64.922 interacdes
e foi particionada em 16 comunidades. A atribuicdo de funcdo as comunidades
consenso e, por conseguinte, aos INCRNAs nelas presentes, foi feita por meio de
analises de enriquecimento funcional. Para isto, comparamos 0s genes de cada uma
das comunidades com Blood Transcriptional Modules (BTMs) (LI et al., 2014). As
comunidades da rede construida com dados de coortes vacinadas com IlVs estavam
associadas a grupos de genes caracteristicos de células B e plasmécitos (CM7),
células T (CM5), mondcitos (CM1), células NK (CM9) e resposta antiviral mediada
por interferon (IFN) (CM6) (Figura 17B).

A fim de avaliar se as comunidades consenso apresentavam alteracfes
sincronas de expressdo apds a vacinacao, fizemos andlises de enriquecimento de
vias. Nossa abordagem foi capaz de recapitular resultados previamente obtidos em
estudos de vacinologia de sistemas. Nos dias 1 e 3 apés IV, por exemplo,
detectamos um consistente aumento de expressao de uma comunidade associada a
resposta mediada por IFN e ativacdo de células dendriticas (CM6). A progressiva
diminuicdo de atividade desta comunidade nos dias 3 e 7 indica que a sinalizacdo
mediada por IFN é limitada ao inicio da resposta induzida por I[IVs, como
previamente relatado (ATHALE et al.,, 2017; NAKAYA et al.,, 2015). Comunidades
associadas a ceélulas T e células NK apresentaram diminuicdo de atividade em todas
as coortes no dia 1. No dia 7, por outro lado, foi possivel detectar aumentos na
expressdo da comunidade CM7 (associada a plasmadcitos) em todas as coortes
(Figura 17C). Esse resultado condiz com o aumento na frequéncia de células
produtoras de anticorpos, observado aproximadamente 7 dias ap0s imuniza¢cdo com
[IVs (SOBOLEYV et al., 2016; TSANG et al., 2014).



52

enriched in monocytes (I1)

CM1
CM1
CM2
CM3
CM3
CM4
CM4

CM5 —
CM5 T cell activation (I

cM6 antiviral IFN siﬁnature
°E:M6t | interferon r nse
< CcM7 nriched in B cells (I
cM7 lasma cells & B cells

CM8
CM9
CM10

TLR and inflammatory signaling
hosphatidylinositol signaling system

glatelet activation — actin binding

cell adhesion

heme biosynthesis (1)
enriched in NK cells (|
olgi membrane (I)

5 10 50 100
-log10(adjusted p-value)

Nes - -

E PRKCA -
s & oo
- - R
2

05 0 05

Day 7 Day 14

Figura 17 - Vis&o geral da rede consenso de coexpressao de IIVs. (a) Cores indicam a que
comunidade os nés foram atribuidos. Retangulos coloridos com cantos arredondados
contém o nome da comunidade, o numero total de genes e o nimero de IncRNAs (em
parénteses). (b) Resultados do enriquecimento funcional das comunidades usando BTMs.
Gréfico de barras representam o logaritmo negativo na base 10 dos p-valores ajustados do
teste exato de Fisher. (c) Resultados de enriquecimento de vias (GSEA) de coortes
vacinadas com [IVs. Comunidades consenso foram usadas como vias (linhas) e média dos
fold-changes dos genes de cada coorte como ranks (colunas). Intensidade de cores
representa os Normalized Enrichment Score (NES) (d) Conexdes representativas de
PRKCQ-AS1 na CM5. As cores nos nés representam o resumo do logFC no dia 1 em
relacéo ao baseline.

Multiplos IncRNAs estavam presentes nas comunidades consenso de
coexpressao de coortes imunizadas com IIVs (Quadro 1). A andlise dos genes
conectados a esses INCRNAs pode ser usada na inferéncia de suas funcbes em
potencial. Por exemplo, o IncRNA PRKCQ-AS1 é um membro da comunidade CM5,
relacionada a células T na rede consenso de 1IVs. A andlise do enriquecimento de
vias revelou que CM5 tem expressao diminuida no dia 1 apds IIVs em mdltiplas
coortes (Figura 17C). Uma sub-rede de genes conectados a PRKCQ-AS1 também
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tem expresséo regulada negativamente no dia 1 (Figura 17D). Diversos membros
dessa sub-rede sé@o genes relacionados a células T, como CCR7, CD27, ITK, LEF1,
THEMIS e SKAP1. Mais ainda, o gene codificador PRKCQ esta relacionado a
atividade de células T (ZHANG; KONG; ALTMAN, 2013). Esses achados sugerem

qgue o IncRNA PRKCQ-AS1 pode estar envolvido com a funcéo das células T.

