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Resumo



SIBIA, C.F. Expressio de microRNAs circulantes em pacientes com Doenca de
Crohn e Retocolite Ulcerativa. 2020. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de
Botucatu, 2020.

Introducdo: As doengas inflamatodrias intestinais sdo doengas cronicas representadas
principalmente pela Doeng¢a de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU). A DC
caracteriza-se por focos de inflamagdo transmural que podem afetar qualquer segmento
do trato gastrointestinal (TGI).Pode ser classificada em tipo inflamatério, estenosante
ou penetrante/fistulizante. Na RCU, a doenca ¢ caracteristicamente restrita a superficie
da mucosa e submucosa. Os mecanismos envolvidos na patogénese de ambas as
doengas ainda s3o desconhecidos. Ressaltamos a importincia de mecanismos de
regulacdo génica, em particular os microRNAs (miRNAs) que estdo envolvidos em
processos bioldgicos importantes, ¢ tém sido evidenciados como biomarcadores com
potencial utilidade clinica no diagnostico, determinacdao do prognostico e tratamento dos
pacientes. Objetivo: Identificar miRNAs circulantes com expressao significativamente
alterada no plasma de pacientes com DC ou RCU, comparando os pacientes
respondedores vs. ndo respondedores ao tratamento. Metodologias: Foram coletadas
amostras de plasma de pacientes atendidos no Ambulatorio de Doengas Inflamatorias
Intestinais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e
diagnosticados com DC (n=25) ou RCU (n=30). A DC foi classificada de acordo com a
classificagdo de Montreal e a atividade da doenca foi baseada no indice CDAI. A RCU
foi classificada de acordo com a extensao da doenga em proctite, hemicolite esquerda e
pancolite ¢ a atividade da doenga foi classificada de acordo com o escore de Mayo. O
plasma foi utilizado para extragcao do RNA e quantificacao da expressao de miRNAs na
plataforma TagMan Low Density Array. Para analises de dados utilizamos o programa
Expression Suite com cut-off de nivel de alteracdo, foldchange (FC) > 2,0 e p<0,05.
Adicionalmente, utilizamos ferramentas de bioinformatica (mirDIP, miRTarBase ¢
ToppGeneSuite) para interpretacdo do significado bioldgico dos dados. Resultados: A
idade média dos pacientes com DC foi de 44,4 anos ¢ 60% eram do sexo feminino. Em
relagdo as caracteristicas clinicas, 64% dos pacientes foram diagnosticados com a
doenga entre 17-40 anos de idade, 36% apresentam a localizagdo ileo colonica, 40%
com comportamento estenosante, 4% apresentavam-se em atividade clinica da doenca e
44% estavam em uso de terapia bioldgica. Identificamos 37 miRNAs significativamente
alterados (FC>2 e p<0,05) comparados aos individuos sauddveis. Em pacientes
respondedores ao tratamento, 22 miRNAs estavam com expressdo diminuida e 3 com
expressao aumentada. Nos pacientes nao respondedores, 10 miRNAs estavam com
expressdao diminuida e 2 com expressdo aumentada. Nos pacientes com RCU, a idade
média foi de 51,3 anos e 53% eram do sexo feminino, 70% dos pacientes tiveram
comprometimento de todo o colon, 27% apresentavam atividade moderada e 33% dos
pacientes estavam em uso de aminossalicilicos. Identificamos 37 miRNAs alterados,
dos quais 18 miRNAs estavam com expressdo diminuida e 1 miRNA com expressdo
aumentada em pacientes respondedores ao tratamento. Nos pacientes ndo respondedores,
foram identificados 5 miRNAs com expressdo diminuida e 3 com expressao aumentada.
Conclusoes: Diferentes miRNAs podem constituir biomarcadores preditivos nas
diferentes formas de DII: DC e RCU.

Palavras-chaves: MicroRNAs, Doenca de Crohn, Retocolite Ulcerativa, Doenga
Inflamatoéria Intestinal.



Abstract



SIBIA, C.F. Expression of circulating microRNAs in patients with Crohn's disease
and Ulcerative Colitis. 2020 Thesis (Doctoral) - Faculty of Medicine of Botucatu,
2020.

Introduction: Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic diseases mainly
represented by Crohn’s disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC). CD is characterized
by transmural inflammation foci that can affect any segment of the gastrointestinal tract
(TGI. It can be classified as inflammatory, stenosing or penetrating/fistulizing. In UC,
the disease is restricted to the surface of the mucosa and submucosa. The mechanisms
involved in the pathogenesis of both diseases are still unknown. We emphasize the
importance of mechanisms of gene regulation, in particular microRNAs (miRNAs) that
are involved in important biological processes and have been shown to be biomarkers
with potential clinical utility in the diagnosis, determination of prognosis and treatment
of patients. Objectives: Identify circulating miRNAs with significantly altered
expression in the plasma of patients with CD or UC, comparing responders vs.
responders. non-responders to treatment. Methods: Plasma samples were collected
from patients seen at the Intestinal Inflammatory Diseases Outpatient Clinic from
Botucatu Medical School (UNESP) diagnosed with CD (n = 25) or UC (n = 30). CD
was classified according to the Montreal classification and disease activity was based on
the CDAI index. The UC was classified according to the extent of the disease into
proctitis, left hemicolitis and pancolitis and the activity of the disease was classified
according to the Mayo score. Plasma was used to extract RNA and quantify the
expression of miRNAs on the TagMan Low Density Array platform. For data analysis
we used the Expression Suite program with cut-off level of change, foldchange (FC) >
2.0 and p <0.05. Additionally, we use bioinformatics tools (mirDIP, miRTarBase and
ToppGene Suite) to interpret the biological meaning of the data. Results: The average
age of patients with CD was 44.4 years and 60% were female. Regarding the clinical
characteristics, 64% of the patients were diagnosed with the disease between 17-40
years of age, 36% had the ileocolonic localization, 40% with stenosing behavior, 4%
were in clinical activity of the disease and 44% were using biological therapy. We
identified 37 significantly altered miRNAs (FC>2 and p<0.05) compared to healthy
individuals. In patients who responded to treatment, 22 miRNAs were with decreased
expression and 3 with increased expression. In non-responders, 10 miRNAs were with
decreased expression and 2 with increased expression. In patients with UC, the mean
age was 51.3 years and 53% were female, 70% of the patients had involvement of the
entire colon, 27% had moderate activity and 33% of the patients were using
aminosalicylics. We identified 37 altered miRNAs, of which 18 miRNAs were with
decreased expression and 1 miRNA with increased expression in patients who
responded to treatment. In non-responders, 5 miRNAs with decreased expression and 3
with increased expression were identified. Conclusions: Distinct sets of miRNAs can
may represent predictive biomarkers in thedifferent forms of IBD: CD and UC.be

Key words: microRNA, Crohn’s Disease and Ulcerative Colitis.



Introducdo



As Doencas Inflamatérias Intestinais (DII) sdo consideradas doenga cronica de
causa ainda desconhecida, caracterizadas por inflamacao do trato gastrointestinal (TGI),
em especial no intestino delgado e no colon. A Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite

ulcerativa (RCU) sdo as formas mais comuns das DII (1).

A prevaléncia e a incidéncia destas doencas variam muito de acordo com a
regido e os métodos empregados no diagndstico dos pacientes (2), apresentando maior
indice em paises desenvolvidos, com alto grau de industrializacdo, com populacdo de
origem predominantemente caucasiana, como os paises do norte europeu e América do
Norte (3). Um estudo europeu demonstrou prevaléncia de DC variando entre 1,5 e 213
casos por 100.000 habitantes, e de RCU entre 2,4 e 294 casos por 100.000 habitantes (4).
Nos Estados Unidos da América, taxas de incidéncia de DC acima de 6,38 casos
novos/100.000 habitantes/ano, ¢ de RCU acima de 7,71 casos novos/100.000
habitantes/ano (5). Gasparini e cols. (6) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar
a incidéncia e prevaléncia das DII no Estado de Sao Paulo, Brasil. No periodo entre
2012 e 2015, os autores observaram uma taxa média de incidéncia anual das DII de 13,3
casos novos por 100.000 habitantes/ano (DC = 6,14 casos novos por 100.000
habitantes/ano; RCU = 7,16 casos novos por 100.000 habitantes/ano).

As DII ocorrem em ambos 0s sexos, embora exista uma discreta predominancia
do sexo feminino nos pacientes com DC (7). J4 na RCU essa predominancia parece ser
discretamente a favor do sexo masculino. Ambas as doencgas apresentam predominancia
em individuos caucasianos, indicando uma correlacdo com as influéncias ambientais
como estilo de vida e alimentagdo, além de caracteristicas genéticas desses individuos
(8). Esses fatores podem levar a modifica¢dao da resposta imune padrdo e a formagao de

resposta inflamatoria alterada (7).



A DC caracteriza-se por focos de inflamagdo transmural que podem afetar
qualquer segmento do TGI, desde a mucosa oral at¢ o dnus e a regido perianal (9),
acomete o ileo terminal em 47% dos casos, o colon em 28%, a regido ileocoldnica em
21% e o trato gastrointestinal superior em 3% dos casos. Pode ser classificada em tipo
inflamatorio (70% dos pacientes), estenosante (17% dos pacientes) ou
penetrante/fistulizante ou ambos (13% dos casos) (10). Geralmente inicia-se na idade
adulta precoce, causa grande impacto na qualidade de vida e capacidade laboral dos
pacientes, devido a ocorréncia de complicagdes como abscessos, fistulas, obstru¢ao do
intestino delgado e infeccdes, as quais podem levar a hospitalizagdo e/ou cirurgias (11).

Na RCU, a inflamagdo ¢ caracteristicamente restrita a superficie da mucosa e
submucosa. O distirbio comeca no reto e geralmente se estende de maneira continua
por todo o colon (12). A RCU ¢ classificada como: proctite (envolvimento limitado ao
reto), hemicolite esquerda (envolvendo o célon sigmoide com ou sem envolvimento do
colon descendente) e pancolite (envolvimento de todo ocolon) (13). Essas diferentes
formas de apresentagdo, tanto em termos de extensdo como em intensidade de
inflamacdo, tém como um dos principais fatores as caracteristicas genéticas individuais,
ainda pouco elucidadas (14). A RCU evolui em surtos, ocorrendo periodos de
exacerbagdo e remissdo das lesdes e dos sintomas, as vezes ao longo de muitos anos
(14). Assim como na DC, as manifestagdes sist€émicas como fadiga, febre, anorexia e
emagrecimento, sdo também encontradas na maioria dos pacientes com RCU (15). A
dor abdominal ¢ varidvel de acordo com a intensidade da inflamacao, sendo em geral
leve a moderada, podendo tornar-se severa nas complicacdes, tais como no megacolon
toxico (14). O risco de cancer colorretal (CCR) na colite ulcerosa ¢ aumentado em

pacientes com doen¢a de longa data em comparacdo com a populagdo em geral, com



risco cumulativo de 2% ap6s 10 anos de diagnostico, 8% apds 20 anos e 18% apos 30
anos (16).

O tratamento da DII requer frequentemente terapia a longo prazo, baseada na
combinacdo de medicamentos para controlar a doenga, como aminossalicilatos,
corticoéides, imunomoduladores (tiopurinas, tacrolimus e metotrexato) e terapia
bioldgica como os agentes anti-fator de necrose tumoral (anti-TNF) (infliximabe e
adalimumabe (17) anti-integrinas como o vedolizumabe ou anti-interleucinas.

Assim sendo, DII envolve complexa interagdo entre fatores genéticos,
ambientais e imunoldgicos. Entretanto, os mecanismos envolvidos na sua patogénese
ainda sdo desconhecidos (7). Estudos indicam que muitos genes estdo alterados na DC e
RCU, além daqueles envolvidos na resposta imune. Apesar desse conhecimento prévio,
os mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento das diferentes formas de
DII ndo sao entendidos, bem como as diferentes respostas do pacientes aos tratamentos
empregados (18).

Ressaltamos a importancia dos mecanismos de regulagdo génica, por meio da
acdo de RNAs nao codificantes, em particular os microRNAs (miRNAs), nos
mecanismos moleculares de doengas como a DII. Os miRNAs sao RNAs pequenos, de
aproximadamente 18-22 nucleotideos de comprimento ndo codificantes porém
importantes reguladores poOs-transcricionais de genes codificantes de proteinas (19). Os
miRNAs estdo envolvidos em diversos processos bioldgicos, tais como
desenvolvimento embrionario, diferenciagdo, apoptose e proliferagao celular (20). Além
disso, desempenham papéis importantes em doengas humanas, incluindo doencas
cronico-degenerativas. Nos ultimos anos, os miRNAs tém sido evidenciados como
importantes moduladores da  resposta imune (19). Adicionalmente, tém sido

evidenciados como biomarcadores com potencial utilidade clinica no diagndstico,



determinagdo do prognostico e tratamento de pacientes com doengas como por exemplo
o cancer (21).

Uma caracteristica importante dos miRNAs ¢ a sua estabilidade e facilidade de
deteccao em fluidos corporais; portanto, a expressao de miRNAs pode ser quantificada
em amostras clinicamente relevantes, tais como plasma ou soro. De fato, estudos t€m
demonstrado a utilidade de analise de perfis de sua expressao como biomarcadores no
plasma ou no soro humano (22).

De acordo com dados do miRBase (data de acesso atualizada em:05 de
Dezembro, 2019) (www.mirbase.org), um banco de dados que fornece informagdes
integradas sobre sequéncia de miRNAs, at¢é o momento, foram descritos e
caracterizados 2.654 miRNAs no genoma humano (23). Neste contexto, a identificagdao
de alteracdes na expressdo de miRNAs em pacientes com DC ou RCU deve contribuir
para a caracterizacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da DII.
Além disso, miRNAs poderdo constituir biomarcadores clinicamente relevantes para
melhorar o diagnostico, progndstico e ou impactar o desenvolvimento de terapéuticas
mais precisas para pacientes com essas doengas.

Alteragdes em miRNAs em pacientes com DII foram descritas pela primeira vez
por Wu F. e col. em 2008 (24). Nesse estudo, amostras de mucosa de pacientes com
RCU ativa apresentaram niveis aumentados de 8 miRNAs e diminuidos de 3 miRNAs
em comparacdo com amostras de individuos saudaveis que ndo apresentavam RCU.
Esses autores observaram que o miR-192, normalmente expresso em células epiteliais
do colon, estava significativamente reduzido em tecidos de coélon de pacientes com
RCU ativa (24). O miR-192 foi demonstrado regular negativamente a expressdo de

peptideo 2-alfa macrofagos inibitorio, expressa em células epiteliais (25).



A identificacdo do perfil global de expressio de miRNAs circulantes foi
realizada em estudo incluindo 20 pacientes com RCU e 20 individuos controle (19). Por
meio de andlise de microarranjos de miRNAs, os autores identificaram 31miRNAs
diferencialmente expressos em individuos com RCU vs. controles. O perfil de expressao
de miRNAs circulantes mostrou precisdao de 92,8%, especificidade de 96,2% e
sensibilidade de 89,5%, sugerindo que os miRNAs identificados podem constituir
biomarcadores com utilidade no diagndstico ndo invasivo de RCU (19).

A expressao diferencial de miRNAs no sangue periférico ou no plasma pode ser
ferramenta util para o diagnodstico e diferenciagdo dos subtipos da DII. As diferentes
células imunologicas circulantes associadas com DC e RCU refletem a expressao
alterada de miRNAs no sangue periférico (26). Um exemplo ¢ o miR-126, que se
apresentou aumentado em pacientes com RCU ativa. Este miRNA pode desempenhar
papel importante na regulagdo da inflamacdo em doencas inflamatdrias cronicas, uma
vez que tem como uma de suas fungdes bloquear o inibidor do fator nuclear-kappa B
alfa, o qual atua como inibidor da via de sinalizagdo NF-kB (26).

Embora os estudos citados acima indiquem o envolvimento de miRNAs em DII,
a maioria destes ¢ baseado na investigagdo de um painel limitado de miRNAs Além
disso, ndo ha relatos da expressdo global de miRNAs circulantes e da sua correlagdao
com mecanismos de interacdo entre genes potencialmente regulados por miRNAs em
DII. A anélise de expressdo de miRNAs, integrada a andlise de expressdo dos genes-
alvo regulados por miRNAs alterados, contribuird para elucidar mecanismos
moleculares associados a patogénese das DII. Particularmente, os miRNAs podem
constituir biomarcadores tuteis na diferenciacdo de pacientes com as diferentes formas

de DII, respondedores e nao respondedores ao tratamento.



A fim de contextualizar nosso trabalho com os dados da literatura, realizamos
uma pesquisa na base de dados PubMed e identificamos estudos de miRNAs circulantes
em DII. Utilizando as palavras-chaves: “microRNA AND circulating AND
inflammatory bowel disease”, identificamos 30 artigos cientificos publicados em
revistas indexadas (pesquisa atualizada aos 02 de Dezembro de 2019). Todos os artigos
foram analisados e dos 30 artigos identificados, 17 foram excluidos pelas seguintes
razoes: 7 tratavam de outras doengas, como o cancer; 6 eram outros tipos de estudo nao
contendo dados experimentais(revisdo da literatura e editoriais); 1 em outra lingua que
ndo o inglés e 3 referiam-se a estudos de DNA. Os 13 estudos restantes estdo
relacionados a miRNAs circulantes em pacientes com DII, em amostras de plasma, soro
e tecidos. Os estudos encontram-se organizados no Quadrol, em ordem cronoldgica

ascendente.



Quadro 1. Descricao dos estudos publicados avaliando miRNAs circulantes em doenga inflamatoéria intestinal, com pelo menos um dos objetivos

sendo a analise de expressao de miRNAs.

Estudo Tipo de Pacientes

amostra controle
S

Chen et al. Soro Soro: 140

2019 (27)

Schonauen et al. Soro e Soro: 20

2018 fezes Fezes: 15

(28)

Sun et al. Plasma Plasma: 37

2017 (29)

Doenca

Coorte de descoberta
DC: 40

UC: 40

Controles saudaveis:
40Coorte de
treinamento

DC:100

UC: 100

Controles

saudaveis: 100
Coorte de validagao
DC:66

Controle pacientes: 41

RT-qPCR

DC: RT-qPCR
36 soro e 39 fezes

RCU:

15 soro e 18 fezes

DC ativo: 29
DC remissao: 37

RT-gPCR

Delineamento
e métodos

Resultados principais

Expressao sérica de miRNA 146b - 5p
(miR - 146D - 5p) foi 2,87- ¢ 2,72 vezes
maior em pacientes com DC e RCU

Expressdao aumentada nos miR-16,
miR-21 ¢ miR-223, mas ndo miR-155,
em comparagdo com o0s controles e
foram maiores na DC do que nos
pacientes com RCU.

A expressdo de miR-125a foi diminuida
em pacientes com DC e aumentou
quando os pacientes alcancaram
remissdo clinica (apds tratamento em
trés meses)

Conclusoes principais do estudo

MiR - 146b - 5p pode refletir melhor
a inflamag¢ao da mucosa na DII do
que a PCR.

Correlacionaram a expressao de
miRNAs nas fezes com a atividade
da doenga; sugeriram os miRNAs
como potenciais biomarcadores em
DII.

Na DC ativa, a expressio de
miRNAs foi correlacionada
negativamente com a gravidade da
doenga e com a expressio de
citocinas inflamatorias em pacientes
com doenga de Crohn.




Oikonomopoulo Soro

et al.
2016 (30)

Wang et al.
2016 (31)

Polytarchou
et al.
2015 (32)

Soro

Soro

Soro: 21

Soro: 50

Soro: 21

DC ativo: 21
DC remissao: 24

DC: 50
RCU: 50

RCU ativo: 24
RCU remissao: 22

Nanostring
Tecnology

RT-gPCR

Nanostring
Technology

2 miRNAs (hsa-miR-1286 e
hsa-miR1273d) expressao
diminuida em DC ativa em relagao
a0s em remissao.

miR-223  apresentaram  expressdo
aumentado na CD ¢ RCU, teve uma
correlagdo positiva com indicadores de
atividade da doenca tanto na DC quanto
na UC, sugerindo que o nivel de miR-
223 estava associado a atividade da
doenca de DII.

6 miRNAs (miR-4454, miR-223-3p,
miR-23a-3p, miR-148b-3p, miR-320e e
miR-4516) expressdo diminuidos em
RCU remissao comparados com RCU
ativa e pacientes em  remissdo
comparados com 0s ativos nao atingiu
significancia estatistica.

Demonstraram diferencas
significativas na expressdo de
miRNAs séricos circulantes;

sugeriram que os miRNAs devem
constituir novos marcadores em DII;

O miR-223 sérico foi um método
mais confidvel para monitorar a
atividade da doenga do que a VHS
ou a PCR podendo servir como um
novo biomarcador para a DI

A andlise de subgrupos especificos
dos pacientes ¢ os miRNAs séricos
identificados, podem ser parametros
a serem testados, pela sua utilidade
na estratificagao de risco,
monitoramento da atividade da
doenga e avaliacao das respostas aos
medicamentos.




Jensen et al. Plasma

2015 (33)

Lewis et al. Soro

2015 (34)

Krissansen Soro
Et al.

2015 (35)

Plasma: 6

1°coorte:
soro: 5

2° coorte:

Soro:5

Soro: 58

DC: 6
Coorte de validagao
DC:102

RT-qPCR

1°coorte

DC estenosante: 13
DC nao estenosante:
16 2°
coorte

DC estenosante: 6
DC nao estenosante
11

DC: 57

DC ativo: 10

RCU: 62

RCU ativo: 10

RT-qPCR

RT-qPCR

6 miRNAs(miR-369-3p, miR-376a,
miR-376, miR-411 , miR-411) com
expressdo diminuido nos pacientes com
CD em comparagdo com controles e 3
miRNAs (miR-200c, miR-181-2p e
miR-125a-5p) com expressdo. Coorte
de validagdo, apenas o miR-16 foi
significativamente reduzido.

Os miR-19a-3p e miR-19b-3p
apresentou expressao diminuida quando
comparado com controle nas duas
coortes.

MiR-595 e miR-1246 foram
significativamente  aumentados nos
soros de pacientes com DC, RCU
quando comparados com controle

A analise identificou nove miRNAs
plasmaticos diferencialmente
expressos em pacientes com DC em
comparacao com

controles. Em uma validagdo
clinicamente relevante, sintomatica

coorte, apenas hsa-miR-16 foi
expresso diferencialmente, Sera
importante realizar estudos
adicionais que validem nossos

achados de Dbiomarcadores de

miRNAs.

A analise sérica em pacientes com 4
anos de acompanhamento confirma
a hipotese de que o miR-19a-3p e o
miR-19b-3p reduziram 0
desenvolvimento de estenose

Os miRNAs miR-595 e miR-1246
serdo possiveis biomarcadores em
pacientes com DC e RCU ativos.




Zahm et al. Tecido
2014 (36) Soro
Paraskevi etal. Sangue
2012 (37)

Zahm et al. Soro
2011 (38)

Tecido:50
Soro: 18

Tecido
DC:12
RCU:18
Soro
DC:11
RCU:18

RT-qPCR

DC: 128
RCU: 88

Sangue : 162 RT-PCR

Soro: 32 DC: 46 RT-gPCR

O miR-24 no tecido estava aumentado
na RCU quando comparado com a DC
e foi o unico miRNA alterado entre os
subtipos de DII. Nenhum miRNAs
sérico  foram  encontrados  para
distinguir DC da RCU.

11 miRNAs (miR-16, miR-23a, miR-
29a, miR-106a, miR-107, miR-126,
miR-191, miR-199a-5p, miR-200c,
miR-362-3p e miR-532-3p com
expressio aumentada na DC em
comparacao com os controles. Na RCU,
trés miRNAs (miR-16, miR-21, miR-
28-5p, miR-151-5p, miR-155 e miR-

199a-5p) foram  significativamente
aumentados em comparagdo com
controles.

Foram encontrados 24 miRNAs com
expressao aumentada. dos quais foram
escolhidos 11(miR-16,miR-484, miR-
30e, miR-106a, miR-195, miR-20a,
miR-21, miR-140, Let-7b, miR-192 e
miR-93)para estudo de validacao.

O estudo apresentou algumas
limitacdes como: pouca amostra de
soro e tecido, interferindo na analise
de miRNA.Sera importante realizar
estudos adicionais que validem
nossos achados de biomarcadores de
miRNAs.

Vérios miRNAs podem distinguir
DC de RCU.  Os miRNAs podem
representar novos biomarcadores
ndo invasivos para distinguir UC e
CD.

Os 11 miRNAs séricos validados
podem ser uteis como
biomarcadores nido invasivos na DC
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Wu et al.
2011 (39)

Sangue

Sangue: 13

DC ativo: 14
DC inativo: 5
RCU ativo: 10
RCUinativo: 10

RT-qPCR

Na DC ativa foram identificados12
aumentados € 6 diminuidos. Na RCU
foram identificados 12 miRNAs
aumentados ¢ 5 miRNAs diminuidos, 8
miRNAs (miRs-28-5p, -103-2 *, 149 *,
-151-5p, -340 *, -505 *, -532-3p ¢ miR-

plus-E1153)  foram  capazes
distinguir DC ativa de RCU ativa.

de

Os dados confirmam a evidéncia de
que DC e RCU estdao associadas a
diferentes  tipos de  células
imunes circulantes € que a expressao
diferencial de miRNAs do sangue
periférico pode formar a base de
futuros testes de  diagnostico
para doenga inflamatdria intestinal .
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998576/figure/F1/

Objetivos
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Geral
Identificar o perfil global de niveis circulantes de miRNAs no plasma de pacientes com

DC e RCU versus controle.

Especificos

Identificar alteracdes na expressao de miRNAs circulantes no plasma de pacientes com
DC e RCU de acordo com resposta ao tratamento medicamentoso (respondedores
versus nao respondedores).

Correlacionar os perfis de expressdo de miRNAs com a resposta ao tratamento nas
diferentes formas da doenga (pacientes respondedores versus nao respondedores);
Identificar os genes-alvo preditos a serem regulados pelos miRNAs alterados em DC ou
RCU;

Identificar vias moleculares enriquecidas e potencialmente associadas com as diferentes

formas da doenca.
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Metodologia
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Desenho do estudo e selecio dos participantes

Foi realizado estudo transversal com inclusdo de 55 pacientes ambulatoriais
atendidos no Ambulatério de Doengas Inflamatorias Intestinais do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu no periodo de Setembro de 2016 a Margo de
2017. O grupo controle foi composto por individuos saudéaveis voluntarios (n=10), do
sexo masculino ¢ feminino, com faixa etaria entre os 23 — 59 anos, os quais tiveram
amostras de sangue coletadas para exames de rotina. Aliquotas de sangue excedentes

foram coletadas e utilizadas na pesquisa.