Quadro 1 — IncRNAs em comunidades da rede consenso de coexpressdo de coortes
vacinadas com IlVs.

Comunidade | IncRNAs

AATBC, AC104809.4, DAPK1-IT1, LINC0O0877, LINC01127, LINC01503, MIR223,
CM1 RP3-525N10.2

CMm2 MAPKAPK5-AS1

ALMS1-1T1, CTA-29F11.1, CTD-2033D15.2, CTD-2286N8.2, ILI0RB-AS1,
LINC00936, MIR222HG, MIR22HG, MIR24-2, RP11-127B20.3, RP11-194N12.2,
RP11-373D23.2, RP11-386J22.3, RP11-489E7.4, RP11-670E13.6, RP11-76908.3,

CM3 SNHG15, SNHG17
AP001189.4, AP003068.23, C150rf54, RP11-588K22.2, RP11-874J12.4, RP11-
CM4 879F14.2, RP11-90C4.1, WDR11-AS1

BX322557.10, CHRM3-AS2, CKMT2-AS1, CTD-2555016.4, FOXP1-IT1, LEF1-AS1,
LINC01550, MIR568, PRKCQ-AS1, PWARG, RP11-138A9.1, RP11-158G18.1, RP11-
159N11.4, RP11-161M6.2, RP11-28313.6, RP11-327P2.7, RP11-39516.3, RP11-

CM5 52612.5, RP11-549J18.1, RP11-664D1.1, SLC25A25-AS1
CM6 AC079630.4, RP11-476D10.1
Cwm7 FAM30A, GUSBP11, LINC00926
CM8 AC012146.7
CM9 A2M-AS1, MIAT, SNHG9
CARDS8-AS1, HCP5, ILF3-AS1, LINC00324, RP1-39G22.7, RP11-448G15.3, RP11-
CM10 53019.3, RP11-747H7.3, RP11-97C16.1
CM11 LRRC75A-AS1, SNHG6
CM12 C9orf62, LINC01618, RP11-26212.2
CM13 ITPK1-AS1, LINC00957, LINC01205, RP11-463J7.2, ST8SIAG-AS1
CM14 CTB-89H12.4, CTD-2196E14.6, FTX, RP11-104N10.2, SNHG5, SNHG7Y
CM15 LINC01089

A rede construida com dados de coortes imunizadas com YF-17D continha
1.240 genes, 22.883 interagOes e foi particionada em 17 comunidades. Diversos
IncRNAs eram membros de comunidades associadas a quimiocinas, diferenciacao
de células T e ativacdo de plaquetas (Figura 18B). A analise de enriquecimento de
vias, feito nas comunidades, revelou que apés IIVs, a resposta mediada por IFN
restringia-se aos dias 1 e 3 (Figura 17C). No caso das coortes vacinadas com YF-

17D, uma ativacdo da comunidade relacionada a resposta de IFN era ainda

observada no dia 7 (Figura 18C).
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putative targets of PAX3 (M89.0)

chemokines in myeloid cells (M86.0)
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enriched in monocytes (I1) (M11.0).3
heme biosynthesis (1) (M171)
cM8 EMcyte differentiation (M173).1
cM9 enriched in NK cells (1) (M7.2)
cM9 enriched in T cells SIE (M7.0).2
cM10 enriched in B cells (1) (M47.0)
CM10 plasma cells & B cells, immunoglobulins (M156.0)

enriched in monocytes (11) (M11.0)