Critérios de inclusdo dos pacientes

- pacientes diagnosticados com DII (RCU e DC), de qualquer classificacdo clinica,
maiores de 18 anos e que concordaram em participar da pesquisa, assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de exclusao dos pacientes

- pacientes com outras condicdes clinicas e/ou com diagndstico de cancer.

Critérios de inclusiao dos controles

- individuos saudaveis com idade entre 18 anos e 60 anos.

Critérios de exclusao dos controles

- presenca de sintomas como: dor abdominal, diarreia, sangue nas fezes, febre, perda de

peso, perda de apetite e anemia.
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Calculo do tamanho da amostra
O tamanho da amostra foi baseado na amostra de conveniéncia, baseado no
numero de pacientes atendidos no Ambulatorio de Doengas Inflamatérias Intestinais do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (n=300).

Aspectos Eticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) protocolo 3547/2010-A. O estudo seguiu
as recomendagdes éticas, incluindo a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satde.
Os pacientes foram convidados a participar da pesquisa e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexol).

Classificacao e Indice de Atividade da Doenca de Crohn

A atividade clinica da doenca foi baseada no Indice de atividade da doenca de
Crohn (CDAI), um sistema de avaliacao de gravidade da doenga, que utiliza 8 variaveis
objetivas e subjetivas. Em cada escala de pontuagao de 0 a 600, ¢ possivel classificar
entre resposta clinica (queda de 70 a 100 pontos); remissao clinica (valor total <150
pontos), atividade leve (50-250 pontos), atividade moderada (250-350 pontos) e
atividade grave (>350 pontos) (40) (Anexo 2).

A classificagdo da doenga foi baseada na Classificacdo de Montreal, um sistema
de avaliagdo da extensdo e comportamento da doenca. Esta classificagao subdivide a
doenca de acordo com trés caracteristicas fenotipicas principais: idade do diagndstico
(A1l abaixo de 16 anos, A2 entre 17 a 40 anos ¢ A3 acima dos 40 anos), localizagao

topogréafica (L1 ileal, L2 coldnica, L3 ileocoldnica e L4 trato gastrointestinal superior) e
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comportamento clinico (Bl nd3o estenosante, ndo penetrante, B2 estenosante, B3

penetrante e P doenga perianal) (41) (Anexo 3).

Classificacao e Indice de Atividade da Retocolite Ulcerativa

A atividade da doenga foi baseada no escore de Mayo, um sistema de avalia¢dao
que integra aspectos clinicos e endoscopicos. Habito intestinal, sangramento retal,
aspecto da mucosa visto pela colonoscopia e aspecto clinico global sdo os parametros
seguidos (42) (Anexo 4).

A RCU foi classificada de acordo com a extensdo maxima da inflamagao
observada por meio da colonoscopia e foi dividida, em colite distal, hemicolite esquerda

e pancolite (43) (Anexo 5).

Resposta ao tratamento
Resposta ao tratamento foi definida de acordo com critérios clinicos, baseado
no CDALI para pacientes com DC e no escore de Mayo para pacientes com RCU,
pois nem todos os pacientes apresentavam exames endoscopicos de rotina durante a

realizagdo do estudo.

Coleta de sangue

De todos os pacientes ou individuos saudaveis, foram coletados SmL de sangue
(em tubo com EDTA) por pungdo de veia periférica, com o intuito de analisar a
expressao de miRNAs circulantes. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas
a 1.200 rpm para a obtengdo do plasma livre de células. Apds a centrifugacdo, as
amostras de plasma foram congeladas em tubos separados em freezer a -80° C, até a

extragdo do RNA. O processamento das amostras, bem como todas as outras etapas
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experimentais posteriores foram realizado na Unidade de Pesquisa Experimental

(UNIPEX).

Extracao de RNA

A extracdo do RNA foi realizada utilizando o miRNeasySerum/Plasma Kit
(Qiagen), segundo as instrucdes do fabricante. Para tal, foi utilizada uma aliquota de
200uL de plasma. A cada amostra de plasma, foram adicionados 1.000uL de reagente
de lise (fornecido pelo kit) e as amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura
ambiente (TA), a fim de desnaturar complexos de proteinas ¢ RNAses e remover DNA
residual. Logo apds foram adicionados 200 pL de cloroféormio a cada amostra e
incubadas por 3 minutos em TA, e em seguida centrifugadas a 14.000 rpm, por 15
minutos a 4°C. A centrifugacdo permite que cada amostra seja separada em fases
organicas e aquosa, sendo que a fase aquosa contém o RNA de interesse. A seguir, a
fase aquosa foi entdo transferida para novos tubos eppendorf, estéreis e livres de
RNAses e a cada amostra foi adicionado 900uL de etanol 100%, para liga¢do das
moléculas de RNA com tamanho igual ou superior a 18 nucleotideos, dessa forma
enriquecendo as amostras com RNAs pequenos (miRNAs).

As proximas etapas consistiram na purificagdo do RNA através de colunas com
filtro, onde o RNA total (incluindo os miRNAs) ¢ ligado a membrana e os
contaminantes sao descartados no material filtrado. A fase aquosa contendo etanol foi
transferida para as colunas com filtro que foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 15
segundos a 25°C e o filtrado foi desprezado. Adicionou-se 700uL da solugdo de
lavagem Buffer RWT (fornecida pelo kit), seguida por centrifugacdo a 10.000 rpm, por
15 segundos a 25°C e o filtrado foi desprezado. Adicionou-se 500uL da solucdo de

lavagem Buffer RPE (fornecida pelo kit), seguida por centrifugacdo a 10.000 rpm, por
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15 segundos a 25°C e o filtrado foi desprezado. Adicionou-se 500uL de etanol 80%,
seguida por centrifuga¢do a 10.000 rpm, por 2 minutos a 25°C e o filtrado foi
desprezado.

Uma nova centrifugacao foi realizada para secagem das colunas a 14.000 rpm,
por 5 minutos a 25°C. A coluna com filtro foi entdo transferida para um novo tubo
coletor fornecido pelo kit para a elui¢do do RNA pela adigdo de 15uL de dgua estéril e
livre de RNAse (Sigma-Aldrich) no centro do filtro, o qual foi incubado por 1 minuto
em TA, seguido de centrifuga¢@o por 1 minuto a 14.000 rpm a 25°C. O RNA obtido foi
armazenado a -80°C até a sua utilizagao.

A analise de quantificagdo e avaliacdo da qualidade e pureza das amostras de
RNA foi realizada no equipamento NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific), o qual
permite quantificar o RNA total contido em cada amostra e verificar a presenga de
contaminagdo por proteinas e/ou residuos de solventes organicos. O RNA obtido foi
utilizado para transcricdo reversa (produg¢do de cDNA) e posterior amplificagdo pela

PCR quantitativa em tempo real.

Reacao de Transcricio Reversa de miRNAs

A transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o kit TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) combinado com o
Megaplex™ RT Primers Pool A v2.1 do mesmo fabricante e segundo o protocolo
recomendado. Esse sistema permite a transcricdo reversa dos miRNAs maduros para
analise na plataforma Tagman® LowDensityArrayCard A (Thermo Fisher Scientific).
Essa plataforma consiste em um cartdo com sondas liofilizadas representando 384
miRNAs humanos com sequéncias conhecidas e depositadas no miRBase. A plataforma

inclui trés controles (miRNAs enddgenos) para normalizagdo dos dados e um ensaio
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ndo humano como controle negativo. Para a reagdo de RT, foram adicionados
Megaplex™ RT Primers (10X), dNTPs com dTTP (100mM), MultiScribe™ Reverse
Transcriptase(50U/uL), 10X RT Buffer, inibidor de RNase (RNase/nhibitor) (20U/uL).
A mistura desses componentes com o RNA foi incubada por 40 ciclos, a 16°C por 2
minutos, 42°C por 1 minuto e 50°C por 1 segundo; seguido da inativagdo da
transcriptase reversa a 85°C por 5 minutos. As amostras de ¢cDNA obtidas foram

mantidas a -20°C até sua utilizacao.

Amplificacao pela PCR Quantitativa em Tempo Real

Para a reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (RT-QPCR)
utilizou 450 pL de Master Mix TagMan® Universal Master Mix II, no UNG (Applied
Biosystems); 6 uL. de cDNA (produzido na etapa anterior) e 444 uL. de 4gua estéril e
livre de RNAse. Foram adicionados 100 pL. desse mix em cada um dos oito pocos do
cartdo, seguido por centrifugacdo a 1.200 rpm por 1 minuto, duas vezes. A RT-QPCR
foi realizada no equipamento QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems).Para a
normalizacdo dos dados foi aplicada a normaliza¢do global, conforme descrita por
Mestdaghetal.(44) e que consiste em um método de normalizagdo recomendado para

analise de um grande numero (384 ou maior) de alvos.

Analise dos dados

Essa etapa consistiu na interpretagdo dos dados de expressdao de miRNAs. Os
dados foram analisados utilizando o programa ExpressionSuite vI.0.3, o qual permite
quantificar a expressao relativa de miRNAs comparada com os controles. Para a
determinagdo de miRNAs diferencialmente expressos, utilizamos o calculo do nimero

de vezes no qual um miRNA estd com expressao maior (aumentada) ou menor
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(diminuida) comparado com os controles (plasma de individuos saudaveis), de maneira
similar a outros estudos. Utilizamos um cut-off de 2,0 e p<0,05 para a sele¢do de
miRNAs estatisticamente significativos (45).

Para a analise de predicdo dos genes-alvos utilizamos ferramentas de
bioinformatica: portal de integracao de dados miRNA

(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/), usando como critério para selecdo de alvos,

resultados com "muito alto" (1% superior) e "alto" (5% superior) score para
probabilidade de interacao (46).
Além  disso, incluimos interacoes validadas no miRTarBase

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) (47). Adicionalmente, realizamos

analises de enriquecimento para a identificacdo de fungdes bioldgicas dos genes-alvo

dos miRNAs, utilizando a ferramenta ToppGeneSuite (https://toppgene.cchmc.org/)

(48).
Com o objetivo de visualizar miRNAs comumente alterados em DC e RCU, ou
exclusivos de cada doenca, foram construidos diagramas de Venn, utilizando o

programa InteractiVenn (49).
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Resultados
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CAPITULO 1.

Caracteristicas demograficas e aspectos clinicos dos pacientes com Doenca de

Crohn

Foram analisados 25 pacientes com DC (15 mulheres e 10 homens), com idade
média de 44,4 anos. A maioria (84%) se auto declararam como pertencentes a raga
branca. Com rela¢do ao tabagismo, a maioria (88%) dos pacientes era ex-fumantes ou
ndo tabagistas ¢ 12% eram fumantes. Em relacdo ao consumo de alcool, 8% eram
etilistas. Quanto ao tratamento, 16% estavam sem tratamento e 44% dos pacientes
estavam em uso de terapia bioldgica. Em relagdo as caracteristicas clinicas, de acordo
com a Classificagdo de Montreal, 64% dos pacientes foram diagnosticados com a
doenga entre os 17 ¢ 40 anos de idade (A2), 36% apresentam a localizagdo ileocolonica
(L3) e 40% apresentaram comportamento estenosante (B2). Apenas um paciente
apresentou (L4) - TGI (trato gastrointestinal superior); 40% dos pacientes apresentaram
fistulas, sendo 92% destas de localizagdo perianal. De acordo com o CDAI, no
momento da coleta, 60% dos pacientes apresentavam-se em remissdo clinica, e 4%
apresentavam-se em atividade clinica da doenca. A Tabela 1 apresenta os dados
demograficos e caracteristicas clinicas dos pacientes com DC e as caracteristicas
clinicas dos pacientes Respondedores ¢ Nao Respondedores, vinte e dois (88%) dos

pacientes foram considerados respondedores ao tratamento.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes portadores de Doenca
de Crohn.

Respondedores Nao

Doenca de Crohn n (%) respondedores
N=22 n=3

Idade, média (DP) 44,4
Sexo
Feminino 15 (60) 13 1
Masculino 10 (40) 9 2
Etnia
Branco 21 (84) 19 3
Pardo 2(8) 1 -
Negro 2(8) 2 -
Etilismo
Sim 2(8) 1 -
Nao 23 (92) 21 3
Tabagismo
Sim 3(12) 1 -
Nao 22 (88) 21 3
Tratamento
Aminossalicilicos 5(20) 4 1
Imunomoduladoes 5 (40) 7 -
Terapia biologica 11 (44) 11 1
Sem tratamento 4 (16) - 1
Classificacdo de Montreal
A1 <16 anos 1(4) 1 -
A2 17-40 anos 16 (64) 14 3
A3 > 40 anos 8 (32) 7 -
Localizacao
L1-fleo terminal 8 (32) 6 1
L2-Colon 7 (28) 5
L3-Ileocolon 9 (36) 10 2
L4- TGI superior 1(4) 1 -
Comportamento
B1- Nao estenosante, nao 5 (20) 5 i
penetrante
B2-Estenosante 10 (40) 9 2
B3-Penetrante 3(12) 2 -
B2-Estenosante + B3-Penetrante 9 (36) 6 1
Doenca Perianal
Presenga 10 (40) 9 1
Auséncia 15 (60) 13 2
Localizacao da fistula
Perianal 24 (96) 8 1
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Reto vaginal 1(1) 1 -

CDAI

Remissao 15 (60) 16 -
Leve 6 (24) 5 1
Moderada 3(12) 1 1
Grave 1(4) - 1

Conjuntos distintos de miRNAs apresentam expressao desregulada no plasma de
pacientes com Doen¢a de Crohn, respondedores e nio respondedores ao

tratamento medicamentoso.

As analises foram realizadas para identificar os diferentes niveis de expressao
dos miRNAs no plasma de pacientes com DC, respondedores e ndo respondedores ao

tratamento em comparagao com individuos saudaveis.

Na andlise de pacientes respondedores ao tratamento encontramos 25 miRNAs
com expressdo diferencial estatisticamente significativa (FC > 2 e p<0,01) sendo 22
miRNAs (miR-19a-3p, miR-150-5p, miR-885-5p, miR-660-5p, miR-122-5p, miR-132-
3p, miR-518e-3p, miR-483-5p, miR-193b-3p, miR-486-3p, miR-25-3p, miR-532-5p,
miR-486-5p, miR-192-5p, miR-425-5p, miR-507, miR-140-3p, miR-106b-5p, miR-16-
5p, miR-324-3p, miR-215-5p ¢ miR-92a-3p) com expressao diminuida ¢ 3miRNAs(let-

71-5p, miR-200b-3p ¢ miR-190a-5p) com expressao aumentada.

Ja na analise de pacientes nao respondedores, 10 miRNAs (miR-500a-5p, miR-
29b-3p, miR-150-5p, miR-483-5p, miR-519a-3p, miR-489-3p, miR-425-5p, miR-518e-
3p,miR-365a-3p ¢ miR-34a-5p) se apresentaram com expressao diminuida e 2(miR-
452-5p e miR-342-5p) com expressao aumentada, totalizando 12 miRNAs alterados.

Esses dados estdo descritos na Tabela 2.
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Quando analisados em conjunto, foram identificados 4 miRNAs circulantes
(miR-150-5p, miR-518e-3p, miR-483-5p ¢ miR-425-5p) comum entre os respondedores
e nao respondedores, 21 miRNAs exclusivos dos pacientes respondedores (miR-19a-3p,
miR-885-5p, miR-660-5p, miR-122-5p, miR-132-3p, miR-193b-3p, miR-486-3p, miR-
25-3p, miR-532-5p, miR-486-5p, miR-192-5p, miR-507, miR-140-3p, miR-106b-5p,
miR-16-5p, miR-324-3p, miR-215-5p, miR-92a-3p, let-7f-5p, miR-200b-3p ¢ miR-
190a-5p) e 8 miRNAs exclusivos aos nao respondedores (miR-500a-5p, miR-29b-3p,
miR-519a-3p, miR-489-3p, miR-365a-3p, miR-34a-5p, miR-342-5p e miR-452-5p)

(Figura 1).
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Tabela 2. miRNAs plasmaticos circulantes significativamente desregulados em
pacientes com Doenga de Crohn, respondedores ou nio respondedores ao tratamento,
comparado com individuos saudaveis.

Respondedores

Nao
respondedores

Expressao diminuida

Expressao diminuida

miRNAs RQ logFC  p-value miRNAs RQ logFC  p-value
miR-19a-3p 0,014 -6,16 0,009 miR-500a-5p 0,016 -5,97 0,003
miR-150-5p 0,066 -3,92 0,000 miR-29b-3p 0,025 -5,32 0,004
miR-885-5p 0,069 -3,86 0,003 miR-150-5p 0,063 -3,99 0,000
miR-660-5p 0,076 -3,72 0,008 miR-483-5p 0,09 -3,47 0,000
miR-122-5p 0,083 -3,59 0,004 miR-519a-3p 0,097 -3,37 0,001
miR-132-3p 0,088 -3,51 0,012 miR-489-3p 0,12 -3,06 0,000
miR-518e-3p 0,091 -3,46 0,006 miR-425-5p 0,158 -2,66 0,000
miR-483-5p 0,096 -3,38 0,000 miR-518e-3p 0,172 -2,54 0,003
miR-193b-3p 0,114 -3,13 0,008 miR-365a-3p 0,198 -2,34 0,001
miR-486-3p 0,121 -3,05 0,000 miR-34a-5p 0,203 -2,30 0,000
miR-25-3p 0,132 -2,92 0,000
miR-532-5p 0,168 -2,57 0,001
miR-486-5p 0,171 -2,55 0,000
miR-192-5p 0,172 -2,54 0,002
miR-425-5p 0,178 -2,49 0,005
miR-507 0,192 -2,38 0,010
miR-140-3p 0,200 -2,32 0,002
miR-106b-5p 0,234 -2,10 0,011
miR-16-5p 0,235 -2,09 0,001
miR-324-3p 0,24 -2,06 0,012
miR-215-5p 0,243 -2,04 0,011
miR-92a-3p 0,265 -1,92 0,002

Expressao aumentada Expressao aumentada
miRNAs RQ logFC  p-value miRNAs RQ logFC  p-value
let-7f-5p 4,287 2,10 0,000 miR-452-5p 5,114 2,35 0,001
miR-200b-3p 7,53 2091 0,005 miR-342-5p 4,407 2,14 0,000
miR-190a-5p 8,659 3,11 0,012

RQ= valor da expressao do miRNA .LogFC=log de folgchange (valores negativos indicam expressao
diminuida e valores positivos indicam expressdo aumentada). P-value= Valor —p: teste ANOVA.
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Figura 1. Diagrama de Venn ilustrando os miRNAs diferencialmente expressos em
pacientes com DC, comuns e exclusivos aos pacientes respondedores vs nao
respondedores. Em preto estdo mostrados os miRNAs com expressao diminuida e em
vermelho os miRNAs com expressdo aumentada.
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Identificacdo de genes-alvo dos miRNAs e vias moleculares enriquecidas

Os dados da andlise de predicdo demonstraram varios genes-alvo potencialmente
regulados pelos miRNAs identificados na DC, os genes-alvo estdo detalhados nos
anexos 6 e 7. Apoés a andlise de enriquecimento, as vias bioldgicas potencialmente
envolvidas na DC baseadas nos genes-alvo dos miRNAs alterados estdo representadas

na Figura 2a e b.
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Vias Moleculares: Pacientes com DC REespondedores ao Tratamento vs. controles
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Figura 2. Vias moleculares enriquecidas, reguladas pelos genes-alvo de miRNAs
alterados no plasma de pacientes com DC: Respondedores (a) e Nao Respondedores (b)
em comparagao com individuos saudaveis.
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CAPITULO 2.

Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com Retocolite Ulcerativa

Foram analisados 30 pacientes (16 mulheres e 14 homens), a idade média foi de
51,3 anos e a maioria (87%) dos pacientes se auto declarou como sendo da raga branca.
Com relagdo ao tabagismo, 97% dos pacientes eram nao fumantes ou ex-fumantes e 3%
eram tabagistas. Quanto ao consumo de alcool, 87% dos pacientes ndo consumiam
bebidas alcoolicas ¢ 13% declararam consumir alcool socialmente. Quanto ao
tratamento, 33% dos pacientes estavam em uso de aminossalicilicos, 27% com terapia

biologica e 13% sem tratamento no momento da coleta.

De acordo com a localizagdo e extensdo da doenga, 70% dos pacientes tiveram
comprometimento de todo o cdlon. De acordo com o escore de Mayo, 27%
apresentavam atividade moderada e nenhum paciente apresentava atividade grave da
doenca. Na Tabela 3 estdo descritasas caracteristicas demograficas e clinicas dos
pacientes portadores de RCU as caracteristicas clinicas dos pacientes respondedores ¢
ndo respondedores, vinte ¢ um (70%) dos pacientes com RCU foram considerados

respondedores ao tratamento.
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Tabela 3: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com Retocolite
Ulcerativa.

Respondedores Nao

Retocolite Ulcerativa N (%) respondedores
n=21 n=9

Idade, média (DP) 51,3
Feminino 16 (53%) 12 4
Masculino 14 (47%) 9 5
Etnia
Branco 26 (87%) 19 7
Pardo 3 (10%) 2 1
Negro 1 (3%) - 1
Etilismo
Sim 4 (13%) 3 1
Nao 26 (87%) 18 8
Tabagismo
Sim 1 (3%) 1 0
Nao 29 (97%) 20 9
Tratamento
Aminossalicilicos 10 (33%) 8 2
Imunomoduladores 8 (27%) 6 2
Terapia biologica 8 (27%) 3 5
Sem tratamento 4 (13%) 4 -
Extensao da doenca
Distal 1 (3%) 1 -
Hemicolite esquerda 8 (27%) 8 1
Pancolite 21 (70%) 14 8
Escore de Mayo
Remissao 10 (33%) 8 2
Leve 12(40%) 10 2
Moderada 8 (27%) 3 5

QGrave - - -




Conjuntos distintos de miRNAs apresentam expressao desregulada no plasma de
pacientes com Retocolite Ulcerativa, respondedores e nao respondedores ao

tratamento medicamentoso.

As analises foram realizadas para identificar os diferentes niveis de expressdo
dos miRNAs no plasma de pacientes com RCU, respondedores ¢ ndo respondedores ao

tratamento em comparagao com individuos saudaveis.

Na analise de pacientes Respondedores ao tratamento foram identificados19
miRNAs com expressdo desregulada estatisticamente significativa (FC > 2 e p<0,05),
sendo 18 miRNAs com expressdo diminuida (miR-150-5p, miR-486-3p, miR-425-5p,
miR-532-5p, miR-451a, miR-25-3p, miR-122-5p, miR-486-5p, miR-139-3p, miR-16-5p,
miR-215-5p, miR-92a-3p, miR-132-3p, miR-652-3p, miR-17-5p, miR-24-3p, miR-331-

3p e miR-29a-3p) e um miRNA com expressdo aumentada(miR-655-3p).

No plasma de pacientes nao respondedores, foram identificados 5 miRNAs com
expressao diminuida (miR-425-5p, miR-122-5p, miR-342-3p, miR-370-3p ¢ miR-139-
5p) e 3miRNAscom expressao aumentada (miR-148a-3p, miR-148b-3p e miR-202-3p)

(Tabela 4).

Na Figura 3 comparamos os miRNAs com expressdao aumentada e diminuida
nos pacientes respondedores vs nao respondedores da RCU. Identificamos 2 miRNAs
circulantes (miR-425-5p ¢ miR-122-5p)comuns a todos os pacientes, independente da
resposta ao tratamento Adicionalmente, foram identificados, 17 miRNAs exclusivos dos
pacientes respondedores (miR-150-5p, miR-486-3p, miR-532-5p, miR-451a, miR-25-3p,
miR-486-5p, miR-139-3p, miR-16-5p, miR-215-5p, miR-92a-3p, miR-132-3p, miR-

652-3p, miR-17-5p, miR-24-3p, miR-331-3p, miR-29a-3p e miR-655-3p) e 6 miRNAs
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exclusivos aos ndo respondedores (miR-342-3p, miR-370-3p, miR-139-5p, miR-148a-

3p, miR-202-3p e miR-148b-3p).
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Tabela 4. miRNAs significativamente desregulados no plasma de pacientes com RCU,
respondedores e ndo respondedores ao tratamento, comparado com individuos

saudaveis.
Nao

Respondedores respondedores

Expressao diminuida Expressao diminuida
miRNAs RQ logFC p miRNAs RQ logkC p
miR-150-5p 0,041 -4,61 0,000 miR-425-5p 0,112 -3,16 0,000
miR-486-3p 0,051 -4,29 0,004 miR-122-5p 0,113  -3,15 0,003
miR-425-5p 0,093 -3,43 0,001 miR-342-3p 0,218 -2,20 0,012
miR-532-5p 0,103 -3,28 0,000 miR-370-3p 0,24  -2,06 0,008
miR-451a 0,107 -3,22 0,001 miR-139-5p 0,252 -1,99 0,000
miR-25-3p 0,115 -3,12 0,001
miR-122-5p 0,118 -3,08 0,016
miR-486-5p 0,124 -3,01 0,006
miR-139-3p 0,124 -3,01 0,014
miR-16-5p 0,134 -2,90 0,003
miR-215-5p 0,15 -2,74 0,001
miR-92a-3p 0,162 -2,63 0,003
miR-132-3p 0,167 -2,58 0,002
miR-652-3p 0,186 -2,43 0,006
miR-17-5p 0,213 -2,23 0,004
miR-24-3p 0,232 -2,11 0,006
miR-331-3p 0,244 -2,04 0,011
miR-29a-3p 0,247 -2,02 0,007

Expressao aumentada Expressio aumentada
miRNAs RQ logFC p miRNAs RQ logFC  p
miR-655-3p 5,383 24 0,010 miR-148a-3p 3,61 1,85 0,000

miR-202-3p 3,694 1,89 0,000
miR-148b-3p 4,059 2,02 0,001

RQ= valor da expressdo do miRNA. LogFC=log de foldchange(valores negativos indicam expressdo
diminuida e valores positivos indicam expressdo aumentada).Valor de p determinado pelo teste de

ANOVA.
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Figura 3. Diagrama de Venn ilustrando os miRNAs diferencialmente expressos no
plasma de pacientes com RCU, comuns e exclusivos aos pacientes respondedores vs nao
respondedores. Estdo destacados em preto os miRNAs com expressdo diminuida e em

vermelho os miRNAs com expressdao aumentada.
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Identificacdo de genes-alvo dos miRNAs e vias moleculares enriquecidas

Os dados da andlise de predicdo demonstraram varios genes-alvo potencialmente
regulados pelos miRNAs identificados na RCU, estudando-os detalhados nos anexos 8
e 9. Apds a analise de enriquecimento, as vias bioldgicas potencialmente envolvidas na
RCU baseadas nos genes-alvo dos miRNAs alterados estdo representadas na Figura 4a

eb.
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Vias moleculares: Pacientes com RCU respondedores ao tratamento vs. controle
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Figura 4. Vias moleculares enriquecidas, reguladas pelos genes-alvo de miRNAs
alterados no plasma de pacientes com RCU: Respondedores (a) e Nao Respondedores
(b) em comparagdo com individuos saudaveis.
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Discussao
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O efeito das alteragdes na expressdo de miRNAs nas diferentes formas de DII
ainda ¢ pouco entendido. Na literatura, estudos tém sido realizados a fim de identificar
alteragdes na expressao de miRNAs e a sua possivel utilizacdo no desenvolvimento de
biomarcadores associados a DII (Quadro 1). Alguns destes estudos identificaram perfis
de expressdo de miRNAs no sangue periférico de pacientes com DII (38) (39), e
sugerem sua utilidade potencial como biomarcadores ndo invasivos (38). O presente
trabalho visou identificar alteragdes na expressao de miRNAs circulantes no plasma de
pacientes com DC ou RCU, respondedores ou ndo respondedores aos tratamentos

farmacoldgicos empregados.