CM12
C day 3 day 7 day 14 day 28 cM13 enriched in monocytes (1) (M11.0).1
5 10 50
[N [} = "
— ] -log10(adjusted p—value)
71 | Ny
= |- IS5
Jd 1 ] | By ]
|1 I .|
m | 1]
=3 |
[l ||
[ jis] - |
Bl = =-i§l
- | [
B =
| I
- 0 - N MO T WO N M T W < 0 < WO
o O O O O O O o O O O O o o o o
NES oo daoodd e 0 ¢
FE M =~~~ SEREREKE RRRRKRK KK ~ ~
20 2 Lo bWl oo Lo o
> > > >>>> >>>>> >> > >

Figura 18 - Visdo geral da rede consenso de coexpressdo de YF-17D. (a) Cores indicam a
gue comunidade os nés foram atribuidos. Retangulos coloridos com cantos arredondados
contém o nome da comunidade, o namero total de genes e o numero de IncRNAs (em
parénteses). (b) Resultados do enriqguecimento funcional das comunidades usando BTMs.
Gréfico de barras representam o logaritmo negativo na base 10 dos p-valores ajustados do
teste exato de Fisher. (¢) Resultados de enriquecimento de vias (GSEA) de coortes
vacinadas com YF-17D. Comunidades consenso foram usadas como vias (linhas) e média
dos fold-changes dos genes de cada coorte como ranks (colunas). Intensidade de cores
representa os Normalized Enrichment Score (NES)

4.6 EXPRESSAO DE LNCRNAS EM CELULAS IMUNES

Mudancas na abundancia de transcritos em misturas de diferentes células
podem ser causadas tanto por regulacdo da expressao quanto por alteracbes nas
frequéncias relativas destas populagbes celulares (CHIKINA; ZASLAVSKY;
SEALFON, 2015; TSANG et al., 2014). Essa ocorréncia é particularmente relevante
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para o estudo de IncRNASs, j& que a expressdo destes transcritos tende a ter maior
2011;

2012). A fim de identificar em quais linhagens celulares do sistema

especificidade para tecidos do que os genes codificadores (CABILI et al.,
DERRIEN et al.,
imune os IncRNAs discutidos neste trabalho tem maior probabilidade de serem
expressos, utilizamos medidas de expressdo génica oriundas de linhagens imunes
(ADAMS et al.,

€ de que a identificacdo dos tipos celulares em que INCRNAs sdo expressos pode

2012). A premissa motivadora para a conducao desse procedimento
auxiliar na interpretacao funcional desses. Por exemplo, IncRNAs relacionados a
manutencdo de pluripoténcia estdo expressos especificamente em células-tronco
(HON et al., 2017).

A maior parte dos IncRNAs membros da comunidade CM5 das coortes
vacinadas com IIVs apresentaram alta express@o em células T CD4" em relagéo a
outras linhagens imunes. O IncRNA DANCR estava expressos em células de origem
linfoide (Figura 12B). O IncRNA AATBC, associado previamente com proliferacao
celular e apoptose (ZHAO et al.,, 2015), estava expresso especificamente em
mondcitos (Figura 13B). A expressdo do gene codificador GAS6 é elevada em
plasmdcitos e células dendriticas convencionais. Por outro lado, o IncRNA GAS6-
AS1 apresenta expressdo maior em células B Naive, células B de memdria e células

B de centro germinativo do que em plasmdcitos (Figura 20).
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Figura 19 - Expressao de IncRNAs da comunidade CM5 das coortes vacinadas com 11Vs em

linhagens de células imunes.

Colunas representam diferentes grupos de linhagens celulares.
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Barra inferior representa origens especificas das células. O agrupamento dos IncRNAs,
representado no dendrograma, foi feito por meio de um algoritmo de clustering hieararquico.
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Figura 20 — Expresséo de GAS6-AS1 e GAS6 em linhagens imunes.

4.7 COMPARACAO DOS RESULTADOS E FAM30A

As anadlises conduzidas neste trabalho permitiram a deteccdo de diversos
INcRNAs consistentemente relacionados a diferentes aspectos da resposta
imunoldgica induzida por duas vacinas. A fim de identificar IncRNAs que apresentam
mais de uma linha de evidéncia apoiando seu papel na resposta vacinal, fizemos
uma comparacdo dos resultados das metandlises de expressao diferencial,
correlagdo com anticorpos, correlagdo de pares de IncRNAs e mMRNAs e
coexpressao conduzidas nos estudos de IIVs.