1) Doenca de Crohn

A familia do miR-200 contém cinco membros incluindo o miR-200a, miR-200b,
miR-200c, miR-141 e miR-429 (50). Desses, o miR-200b se apresentou aumentado em
pacientes com DC respondedores aos tratamentos farmacologicos (50). Diversas
evidéncias sugerem que os membros dessa familia estejam envolvidos na metastase do
cancer, além de estarem altamente correlacionados com a transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT) (51). A EMT ¢ um processo biologico que permite que uma célula
epitelial polarizada sofra modificacdes bioquimicas, moleculares e morfologicas, as
quais resultam na aquisicdo de um fenétipo de célula mesenquimal, cuja capacidade de
migracdo, invasao e resisténcia a apoptose sdo potencializadas. A EMT ¢ essencial para
varios processos de desenvolvimento, incluindo a formacao da mesoderme, formacao
de tubos neurais além de auxiliar na cicatrizacdo de feridas, na fibrose de 6rgaos e no

inicio de metastases durante a progressao do cancer (52)(53).

Wellner e cols. (54) relatam que o miR-200b atua como supressor de tumor
sendo um regulador critico de EMT, manuten¢ao das células-tronco tumorais, apoptose

e quimiossensibilidade ao cancer. Em CCR a expressdo do miR-200b estd diminuida
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(55) indicando seu papel no desenvolvimento desta neoplasia. Além do CCR, sua
expressao diminuida também foi relatada em outros tipos de cancer, incluindo cancer
gastrico (56), cancer de nasofaringe (57) e cancer de pulmao (58). Além de indicar um
possivel mecanismo pelo qual esses pacientes estdo respondendo ao tratamento, sua
expressao aumentada pode ser considerada um fator protetor no desenvolvimento de

tumores (54).

Apesar do efeito protetor em relacdo ao desenvolvimento de tumores, Chen e
cols. (59) mostraram que tanto o miR-200a quanto o miR-200b estdo relacionados ao
desenvolvimento da fibrose intestinal, uma das principais complicacdes da DC. A
expressao do mir-200b foi induzida pelo fator de crescimento transformador beta 1
(TGF-B1) proteina que controla o crescimento, a proliferagdo, a diferenciacdo e a
apoptose (59), apresentando-se aumentada no grupo com fibrose quando comparado ao
grupo sem fibrose e também quando comparado com os individuos sauddveis. Dessa
forma, os autores sugeriram que a expressdo do miR-200b no soro poderia ser um
biomarcador positivo para diagnostico de fibrose DC. Comparando com o0s nossos
dados, a expressdo aumentada de miRNAs no plasma de pacientes com DC e
respondedores ao tratamento poderia sugerir que estes pacientes estariam mais sujeitos
ao desenvolvimento de fibrose. Uma possibilidade seria o acompanhamento destes
pacientes por um tempo maior de seguimento, a fim de analisar a evolucdo das lesdes

para fibrose.

J4

Outra familia de miRNAs bem caracterizada na literatura, a let-7, ¢
evolutivamente conservada desde as bactérias até os seres humanos; estes miRNAs
podem atuar controlando genes com fungdes anti-inflamatodrias, incluindo fatores pro-
inflamatérios como IL-6 ¢ IL-13. Além de estarem intimamente relacionados as fungdes

endoteliais como apoptose e angiogénese (60).
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Kumar e cols. (61) demonstraram que os membros da familia let-7 tém a
capacidade de inibir a expressao de IL-13 e representam um importante mecanismo
regulatério modulando a expressdo de IL-13 em células secretoras de IL-13 além de
modularem a resposta TH2 (61). J&4 o aumento na expressao do let-7f-5p foi relacionado
a uma diminuicdo na producdo de IL-1Be componentes do NLRP3 inflamassoma,
levando a reducao da inflamagao tanto in vitro quanto in vivo (62).

Estudos recentes demonstraram um papel dos miRNAs let-7na regulacdo da
apoptose pela inibigdo das proteinas Fas e Bcl-xl (63)(64)(65) as quais modulam o
mecanismo anti-apoptdicas (66).

Fujiokae cols. (67) investigaram os niveis séricos de varios miRNA durante a
terapia de inducao pelo infliximabe (IFX) nas semanas 0 e 6 de indugdo. Encontrando
niveis significativamente aumentados de cinco miRNAs, sendo dois deles da familia let-
7 (let - 7d e let - 7¢). Neste estudo foi demonstrado que em func¢ao da diminui¢ao na
expressao Bax (efeito pro-apoptotiocos) com o aumento simultineo do Bcl-xl (efeito
anti-apoptoicas) ocorreu uma diminui¢do da apoptose na DC. Os autores concluiram
que o let-7 tem a capacidade de restaurar o equilibrio entre Bcl-xI/Bax e auxiliar no
efeito pro-apoptoico do IFX, restaurando a apoptose nas células inflamatorias e

resultando em uma eficécia terapéutica por IFX.

Este achado, em especial em relacdo ao let-7, associado a resposta positiva ao
tratamento com IFX, também foi observado em nosso estudo, naqueles pacientes com
DC que responderam ao tratamento, aventando-se assim a possibilidade de este ser um
marcador positivo associado a resposta com Anti-TNF. Para o nosso conhecimento, este
foi o tUnico trabalho na literatura que faz a correlacdo entre resposta ao tratamento e

expressao de miRNAs especificos, em pacientes com DC tratados com IFX.
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Pouco se sabe sobre o papel do miR-190a-5pem doengas humanas. Estudos
experimentais relataram uma associacao clinica entre alteragdes na expressao do miR-
190e o desenvolvimento e progressdao do cancer. (68) A regulacdo negativa deste
miRNA foi encontrada no cancer de prostata, cancer de mama (69) e cancer retal (70).
Adicionalmente, Almog e col. (71) mostraram que o aumento da expressdo do miR-
190a levou a inibicdo do crescimento de células tumorais de glioblastoma e
osteossarcoma. Em nosso estudo, o miR-190-5p estava com expressdao aumentada, o
que poderia sugerir um fator protetor para o desenvolvimento de cancer nos pacientes

que responderam ao tratamento.

Alteragdes na expressao do miR-452-5p foram relatadas na literatura em varios
tipos de cancer, principalmente no cancer gastrico (72). Xiaobo e col (73), identificaram
que o miR-452 estava altamente expresso em células gastricas tumorais. Nossos
resultados mostraram a expressao aumentada do miR-452-5pem pacientes que nao
responderam ao tratamento, constituindo um potencial fator para o desenvolvimento de
neoplasia, principalmente nos pacientes com DC, os quais geralmente apresentam o
trato gastrico superior afetado. Apenas um dos nossos pacientes com DC apresentou

este tipo de alteracdo trato gastrointestinal superior afetado (L4-TGI superior).

O miR- 342-5p est4 envolvido na ativa¢ao de macrdéfagos e secrecdo de citocinas
durante a aterosclerose (74). Sua expressdo aumentada ativa os macréfagos que por sua
vez estimulam células pro - inflamatdrias, promovendo a inflama¢do e aumentando o

estresse nitro-oxidativo na aterosclerose (75).

Os pacientes nao-respondedores ao tratamento provavelmente apresentam uma
maior resposta inflamatéria, devido a ativacdo de macrdfagos e secrecdo de citocinas,

em funcao do aumento de expressao de miRNAs incluindo o miR-342-5p.
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Nossos resultados da analise de predicao de genes-alvo dos miRNAs alterados
em DC mostraram algumas vias moleculares potencialmente relevantes ao
desenvolvimento desta forma de DII. Entre as vias identificadas, ressaltamos a via
molecular de formacdo do colageno. Achados recentes sugerem que o aumento da
producdo de coldgeno pode ser crucial a mecanismos de promogao da fibrose intestinal,
bem como de desenvolvimento de estenose e¢ obstrugdo intestinal (76). A proteina do
colageno tipo III, codificada pelo gene COL3A4I1, ¢ um componente estrutural
importante em Orgdos ocos, como grandes vasos sanguineos, Utero e intestino (77).
Ballengee e col. (78) estudaram criangas com DC com -caracteristica inflamatoria
(fenotipo B1) e que posteriormente evoluiram para estenose (fendtipo B2); estes autores
analisaram se os niveis plasmaticos de COL3A1 (no fendtipo B2) estariam aumentados
no momento do diagndstico, comparado com criangas que permaneceram com
caracteristicas inflamatérias (fenotipo Bl). Os resultados evidenciaram que as
concentragdes plasmaticas basais de COL3Al aumentam significativamente em
individuos diagnosticados como DC inflamatéria e que desenvolveram estenose (B2),
quando comparados com individuos que permaneceram com o fenétipo B1 e individuos
saudaveis (controles). Estes resultados podem ser corroborados pelas caracteristicas da
patogénese que incluem o excesso de deposi¢ao de colageno, levando a fibrose tecidual.
O COL3A1 nao aumentou nos individuos que apresentaram fibrose (B2) ao diagnostico
em comparagdo aos pacientes (B1) e controles. Isso pode ser devido a ocorréncia de
cicatrizagdo intestinal. Embora a fibrose intestinal possa ndo ser evitavel, o COL3A1
poderia ser usado como outra ferramenta para estratificar os pacientes no momento do
diagnostico e estabelecer expectativas para o curso da doenca. Identificar pacientes
antes do desenvolvimento de uma estenose clinica e, em seguida, adaptar a terapia anti-

fibrotica para prevenir a doenca, ¢ o futuro do tratamento da DC. Portanto, COL3A1
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pode ser util para detectar fibrose ativa precoce, antes de se formar uma estenose mais

evidente clinicamente.

2) Retocolite Ulcerativa

Harazono e cols. Harazono e cols. (79) identificaram o miR-655 como um
miRNA supressor de EMT. Desempenhando um papel crucial em muitos estagios de
desenvolvimento e também na progressdo tumoral. No carcinoma espinocelular do
esofago,a expressdo aumentada do miR-655 demonstrou uma associacdo significativa
com melhor progndstico. Além disso, ZEBI e TGFBR2, que s3o componentes
importantes da via de sinalizacdo do TGF-b, foram caracterizados como genes-alvo
diretos do miR-655. Identificamos o miR-655-3p no plasma dos pacientes que
responderam ao tratamento e sugerimos que a expressao aumentada deste miRNA pode
constituir um fator favoravel, pois nenhum dos nossos pacientes apresentou diagnodstico

de displasia.

O miR-148a esta envolvido em uma série de processos biologicos, incluindo a
diferenciagdo celular e o desenvolvimento (80). Porntner e cols. (81) demonstraram que
a expressdo do miR-148a aumentou apds a ativacdo de células pré-B, promoveu a
diferenciagdo de células B ativadas em células plasmaticas e melhorou a viabilidade de
células plasmaticas, pela inibi¢do dos fatores de transcricdo BACH2 ¢ MITF e fatores
pré-apoptéticos BIM e PTEN. Outros estudos relataram um papel importante do miR-
148a em alguns tipos de tumores, incluindo o colangiocarcinoma e os canceres de

prostata, eso6fago e colon (82)(82)(83)(84).

O miR-202-3ptem como papel a supressdo de tumores, podendo inibir a

prolifera¢do celular e a tumorigénese (85). Zhou e cols. identificaram que o miR-202-
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3pestd envolvido no processo de fibrose em pacientes com esclerose sistémica. Nesse
estudo, a expressdo aumentada do miR-202-3pestavacorrelacionada com o aumento de
colageno nos fibroblastos, causando inibi¢do da expressio de MMPI1(enzima que
decompode os coladgenos tipo I, II e II). Esse resultado sugere que o miR-202-3p pode ter
um papel na promogao da fibrose pela inibigdo de MMP1. De maneira interessante, o
miR-202-3p estava entre os miRNAs com expressao mais pronunciada em tumores
neuroenddcrinos géstricos e foi sugerido como desempenhar um papel importante na
progressao destas neoplasias por meio da regulagdo do gene DUSPI (86). Os dados
deste estudo vém de encontro aos nossos achados que mostraram a superexpressao do
miR-202-3p no plasma de pacientes com RCU e ndo respondedores ao tratamento. Uma
hipdtese ¢ que altos niveis de expressao deste miRNA, detectado no plasma, poderia

constituir um biomarcador de doenga mais agressiva.

Entre os genes-alvo preditos identificados em nosso estudo (Anexos 8 e 9), estdo
genes envolvidos na regulacdo da resposta imune, estresse oxidativo e em vias de
sinalizacdo como a via do EGFR (receptor de fator de crescimento), os quais sdo
processos € mecanismos comumente alterados em doengas cronico-degenerativas como
o cancer. De acordo com os nossos dados e analise da literatura, tais vias estdo
relacionadas ao desenvolvimento do CCR em pacientes com RCU. De fato, o
desenvolvimento do CCR esté associado a alteracdes moleculares e fenotipicas também
presentes na RCU (87) Além disso, ao aumento da permeabilidade da barreira epitelial
da mucosa intestinal, relacionado com o estresse oxidativo (88)(89). Um dos principais
mecanismos que liga a inflamagdo a alteragdes genéticas pré-nepldsicas € o estresse
oxidativo, produzido principalmente por células inflamatorias como os macréfagos e
granulocitos (90) e a liberagdo de uma cascata de mediadores inflamatdrios, como IL-

1LIL-6, TNFa e INFy Adicionalmente, processos frequentemente alterados durante a
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tumorigénese incluem vias de sinalizacdo como a do EGFR (89) (89), que desempenha
um papel importante na dinamica de células epiteliais, ativando outras vias de
sinalizacdo envolvidas na modulacdo da proliferacao celular, angiogénese, diferenciagdo,

progressao do ciclo celular e apoptose (91).

Embora encontramos algumas divergéncias entre os nossos resultados e alguns
dados da literatura, constatamos que existem alguns fatores que devem ser considerados,
especialmente: a) diferencas inerentes ao tipo de amostra e b) a existéncia de poucos
estudos focados na andlise de expressaio de miRNAs em relagdo a resposta ao
tratamento. Ressaltamos que o nosso trabalho contribuiu para a identificagdo de
miRNAs ainda nao relatados em DII, os quais podem constituir achados caracteristicos

de pacientes de diferentes regides do mundo.

Os miRNAs desregulados identificados em nosso estudo indicam a
complexidade de alteragdes em processos bioldgicos potencialmente associados com
mecanismos das DIIs, as quais apresentam comportamentos bioldgicos e manifestacdes
clinicas diferentes. Embora nosso estudo tenha sido limitado em relagdo ao tamanho
amostral, os dados mostram que ha um conjunto especifico de miRNAs que estdo
desregulados no plasma de pacientes com DC e RCU. Além disso, alguns miRNAs
identificados em nosso estudo ainda ndo foram relatados na literatura (de acordo com

pesquisa na base de dados PubMed, atualizada aos 06 de Janeiro de 2020).

As limitagdes do estudo foram o nimero limitado de amostras analisadas e por
constituir um estudo de centro Unico. A expansao dos nossos dados para um estudo
multicéntrico no Brasil, incluindo um grande niumero de amostras, ¢ essencial para a
validacdo dos miRNAs identificados como biomarcadores na DII. Os miRNAs

identificados podem ser uteis para o desenvolvimento futuro de novas estratégias
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diagnosticas, contribuindo para o monitoramento e a melhoria do tratamento dos

pacientes com DC e RCU.
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Conclusoes
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Nossos resultados mostraram que um conjunto especifico de miRNAs (let-7f-5p, miR-
200b-3p, miR-190a-5p, miR-452-5p, miR-342-5p, miR-655-3p, miR-148a-3p, miR-
148b-3p e miR-202-3p) estd com expressdo desregulada no plasma de pacientes com

DC e RCU;

A expressao de miRNAs foi correlacionada com a resposta ao tratamento nas diferentes
formas da doenga (pacientes respondedores vs nao respondedores). Os miRNAs com
expressao aumentada na DC (let-7f-5p, miR-200b-3p, miR-190a-5p, miR-452-5p ¢
miR-342-5p) e na RCU (miR-655-3p, miR-148a-3p, miR-148b-3p e miR-202-3p) foram
considerados potencialmente relevantes para uso clinico (futuro), devido a sua detecc¢io

apenas no plasma dos pacientes e nao nos individuos sem doenga.

Os miRNAs identificados como alterados modulam uma ampla gama de genes-alvo, os

quais, por sua vez, regulam vias moleculares potencialmente associadas com as

diferentes formas da doenga.
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de ConsentimentoLivre e Esclarecido
PROJETO: “Expressiao de microRNAs Circulantes em Doenc¢a de Crohn e Retocolite Ulcerativa”

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO PARTICIPANTE:

Sexo: Data de nascimento:  /  /

RG HC

Documento de identidade n.:

Endereco:
Numero: Complemento:
Cidade: Estado:

CEP: TEL:

II. OBJETIVOS DO ESTUDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa, pois vocé foi diagnosticado
como tendo uma Doenga Inflamatoria Intestinal (DII), ou seja retocolite ou doenga de Crohn. O objetivo
deste estudo é a identificar se existem caracteristicas genéticas destas doengas que possam estar
relacionadas com a sua ocorréncia. Desta forma buscamos identificar se vocé apresenta nos seus genes
(proteinas) caracteristicas que possam estar relacionados a sua doenca. Sera realizado uma avaliagdo de
moléculas de microRNAs (proteinas) circulantes presentes no sangue. Os dados obtidos poderdo
contribuir para se estabelecer as caracteristicas da doenga, ou seja, evolugdo, prognostico, quadro clinico
e até novas abordagens de tratamento.

ITII. PROCEDIMENTOS

Apbs a assinatura deste termo, vocé sera encaminhado ao laboratorio para a retirada da amostra de sangue.
No laboratério serdo retirados 10 ml de sangue (5 ml em um tubo roxo e 5 ml em um tubo vermelho)
através de uma picada com agulha na veia do brago. O sangue sera identificado e enviado ao laboratdrio
para analise. No laboratério, o sangue passard por uma maquina que ird identificar quais tipos de
moléculas de microRNAs estdo alterados, produzindo assim, um conjunto de dados que podem estar
relacionadas com a Doenga Inflamatéria Intestinal e os seus subtipos de Doenga de Crohn e Retocolite
Ulcerativa. Esta quantidade de sangue coletado é muito pequena e esta coleta ¢ igual a utilizada para
colher seu sangue para o acompanhamento da doenga.

Os resultados deste estudo também serdo utilizados para apresentacdo de artigos e trabalhos cientificos.
Na divulgagdo dos resultados ndo serdo divulgados os nomes ou qualquer informacdo que possa
identificar os participantes da pesquisa.

Também solicitamos sua autorizagdo para guardar parte da amostra de sangue que ndo sera utilizada nesta
pesquisa. Esta amostra sera guardada no Laboratorio de Biologia Molecular da FMB (neogense), e podera
ser utilizada em pesquisas futuras. Todas as pesquisas sio aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa
antes do seu inicio, e se necessario solicitaremos sua autorizagdo para uso.

IV - BENEFICIOS

A participagdo neste estudo podera trazer beneficios para vocé ou para os membros de sua familia
diretamente e podera ajudar os médicos e pesquisadores a compreender como a doenca se desenvolve.

V - RISCOS

Os riscos associados com sua participagdo nesse estudo sdo um desconforto ou dor no local da picada
para retirada do sangue.

VI - ASPECTOS ETICOS
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Esta pesquisa foi aprovada por um Comité de Etica. A confidencialidade das suas informagdes sera
mantida. Apenas as pessoas envolvidas diretamente nesse estudo e o Comité de Etica em Pesquisa
poderdo ter acesso as informagdes se necessario. A sua participacdo neste estudo ¢ voluntaria, tendo o
direito de retirar-se do estudo a qualquer momento. Sua recusa ou desisténcia ndo ird prejudicar o
tratamento do seu familiar.

Qualquer davida sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com a Carina ou Dr. Rogério no telefone
3880-1438. Se o pesquisador principal ndo fornecer as informagdes/esclarecimentos suficientes, entre em
contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, pelo telefone 3880-1608.

DECLARO QUE FUI ESCLARECIDO: sobre os procedimentos, riscos ¢ beneficios sobre este estudo;
que tenho liberdade em retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto traga prejuizo a
continuidade do tratamento do meu familiar; que n3o haverd remuneragdo financeira para este estudo;
sobre a seguranga de que minha identidade serd preservada, mantendo-se todas as informagdes em carater
confidencial.

() concordo participar do estudo
() concordo com a guarda da amostra de sangue
Qualquer duvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de

Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 38801608 ou 38801609

Botucatu, de de20
(Paciente) (Pesquisador)
Carina de Fatima de Sibia Rogério Saad Hossne

Faculdade de Medicina de Botucatu Rubido | Faculdade de Medicina de Botucatu. Departamento de
Janior, 18618970 - Botucatu, SP - BrasilL Cirurgia e Ortopedia.Rubido  Jinior18618970 -
Botucatu, SP - Brasil

Telefone: (14) 99646-2505

Telefone: (14) 38116269
carinasibia@gmail.com

saad@fmb.unesp.br
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Tel:38116278

Anexo 2. Indice de atividade da doenca de Crohn (CDAI)

Indice de Atividade Inﬂamat(')ri’a da doenca de Crohn
(CDAI*“Crohn’s Disease Activity Index” (Best et al., 1976)

Multiplicado por
1) Numero de evacuagdes liquidas na ultima semana 5
Considerar a soma total dos dados individuais da Gltima semana
2) Dor abdominal (ausente = 0; leve = 1; moderada = 2; grave = 3 5
Considerar a soma total dos dados individuais da ultima semana
3) Estado geral (6timo = 0; bom = 1; regular = 2; mau = 3; péssimo 7
4)Considerar a soma total dos dados individuais da Gltima semana
4) N ° de sintomas/sinais associados (alistar por categorias: a)
Artralgia/Artrite;  b)  Irite/Uveite; ¢) Eritema Nodoso/Pioderma | 20
gangrenoso/Aftas Orais; d) Fissura Anal, Fistula ou Abscesso; €) Outras | (valor maximo = 120)
Fistulas; f) Febre
5) Consumo de antidiarréico (ndo = 0; Sim = 1) 30
6) Massa abdominal (ausente = 0; duvidosa = 2; bem definida = 5) 10
7) “Déficit”de hematocrito: homens: 47-Ht; mulheres: 42-Ht (diminuir em 6
vez de somar no caso doHt do paciente ser > do que o padrdo)
8) Peso*: porcentagem abaixo do esperado (diminuir em vez de somar se o 1

peso do paciente for maior que o esperado)

*Peso esperado ou ideal = Altura (m)*x 25,5 = Kg (homens),
Altura (m)*x 22,5 = Kg (mulheres)

Soma Total (CDAI): <150:remissdo, 150 —250: discreta, 250 — 350: moderada, >350: grave.

62




Anexo 3. Classificacdo da Extensao da Doenga de Crohn (Montreal, 2005).

1. Idade do diagndstico:
( )Al <16 anos
() A2entre 17 e 40 anos
() A3>40anos

2. Localizagdo:
()L -Tleal
( )L2-Coldnica
() L3 -Tleocdlica
(

) L4 - Doenga TGI superior isolada (modificador que pode ser adicionado a L1-L3 quando
houver, concomitantemente, doenca envolvendo o TGI superior)

3. Comportamento:
() Bl —Nao estenosante, ndo penetrante
() B2 — Estenosante
() B3 —Penetrante
(

) P — doenga perianal (¢ acrescentado a B1-B3 quando houver doenga perianal concomitante)
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Anexo 4. Escore de Mayo para Avaliacdo da Atividade da Retocolite Ulcerativa

4 namero de evacuacoes: Pontos
0 — habitual do paciente

1 — 1 a2 vezes além do habitual
2 —3 a4 vezes além do habitual
3 — 5 ou + vezes além do habitual

S Presenca de sangramento retal:

0 — sem sangue visivel

1 — estrias nas fezes em menos de metade das evacuagoes
2 — sangue vivo nas fezes na maioria das evacuagdes

3 — evacuagdo apenas com sangue

6 Achados endoscopicos:

0 — normal ou doenca inativa

1 — leve: eritema, diminui¢ao do padrao vascular, discreta friabilidade

2 —moderada: eritema intenso, perda padrao vascular, friabilidade, erosdes
3 — grave: sangramento espontaneo, ulceragao

Avaliacio global: desconforto abdominal, bem-estar, PPS, exame fisico
0 —normal

1 — doenga discreta

2 — doenga moderada

3 — doenga grave

TOTAL de Pontos

A pontuacdo varia de 0 a 12 pontos, com indices mais elevados sugerindo doenca mais
grave. Cada paciente ¢ considerado como seu proprio controle.

Remissao: 0 a 2 pontos

Atividade Discreta: 3 a 5 pontos

Atividade Moderada: 6 a 10 pontos

Atividade Grave: 11 e 12 pontos
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Anexo 5. Classificagdo da Extensdo da Doenga de Retocolite Ulcerativa

| RCU Distal

| | RCU Esquerda

|| Pancolite
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Anexo 6. Principais vias de sinalizagao significativas na DC em pacientes respondedores vs controle.