O resultado mais proeminente identificado por meio dessa comparagao foi o
FAM30A, um transcrito expresso em orientacdo antisenso ao locus de Cadeias
Pesadas de Imunoglobulina (IGH). Esse IncCRNA apresenta evidéncias que indicam
uma associacdo com a resposta imunolégica induzida pela vacinagdo contra gripe.
Nomeadamente, o FAM30A estava diferencialmente expresso na maioria dos
estudos no dia 7 (Figura 8A), correlacionado positivamente com mudancas nos
titulos de anticorpos (resumo = 0,291 e p-valor nominal = 5,96x10®) (Figura 21A),
expresso preferencialmente em células B (Figura 21B) e correlacionado

positivamente com sondas de transcritos do locus IGH (Figura 21C).
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Figura 21 — Expressdo de FAM30A correlaciona-se com a produgéo de anticorpos e com
segmentos génicos no locus IGH. (A) Correlacdes entre FAM30A e titulos de anticorpos,
bem como seus intervalos de confianca de 95% (eixo x) estdo representados para cada
coorte (eixo y). Linha vermelha vertical e regido sombreada representam o resumo das
correlacdes e seu intervalo de confianga de 95%, respectivamente. (B) Expressédo de
FAM30A é maior em linhagens de células B (ADAMS et al., 2012). (C) Correlagcédo entre
logFCs de FAM30A e segmentos génicos no locus IGH no dia 7 apds IlIVs. Os circulos
representam coeficientes de correlagdo de Pearson em coortes imunizadas com IIVs. P-
valores da metandlise de correlagéo estédo abaixo dos identificadores das coortes.

4.8 MUDANCAS DE EXPRESSAO DE LNCRNAS APOS LAIV

Nossas metanalises foram feitas com base em dados publicos de microarray.
N&o obstante, a identificacdo de novos transcritos pode ser mais bem conduzida
com o uso da tecnologia de sequenciamento de RNAs (RNA-seq). A fim identificar
IncRNAs relevantes para vacinacao, fizemos analises de expresséo diferencial em
um conjunto de dados inédito de RNA-seq de criangas vacinadas. Foram detectados

55 IncRNAs diferencialmente expressos em sangue total no dia 2 sob um limiar de p-
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valor ajustado de 0,05 (Figura 22). Diversos IncRNAs presentes na metanélise
estavam também diferencialmente expressos nessa coorte, incluindo FAM225A,
LRRC75A-AS1, MAPKAPK5-AS1 e DANCR.
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Figura 22 — Volcano plot dos resultados de RNA-seq de coorte de criangas vacinadas.
Comparacao entre dia 2 apés a vacinacao e dia 0. Cada ponto representa um gene. Pontos
vermelhos representam transcritos anotados como IncCRNAs.

5 DISCUSSAO

Multiplos processos orquestrados estdo envolvidos na resposta imune a
vacinagao e infecgdo. Nossas analises revelaram que IncRNAs estdo associados a
alguns desses processos. Enquanto YF-17D contém um virus atenuado, que precisa
replicar antes de ativar o sistema imune de individuos previamente ndo expostos,
IIVs contém proteinas do virus influenza que potencializam a imunidade
preexistente. No dia 7 apds a vacinacgao, a assinatura transcricional periférica de YF-
17D é relacionada a resposta antiviral mediada por IFN, enquanto no mesmo dia
apos IlVs a assinatura esta associada a células B secretoras de anticorpos. Tais
diferencas podem explicar a observacdo de diferentes grupos de IncRNAs
associados com cada vacina. Nao obstante, identificamos INncRNAs com expresséo

induzida por mais de uma vacina, 0 que pode apontar para a ativacdo de vias
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relacionadas a geragéo da imunidade induzida por vacinas em geral.