Via molecular P q n° genes n°total genes-alvo participantes da via
ajustado genes na
Bonferroni via
Vesicle-mediated 7,502E-17 2,41 E-13 255 660 SYS1,FZD4,ADRB2,AP2A1,AP2B1,AP1G1,TBC1D14,AKT2,ULK1,RIC1,ANK2,ANK3

transport

,MCFD2,CNIH2,APP,DENND1A,ARCN1,ARF1,MADD,ARF3,ARF4,SCARF1,SPTBN4
,ARL1,VAMPS,STX16,GBF1,RAB11A,SNAP23,NAPG,BICD1,SYNJ1,AP1S2,WASL,C
ALM1,CALM3,CALR,FCHO2,CBL,SEC22C,RABEP1,CD59,REPS2,CYTH3,CYTHI,C
OPS2,TRIP11,CHRM2,TRIP10,CD163,VAMP3,AP2M1,AP1S1,RAB9A ,KIF3B,RAB3G
AP2,CLTC,COL1A1,COL1A2,COL3A1,COL4A1,COL4A2 KIF23,VPS4B,GOSR1,CPD,
SEC22B,KIF20B,NECAP1,TBC1D10B,SEC24C,GCC2,DYNLL2,CLINT1,USP6NL,CU
X1,RAB33B,LDLRAP1,GAPVD1,DAB2,COG3,C2CD5,COPS7A,CHMP7,BLOC1S6,S
NAP91,DENND4B,SEC16A,DYNC111,DYNC1LI2,DNM2,AKT3,GJC1,TMED7,ARPC5
,ACTR3,ACTR2,SAR1B,CNIHI,DYNCILI1,DCTN4,STX6,RAB9B,EPS15,STAM2,DE
NND4A,SNX9,SEC23A,SGIP1,CHMP5,VTA1,VPS54,RAB14,SEC22A,RAB6B,TGOLN
2,ARFGAP2,EXOCS,CHMP3,TRAPPC3,KIF1C,GALNT1,GALNT2,DCTNS5,VPS4A RA
B8B,SEC24A,GDI1,GDI2,GJA1,RAB10,MAN1A2,COPS8,RAB30,TOR1B,YWHAQ,G
NS,GOLGA1,GOLGA4,KDELR2,GRB2,GRIA1,KIF3A,HIP1,SCOC,AGFG1,HSPAS,IG
F2R,KIF2A,KIF5A,KIF5B,KLC1,VTIIA,LDLR,LMAN1,LNPEP,LRP1,LRP2,M6PR,MA
N2A2,MAN2A1,RABSA,STX18,RACGAPI,MYO1C,MYO5A,RAB12,DENND5B,NSF,
TBC1D25,0CRL,DENND6A,SH3D19,PAFAH1B1,PAFAH1B2,PIK3C2A,RIN2,UBQL
N1,SH3KBP1,PPP6C,PRKAA2,PRKAB2,MASP1,FNBP1L,TBC1DSB,TBC1D20,RAB1
A,STX17,RAB5B,RAB13,RAC1,KIF26B,CHMP4B,V
PS37B,TBC1D17,PPP6R3,SORT1,SBF1,MIA3,VPS37A,KIF21A,ITSN1,SH3GL2,KIF16
B,AAK1,PPP6R1,TRAPPC8, MON1B,DENND4C,SLC2A4,EPN2,RAB3GAP1,RAB18,N
APB,RAB21,KIF21B,KIF1B,SPTBN1,SPTBN2,ST5,GGA3,STXBP3,SYT11,VAMP2,V
AMP7,SYT1,ANKRD28,DENNDS5A,BICD2,PIPSK IC,TRAPPC10,TMF1,TSC1,TSG101
,RABGAP1,COLEC12,COPS7B,TBC1D15,AP183,KLC2,YWHAB,YWHAG,YWHAH,
YWHAZ,DENND2C,AGPAT3,LMAN2L,DENND1B,RAB7A,YIPF6, MANIC1,RALGA
PB,KLC4,SBF2,NAA30
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Axon guidance

1,461E-27

4,682E-24

250

554

ABL2,ADAM10,BRAP,AP2A1,AP2B1,SRGAP1,SEMAG6A,ALCAM,CUL3,ANK2,ANK
3,SEMA7A,PIK3R3,CNTNAP1,ITGA10,SHTN1,RHOA,SPTBN4,RHOB,RHOC,UNC5C
,LAMTOR3,NUMB,IRS2,PEA15,]IQGAP1,NRP2,KSR1,CDK5R1,ARHGEF7,CACNALI,
CACNAIC,CACNA1D,CACNB1,WASL,CACNB4,RPS6KA4,CALM1,COL6A6,KALR
N,CALM3,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,SEMASA,CDC42,RPS6KAS5,AP2M1,CLTC,
NGEF,RASAL2,COL4A1,ROCK2,COL4A2,COL4A3,COL4A5,CREB1,CRMP1,PLXNA
4, RAPGEF2,DCC,ARHGEF11,DCX,SRGAP3,DLG4,DNM2,DPYSL2,DPYSL3,HBEGF,
DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSP8,DUSP9,RANBP9,ARPC5,ACT
R3,ACTR2,NTN4,RASGRP1,EFNA1,EFNB1,EFNB2,AKAP9,PLXNC1,PSME3,PSMD1
4,EPHA1,EPHA3,EPHA4,EPHAS,EPHA7,EPHAS,EPHB1,EPHB3,EPHB4,ERBB3,ERB
B4,EREG,SEMA3A,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,VAV3,FGFR1,FGFR2,CAP1,SEMA4D,FN
1,GAB1,CHL1,GAP43,FRS2,RPS6KA6,GRB2,GRB7,GRB10,GRINI,GRIN2A,ARHGA
P35,DUSP10,HGF,NRG1,LYPLA2,HSPAS,IRS1,ITGA2,ITGAS,ITGAV,ITGB3,JAK1,K
DR,KIT,KRAS,LAMC1,LIMK1,LIMK2,LYN,SPRED2,MARK3,MET,KITLG,MAP3K |
1,MMP2,GIT1,MSN,MYH9,MYO10,NCAM1,NEFL,NEO1,NF1,NRAS,NRCAM,PAK]I,
PAK2,PAK3,PAQR3,PDGFB,PDGFRA,PFN1,PFN2,PIK3CA,PIK3R1,PITPNA,PLCG],
PLXNA1,PLXNA2,PLXNB1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R5A,PPP2R5
C,PPP2RSE,PRKACB,PRKCA,MAPK 1,MAPK3,MAPK7,MAP2K1,IL17RD,DAB2IP,PS
MA2,PSMD7,PSMD12,RAC1,RAF1,RAP1A,RAP1B,RASA1,RDX,RET,ROBO1,ROBO
2,SPRED1,ROCK1,RPS6KA 1,RPS6KA2,RPS6KA3,SEMAGD,SCN1A,SCN1B,SCN2A,
SCN3A,SCN4B,SCN8A,SCN9A,SDC2,SDCBP,ITSN1,SH3GL2,SIAH1,CNKSR2,ENAH
,SCN3B,80S1,S0S2,DOKS5,SPTBN1,SPTBN2,NFASC,CLASP2,PLXND1,CLASP1,AR
HGEF12,SRGAP2,PIP5K1C, TIAM1,DUSP16,RGMB,TRIO,TRPC1,VAV2,VCL,VEGFA
,YES1,YWHAB,DPYSL5,PAK6,RGMA,ST8SIA4,PAK5,RASGEF1A,STSSIA2

Membrane Trafficking

6,679E-18

2,14E-14

244

614

SYS1,FZD4,ADRB2,AP2A1,AP2B1,AP1G1,TBC1D14,AKT2,ULK1,RIC1,ANK2,ANK3
MCFD2,CNIH2,APP,DENND1A,ARCN1,ARF1,MADD,ARF3,ARF4,SPTBN4,ARL1,V
AMPS,STX16,GBF1,RAB11A,SNAP23,NAPG,BICD1,SYNJ1,AP1S2,WASL,CALM1,C
ALM3,FCHO2,CBL,SEC22C,RABEP1,CD59,REPS2,CYTH3,CYTH1,COPS2,TRIP11,C
HRM2,TRIP10,VAMP3,AP2M1,AP1S1,RAB9A,KIF3B,RAB3GAP2,CLTC,KIF23,VPS4
B,GOSR1,CPD,SEC22B,KIF20B,NECAP1,TBC1D10B,SEC24C,GCC2,DYNLL2,CLINT
1,USP6NL,CUX1,RAB33B,LDLRAP1,GAPVD1,DAB2,COG3,C2CD5,COPS7A,CHMP
7,BLOC1S6,SNAP91,DENND4B,SEC16A,DYNC111,DYNCILI2,DNM2,AKT3,GJC1,T
MED7,ARPC5,ACTR3,ACTR2,SAR1B,CNIHI,DYNCILI1,DCTN4,STX6,RAB9B,EPS1
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5,STAM2,DENND4A,SNX9,SEC23A,SGIP1,CHMP5,VTA1,VPS54,RAB14,SEC22A,R
AB6B,TGOLN2,ARFGAP2,EXOC5,CHMP3,TRAPPC3,KIF1C,GALNT1,GALNT2,DCT
N5,VPS4A,RABSB,SEC24A,GDI1,GDI2,GJA1,RAB10,MAN1A2,COPS8,RAB30,TOR1
B,YWHAQ,GNS,GOLGA1,GOLGA4,KDELR2,GRB2,GRIA1,KIF3A,HIP1,SCOC,AGF
G1,HSPAS,IGF2R,KIF2A,KIF5A,KIF5B,KLC1,VTI1A,LDLR,LMAN1,LNPEP,LRP2,M
6PR,MAN2A2,MAN2A1,RABSA,STX18,RACGAP1,MYO1C,MYO5A,RAB12,DENND
5B,NSF,TBC1D25,0CRL,DENND6A,SH3D19,PAFAH1B1,PAFAH1B2,PIK3C2A,RIN2
,UBQLN1,SH3KBP1,PPP6C,PRKAA2,PRKAB2,FNBP1L,TBC1D8B,TBC1D20,RAB1A
,STX17,RAB5B,RAB13,RAC1,KIF26B,CHMP4B,VPS37B,TBC1D17,PPP6R3,SORT1,S
BF1,MIA3,VPS37A,KIF21A,ITSN1,SH3GL2,KIF16B,AAK1,PPP6R1,TRAPPCS,MON1
B,DENNDA4C,SLC2A4,EPN2,RAB3GAP1,RAB18,NAPB,RAB21,KIF21B,KIF1B,SPTB
N1,SPTBN2,ST5,GGA3,STXBP3,SYT11,VAMP2,VAMP7,SYT1,ANKRD28,DENND5
A,BICD2,PIPSK1C,TRAPPC10,TMF1,TSC1,TSG101,RABGAP1,COPS7B,TBC1D15,A
P1S3,KLC2,YWHAB,YWHAG,YWHAH,YWHAZ,DENND2C,AGPAT3,LMAN2L,DE
NNDIB,RAB7A,YIPF6,MAN1C1,RALGAPB,KLC4,SBF2,NAA30

Signalling by NGF

1,985E-20

6,36E-17

209

483

ABR,ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,BRAP,ADORA2A,AP2A1,AP2B1,PIP5SK

1B,AKT2,PREX1,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,RHOA,SPTBN4,ARHGDIA,LAMTOR3,ATF
1,IRS2,PEA15,RIPK2,IQGAP1,KSR1,ARHGEF7,SQSTM1,CALM1,KALRN,CALM3,C
AMK4,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CASP3,CD28,CD80,CD86,CDKN1A,CDKNI1B,
RPS6KAS,MAPKAPK2,CHUK,AP2M1,CLTC,NGEF,RASAL2,CREB1,CRK,CRKL,MA
PK14,ARHGEF10,ARHGEF3,RAPGEF2,ARHGEF26, ARHGEF11,ARHGEF17,DLG4,D
NM2,AKT3,BCL2L11,HBEGF,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSPS,
DUSP9,RANBP9,RASGRP1,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,ERBB4,EREG,N
ET1,FGD1,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,VAV3,FGFR1,FGFR2,FOX0O1,FOX03,FN1,GABI,
AHCYL1,AGO2,FRS2,TNRC6A,GRB2,RAPGEF1,GRIN1,GRIN2A,PRDM4,ARHGEF3
9,AKAP13,DUSP10,HGF,NRG1,NR4A1,IKBKB,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,KIT,K
RAS,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MEF2A,MEF2C,MET,AGO4,KITLG,AGO3,MAP3K 1
1,NCAM1,NEFL,NF1,NGF,NRAS,NTRK2,0MG,FURIN,PAQR3,PDE1B,PDGFB,PDGF
RA,PDPK1,ICOS,PIK3CA,PIK3R1,PIP4K2A,PLCG1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1A, PPP2
R1B,PPP2R5A,PPP2R5C,PPP2R5E,PRKACB,PRKAR 1A, PRKAR2A PRKAR2B,PRKC
A,PRKCD,PRKCE,PRKCL,MAPK 1, MAPK3,MAPK7,MAP2K 1,IL17RD,DAB2IP,PSMA
2,PSMD7,PSMD12,PTEN,RAC1,RAF1,RALB,RAP1A,RAP1B,RASA1,RET,SPREDI,PI
P4K2C,RPS6KA1,RPS6KA2,RPS6KA3,ITSN1,SH3GL2,CNKSR2,ARHGEF15,PHLPP2,

68



SOS1,SOS2,SPTBN1,SPTBN2, TNRC6B,STAT3,FGD4,ARHGEF9,PHLPP1,ADAM17,
MCF2L,ARHGEF12,ARHGEF18,PIPSK1C,TIAM1,DUSP16,TP53,TRIO,VAV2,VCL,RI
CTOR,YWHAB,RTN4,RASGEF1A