LncRNAs cujas func¢des foram descritas em outros contextos, como o MIAT,
LINC01133 e DANCR foram identificados como diferencialmente expressos
simultaneamente em mudltiplas coortes. O MIAT, também conhecido como Gomafu,
foi descrito em 2006 como um transcrito oriundo de uma regido genémica contendo
SNPs que conferem maior suscetibilidade ao infarto do miocéardio (ISHII et al., 2006).
Relatos mais recentes mostram que o MIAT pode estar envolvido com apoptose,
proliferacéo, oncogénese e migracao celular por diferentes mecanismos (SUN et al.,
2018). Sua consistente diminuicdo de expressdo no dia 1 apds IIVs em mudltiplas
coortes pode apontar para um papel na resposta a vacinas. Aumentos na expressao
de LINC01133 foram detectados em multiplos canceres (WU et al., 2017; ZENG,;
QIU; FENG, 2017; ZHANG; ZHU; CHEN, 2015). Em nossas andlises, a expressao
de LINC01133 estava elevada no dia 3 ap6s IIVs, o que sugere que esse transcrito
pode também atuar na regulacdo da proliferacdo de células imunes apos a
vacinacdo. Outros IncRNAs podem também estar associados a resposta imune
adaptativa. Por exemplo, aumentos na expressao do transcrito DANCR foram
detectados no dia 7 em jovens com alta resposta de anticorpos apos 11Vs (THAKAR
et al., 2015). Outros estudos indicaram que DANCR influencia a atividade de
Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) em multiplos canceres (JIA et al., 2016; LI et
al., 2017b; MAO et al., 2017). Modificacbes epigenéticas mediadas por Ezh2 estédo
associadas a diferenciacao de células B e producao de anticorpos em camundongos
(GUO et al., 2018). Aumentos na expressdo de DANCR apés o dia 7 sugerem que
este transcrito esta relacionado a diferenciacéo de células secretoras de anticorpos,
cujas frequéncias em sangue periférico aumentam no dia 7 apdés IIVs (SOBOLEV et
al., 2016; TSANG et al., 2014).

Outros IncRNAs, como MCM3AP-AS1, MAPKAPK5-AS1 e LRRC75A-AS1
ainda nao foram estudados a fundo. Nao obstante, suas posi¢coes genémicas podem
apontar para suas funcdes em potencial. Por exemplo, o gene MCM3AP codifica a
proteina GANP, que estd relacionada a proliferacdo de células B em centros
germinativos (KUWAHARA et al., 2000). A diminuicdo de MCM3AP-AS1 no dia 1
pode indicar que este transcrito atua na atividade de células B apds imuniza¢cdo com
IIVs. MAPKAPKS codifica uma serinal/treonina quinase que ativa a proteina Heat
Shock Protein 27. Esta, por sua vez, foi associada a replicacao viral (RAJAIYA et al.,
2012). A diminuicdo da expressdo de MAPKAPK5-AS1 no dia 7 ap6s YF-17D e no
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dia 2 apds LAIV sugere um papel em potencial para este transcrito na replicagcao de
vacinas virais atenuadas. Ainda nessa linha, a diminuicdo da expressédo de
LRRC75A-AS1 nos dias 1 e 7 ap6s YF-17D, dia 2 ap6s LAIV, e dia 1 apos Vs
sugere um papel para este transcrito na resposta de multiplas vacinas.

Outro exemplo interessante € o CDC42-1T1, um transcrito totalmente intrénico
(TIN) ao gene CDC42, este associado a regulacdo do ciclo celular (OLSON;
ASHWORTH; HALL, 1995). Um trabalho seminal ja mostrou que INcCRNAs intrénicos
a genes relacionados com a regulacdo do ciclo celular apresentam expressao
elevada (ENGELHARDT; STADLER, 2012; NAKAYA et al., 2007). Outros exemplos
notaveis podem gerar insights relacionados a imunologia de tumores e imunologia
geral. O transcrito GAS6-AS1, por exemplo, € capaz de regular a expressao do gene
codificador GAS6 em céancer géastrico por meio de formagdo de um duplex mRNA-
INcRNA (ZHANG et al., 2019). Nossas analises indicaram que a expressdo de
GAS6-AS1 correlaciona-se negativamente com a producdo de anticorpos, enquanto
a expressao de seu gene codificador cognato apresenta correlacdo positiva. Além
disso, a expressdo de GAS6-AS1 esta aumentada em varias classes de células B
em relagcéo a outras linhagens imunes (Figura 20). Esses resultados podem indicar,
por exemplo, um possivel papel do transcrito GAS6-AS1 na atividade de linfocitos B
infiltrantes de tumores (NELSON, 2010). E importante ainda mencionar que a
proteina GAS6 é agonista do receptor AXL. Mdltiplas vias relacionadas a regulacéo
da atividade de células dendriticas e células NK, bem como ao desenvolvimento,
crescimento e disseminacdo de tumores, estdo subordinadas a ativacdo de AXL
(GAY; BALAJI; BYERS, 2017). A sinalizagdo mediada por GAS6 foi também
associada a sobrevivéncia de plasmdcitos em nichos da medula 6ssea (TARTE et
al., 2003). Nossos resultados sugerem, portanto, que a relagdo regulatéria entre
GAS6-AS1 e GASG6, descrita previamente no estudo de cancer, pode também ser
relevante para o entendimento da resposta imune humoral induzida por IIVs.

Nossa analise integrativa permitiu o levantamento de evidéncias que apontam
para uma funcdo em potencial do transcrito FAM30A. O FAM30A foi inicialmente
identificado na linhagem celular KG-1, no bago e em sangue periférico. (NAGASE et
al., 1995). Dentre as analises aqui conduzidas, a determinacdo da correlacdo entre
pares de IncRNAs e mRNAs proximos mostrou-se imprescindivel para a sua
identificacdo. Outros trabalhos ja propuseram que a correlacdo entre a expressao de
INcRNAs e mRNAs de um mesmo locus pode ser um indicador de relagdes
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regulatérias (DERRIEN et al., 2012; NAKAYA et al., 2007; PETRI et al., 2015). No
caso especifico do FAM30A essa ocorréncia € ainda mais relevante. Isso porque
INcRNAs inseridos em loci sujeitos a recombinacdo foram propostos como
responsaveis por mediar as interacdes nha cromatina necessarias para a
recombinacdo V(D)J em camundongos (ABARRATEGUI; KRANGEL, 2007; VERMA-
GAUR et al., 2012). E importante também mencionar que além de ter sido detectado
em um modulo relacionado a resposta de células B em nossas andlises, o FAM30A
foi também detectado em um modulo génico correlacionado com a resposta humoral
induzida por 1IVs em outro estudo (OBERMOSER et al., 2013). Em suma, nossos
resultados indicam que o FAM30A estd provavelmente relacionado a biologia de
linfécitos B e com a resposta de anticorpos induzida por IIVs.

A aplicacdo anterior do WGCNA revelou que o transcritoma de amostras
homogeneizadas de cérebro organiza-se em mddulos representativos da
composigdo celular subjacente (OLDHAM et al., 2008). Da mesma forma, nossos
resultados indicaram que as comunidades consenso de coexpressao capturaram
concomitantemente os sinais de coexpressao relacionados a ativacdo de programas
transcricionais (e.g. ativacdo de resposta de interferon) e a covariacdo de transcritos
marcadores de populacbes celulares (e.g. células T, mondcitos, células B). A
anotacdo funcional dessas comunidades, baseada na aplicacdo da heuristica de
Guilty By Association, permitiu a proposicéo de funcdes em potencial para INcRNAs
nelas presentes (WOLFE; KOHANE; BUTTE, 2005). E importante também
mencionar que o uso de BTMs na anotacado das comunidades justifica-se por sua
maior relevancia na analise do transcritoma do sangue em relacéo a vias canfnicas
(LI et al., 2014). A andlise da expressao de linhagens celulares imunes reiterou a
especificidade da expressdo de diversos INCRNAs presentes em comunidades, e
portanto suas possiveis relevancias funcionais na atividade destas linhagens.

Os IncRNAs aqui discutidos correspondem a apenas uma fracdo da
informacdo gerada em nossas analises. Os conjuntos de dados e metadados de
coortes vacinadas com IlIVs e YF-17D podem ser facilmente obtidos por qualquer
pessoa interessada. Nao obstante, esses dados nao estavam padronizados,
normalizados ou ao menos organizados em torno de uma questéo cientifica comum.
Por essa razéo, e a fim de facilitar o acesso da comunidade académica a resultados
relacionados a resposta vacinal, construimos um banco de dados que armazena 0s

resultados de nossas metanalises (disponivel em http://vaccinedb.sysbio.tools). Ao
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selecionar uma vacina (lIVs ou YF-17D), uma das trés andlises (correlacdo com
anticorpos, correlacdo de IncRNAs com genes vizinhos ou expressao diferencial) e
um gene ou par gene-IncRNA, usuarios podem visualizar os resultados da
requisicao.

Nossa abordagem mostrou-se adequada para a confirmacéo de que diversos
INcRNAs tém expressdo alterada por vacinas. N&o obstante, algumas escolhas
analiticas podem aperfeicoar a deteccdo de IncRNAs relevantes para a resposta
vacinal. As diferencas entre vacinas, exposicdo prévia dos individuos vacinados,
sexo e anos de aplicacdo compdem grupos de fatores que, se controlados, podem
gerar resultados mais precisos para a questao levantada neste trabalho, em especial
para vacinas contra a gripe (NAKAYA et al.,, 2015). Além disso, as alteracdes
transcricionais induzidas pela vacinacdo ocorrem de maneira diferente em individuos
que apresentam diferentes niveis de resposta a vacina contra gripe (BUCASAS et
al., 2011). A deteccédo de IncRNAs diferencialmente expressos com maior relevancia
para a resposta vacinal pode ser aperfeicoada com a estratificacdo desses
individuos.

As limitagBes deste estudo devem também ser mencionadas. Uma vez que as
sondas utilizadas em plataformas de microarray podem ser desenhadas com base
em diferentes regides do mesmo gene, heterogeneidade nas medidas de expresséo
génica entre diferentes coortes pode ser causada por uma mistura de fatores
técnicos (como vieses de transcriptase reversa) e biolégicos (como uso diferencial
de éxons). E importante também ressaltar que correlacées entre pares de INcRNAs e
MRNAs proximos ndo necessariamente implicam a existéncia de relacdes de
causalidade (GOYAL et al.,, 2017). Mais ainda, a ocorréncia de coexpressao local
pode também ser explicada por fenébmenos relacionados a colocalizacdo genémica,
tais como a abertura da cromatina ou o compartilhamento de um mesmo elemento
regulatorio (MICHALAK, 2008). Finalmente, as funcbes atribuidas a transcritos
anotados como IncRNAs podem ser, em realidade, exercidas por peptideos por eles
codificados (HUANG et al., 2017). Nesse contexto, propomos que o0s achados
descritos neste trabalho apontam para a existéncia de relevancia funcional de
transcritos anotados como IncRNAs em um contexto de vacina¢cdo, mas ndo sao
evidéncias suficientes para alegacdes categoricas de funcionalidade. Essas devem
ser feitas por meio da condugcdo de experimentos funcionais cuidadosamente
desenhados (KOPP; MENDELL, 2018).
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6 CONCLUSOES

Nossa analise integrativa apontou para a existéncia de associacdes entre a
atividade de IncRNAs e a resposta imunologica induzida pela vacinacdo. A utilizacéo
de multiplas abordagens analiticas permitiu a deteccdo de IncRNAs relacionados a
diferentes aspectos dessa resposta. A ocorréncia de alteracdes transcricionais
similares induzidas por trés diferentes vacinas evidenciou a existéncia de INCRNAs
com potencial funcdo compartilhada. Os resultados obtidos sdo coerentes com a
literatura cientifica e apontam para a existéncia de mdultiplos papéis ainda nao
apreciados de INcRNAs na resposta imune induzidas por vacinas.

Os IncRNAs aqui identificados parecem patrticipar de processos que incluem a
regulacdo do ciclo celular, o silenciamento epigenético, a resposta ao estresse e a
recombinacdo V(D)J. Outros IncCRNAs estavam coexpressos com genes associados
a diferentes linhagens celulares e processos biolégicos. Uma integracdo entre
resultados de coexpressado, expressao diferencial e correlagdo com dosagem de
anticorpos permitiu a deteccdo de modificacdes modulares em padrdes de
expressao induzidas pela vacinacao com IIVs e YF-17D. A determinagéo dos niveis
de expressao de IncRNAs em diferentes linhagens celulares reitera os resultados de
nossas analises e aponta para a existéncia de papéis diversificados de INcRNAs na
vacinacdo. A analise de dados inéditos de RNA-seq, obtidos de uma coorte de
criancas vacinadas com LAIV, fornece mais evidéncias suportando nossa alegacéo

de relevancia funcional de IncRNAs na imunidade induzida por vacinas.
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