Pathways in cancer

4,127E-18

132E-14

174

395

ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,AXIN2,FZD4,FZD6,FZD8,AKT2,CUL2,PIK3R3,APC
XIAP,FAS,FASLG,RHOA,ARNT,CCND1,BCL2,BCL2L1,BCR,BMP2,BMP4,CASP3,C
ASP8,RUNXI,RUNX1T1,CBL,CCNE1,CCNE2,CDC42,CDK2,CDK6,CDKN1A,CDKN1
B,CEBPA,CHUK,COL4A1,ROCK2,COL4A2,COL4A3,COL4A5,COL4A6,CRK,CRKL,
APPL1,CTBP2,CTNNA2,CTNNB1,TCF7L1,DAPK1,DCC,ARHGEF11,RASSF5,AKT3,
DVL1,DVL3,E2F1,E2F2,E2F3,LPAR1,EDNRA,EDNRB,RASGRP1,GNB4,LEF1,EP300,
EPAS1,ETS1,MECOM,F2R, ,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGF11,FGF13,FGFR1,FGFR2,FO
XO1,FLT3,FN1,GNB5,GLI3,GNA12,GNAI1,GNAI3,GNAQ,GNB1,GNG5,LPAR4,GRB
2,FZD10,HGF,HIF1A,IGF1,IGF1
R,IKBKB,CXCLS,ITGA6,ITGA2,ITGAV,JAK1,JUN,KIT,KRAS,LAMA3,LAMC1,LAM
C2,SMAD2,SMAD3,SMAD4,MAX,MET,KITLG,MITF,MMP2,NRAS,CYCS,PDGFB,P
DGFRA,WNT4,PIK3CA,PIK3R1,PLCB4,PLCG1,PLD1,EGLN1,PRKACB,PRKCA,MAP
K1,MAPK3,MAPK9,MAP2K 1,PTCHI,PTEN,PTGER2,PTGER3,PTGER4,RAC1,RAF1,
RALB,EGLN3,EGLN2,RARB,RB1,RET,ROCK1,CXCL12,SLC2A1,80S1,S0S2,STAT3
,STK4,PLCB1,ELOC,TCF7,TCF7L2,ARHGEF12,TGFB2, TGFBR1,TGFBR2,HHIP,TP53
,TPM3,TRAF3,VEGFA,WNT1,WNT3,WNT7A,WNT3A,FZD3,CCDC6,NCOA4

NGF signalling via 3,547E-17

TRKA  from
plasma membrane

the

1,14E-13

170

390

ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,BRAP,ADORA2A,AP2A1,AP2B1,PIP5K1B,AKT2,C
UL3,PIK3R3,TNRC6C,RHOA,SPTBN4,LAMTOR3,ATF1,IRS2,PEA15,IQGAP1,KSR1,
CALM1,CALM3,CAMK4,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CD28,CD80,CD86,CDKN1A
,CDKN1B,RPS6KAS5,MAPKAPK2,CHUK,AP2M1,CLTC,RASAL2,CREB1,CRK,CRKL,
MAPK 14,RAPGEF2,DLG4,DNM2,AKT3,HBEGF,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUS

P6,DUSP7,DUSP8,DUSP9,RANBP9,RASGRP1,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB
3,ERBB4,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FGFR2,FOX0O1,FOX03,FN1,GAB1,A
HCYL1,AGO2,FRS2,TNRC6A,GRB2,RAPGEF1,GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG]1,
NR4A1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,KIT,KRAS,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MEF2

AMEF2C,MET,AGO4,KITLG,AGO3,MAP3K11,NCAM1,NEFL,NF1,NGF,NRAS,NTR
K2,PAQR3,PDE1B,PDGFB,PDGFRA,PDPK 1,ICOS,PIK3CA,PIK3R 1,PIP4K2A,PLCG],
PPP2CA,PPP2CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R5A, PPP2R5C,PPP2RSE,PRKACB,PRKAR
1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCA,PRKCD,PRKCE,MAPK |, MAPK3,MAPK7,MAP2K |

69



JIL17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12,PTEN,RAF1,RALB,RAP1A,RAPIB,RASA
1,RET,SPRED1,PIP4K2C,RPS6KA 1,RPS6KA2,RPS6KA3,SH3GL2,CNKSR2,PHLPP2,S
0S1,SPTBN1,SPTBN2,TNRC6B,STAT3,PHLPP1,PIP5SK1C,DUSP16,TP53,VCL,RICTO
R,YWHAB,RASGEF1A

Signaling by EGFR

Fc epsilon receptor
(FCERI) signaling

4,852E-17

3,97E-14

156E-13

1,27E-10

162

159

367

381

ADAM10,ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,BRAP,PIP5K1B,AKT2,CUL3,PIK3R3,TN
RC6C,SPTBN4,LAMTOR3,IRS2,PEA15,IQGAP1,KSR1,ARHGEF7,CALM1,CALM3,C
AMK4,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CBL,CD28,CD80,CD86,CDC42
,CDKNI1A,CDKN1B,CHUK,RASAL2,CREB1,LRIG1,RAPGEF2,DLG4,AKT3,HBEGF,
DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSP8,DUSP9,RANBP9,RASGRP1,A
GO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,EPS15,SPRY |,SPRY2,STAM2,ERBB3,ERBB4,EREG,F
GF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FGFR2,FOXO1,FOX03,FN1,GAB1,AHCYL1,AGO2,FR
S2,TNRC6A,GRB2,GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG1,NR4A1,INSR,IRS1,ITGB3,IT
PR1,JAK1,KIT,KRAS,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MET,AGO4,KITLG,AGO3,MAP3K 1
1,NCAM1,NEFL,NF1,NRAS,PAQR3,PDE1B,PDGFB,PDGFRA,PDPK 1,ICOS,PIK3CA,
PIK3R1,PIP4K2A,PLCG1,SH3KBP1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,PPP2R1B,PPP2R5A,P
PP2R5C,PPP2R5E,PRKACB,PRKARIA,PRKAR2A, PRKAR2B,PRKCA,PRKCD,PRKC
E,MAPK1,MAPK3,MAP2K 1,IL17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12,PTEN,PTPN3,
PTPNI12,PTPRK,RAF1,RAP1A,RAP1B,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,SH3GL2,CNKS
R2,PHLPP2,S0S1,PAG1,SPTBN1,SPTBN2,TNRC6B,PHLPP1,ADAM17,PIP5K1C,DUS
P16,TP53,VCL,RICTOR,YWHAB,RASGEF1A,ADAM12

BRAP,PIP5K 1B,AKT2,CUL3,CULI,PIK3R3, TNRC6C,SPTBN4,LAMTOR3,IRS2,PEA
5IQGAP1,KSR1,BTRC,CALM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CD28,CDS0,
CD86,CDC34,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,RASAL2,CREB1,RAPGEF2,DLG4,AKT3,HB
EGF,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSP8,DUSP9,RANBP9,RASGR
P1,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,VA
V3,FGFR1,FGFR2,FOX01,FOX03,FN1,GAB1,AHCYL1,AGO2,FRS2,TNRC6A,GRB2,
GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG1,NR4A1,TAB3,IKBKB,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR]1,
JAK1,JUN,KIT,KRAS,LYN,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MAP3K ,MET,AGO4,KITLG,
AGO3,MAP3K11,NCAMI,NEFL,NFI,NFATC3,NRAS,PAK1,PAK2,PAQR3,PDGFB,P
DGFRA,PDPK 1,ICOS,PIK3CA,PIK3R 1,PIP4K2A,PLCG1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,
PPP2R1B,PPP2R5A,PPP2R5C,PPP2R5E,PPP3CA,PPP3CB,PPP3R I, MAPK |, MAPK3,M
APK9,MAP2K1,IL17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12,PTEN,RACI,RAF1,RAP1A
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,RAP1B,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,MAP2K4,CNKSR2 PHLPP2,SOS1,SPTBN1,S
PTBN2,TNRC6B,TAB2,PHLPP1,MAP3K7,FBXW11,PIPSK1C,DUSP16,TP53,TXK,UB
E2D1,UBE2D2,UBE2N,UBE2V1,VAV2,VCL,RICTOR,YWHAB,RASGEF1A

Signalingby PDGF

2,32E-14

7,40E-11

159

379

ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,BRAP,PIPSK 1B,AKT2,CUL3,PIK3R3, TNRC6C,SPT

BN4,LAMTOR3,IRS2,PEA15,JQGAP1,KSR1,CALM1,COL6A6,CALM3,CAMK4,CAM
K2A,CAMK2D,CAMK2G,CD28,CD80,CD86,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,RASAL2,CO

L4A1,COL4A2,COL4A3,COL4AS5,CREB1,CRK,CRKL,RAPGEF2,DLG4,AKT3,HBEGF
,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSPS,DUSP9,RANBP9,RASGRP1,A

GO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,

FGFR2,FOXO1,FOX03,FN1,GAB1,AHCYL1,AGO2,FRS2, TNRC6A,GRB2,GRB7,RAP
GEF1,GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG1,NR4A1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,KI
T,KRAS,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MET,AGO4,KITLG,AGO3,MAP3K11,NCAMI,N

EFL,NFI,NRAS,FURIN,PAQR3,PDE1B,PDGFB,PDGFRA,PDPK 1,ICOS,PIK3CA,PIK3

R1,PIP4K2A,PLCG1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R1A,PPP2R 1B,PPP2RSA,PPP2R5C,PPP2R
SE,PRKACB,PRKARI1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCA,PRKCD,PRKCE,MAPK |,MAP
K3,MAP2K1,IL17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12,PTEN,PTPN12,RAF1,RAPIA,
RAPIB,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,CNKSR2,PDGFD,PHLPP2,S0S1,SPTBN1,SPT
BN2,TNRC6B,STAT3,PHLPP1,PIP5K1C,THBS1,DUSP16,TP53,VCL,RICTOR,Y WHA

B,RASGEF1A

Downstream signal
transduction

6,35E-14

2,04E-10

150

355

ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,BRAP,PIPSK 1 B,AKT2,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,SPT
BN4,LAMTOR3,IRS2,PEA15,IQGAP1,KSR1,CALM1,CALM3,CAMK4,CAMK2A,CA
MK2D,CAMK2G,CD28,CD80,CD86,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,RASAL2,CREB1,CRK
,CRKL,RAPGEF2,DLG4,AKT3,HBEGF,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7
,DUSP8,DUSP9,RANBP9,RASGRP1,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,ERBB4,
EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FGFR2,FOX0O1,FOX03,FN1,GAB1,AHCYL1,A
GO2,FRS2,TNRC6A,GRB2,GRB7,RAPGEF1,GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG1,NR
4A1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,KIT,KRAS,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MET,AGO
4,KITLG,AGO3,MAP3K11,NCAM1,NEFL,NF1,NRAS,PAQR3,PDE1B,PDGFB,PDGFR
A,PDPK1,ICOS,PIK3CA,PIK3R1,PIP4K2A,PLCG1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1A, PPP2R
1B,PPP2R5A,PPP2R5C,PPP2RSE,PRKACB,PRKAR1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCA,
PRKCD,PRKCE,MAPK |, MAPK3,MAP2K 1,IL17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12
PT
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EN,RAF1,RAPIA,RAP1B,RASA1,RET,SPREDI,PIP4K2C,CNKSR2,PHLPP2,SOS1,SP
TBN1,SPTBN2,TNRC6B,STAT3,PHLPP1,PIPSK1C,DUSP16,TP53,VCL,RICTOR,YWH
AB,RASGEF1A

DAPI2 signaling

9,82E-13

3,15E-09

148

359

ADCY1,ADCY2,ADCY3,ADCY9,BRAP,PIPSK 1B,AKT2,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,SPT
BN4,LAMTOR3,IRS2,PEA15,IQGAP1,KSR1,CALM1,CALM3,CAMK4,CAMK2A,CA
MK2D,CAMK2G,CD28,CD80,CD86,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,RASAL2,CREB1,RAP
GEF2,DLG4,AKT3,HBEGF,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSPS,DU
SP9,RANBP9,RASGRP1,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF2,
FGF5,FGF7,FGF9,VAV3,FGFR1,FGFR2,FOX0O1,FOX03,FN1,GAB1,AHCYL1,AGO2,
FRS2,TNRC6A,GRB2,GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG1,NR4A1,INSR,IRS1,ITGB3
JTPR1,JAK1,KIT,KRAS,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MET,AGO4,KITLG,AGO3,MAP3
K11,NCAMI,NEFL,NF1,NRAS,PAQR3,PDE1B,PDGFB,PDGFRA,PDPK 1,ICOS,PIK3C
A,PIK3R1,PIP4K2A,PLCG1,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1A,PPP2R 1 B,PPP2R5A,PPP2R5C
,PPP2RSE,PRKACB,PRKAR1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCA,PRKCD,PRKCE,MAP
K1,MAPK3,MAP2K1,IL17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12,PTEN,RAC1,RAF1,R
AP1A,RAP1B,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,CNKSR2,PHLPP2,SOS1,SPTBN1,SPTB
N2,TNRC6B,PHLPP1,PIPSK 1C,DUSP16,TP53,VAV2,VCL,RICTOR,YWHAB,RASGEF
1A

Signaling by SCF-KIT

8,83E-13

2,83E-09

142

340

BRAP,PIP5K 1B,AKT2,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,SPTBN4,LAMTOR3,SOCS1,IRS2,PEA
15,JQGAP1,KSR1,CALM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CBL,CD28,CDS0,
CD86,CDKN1A,CDKNIB,CHEK 1,S0CS6,CHUK,RASAL2,CREB1,RAPGEF2,DLG4,A
KT3,SH2B3,HBEGF,DUSP1,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP7,DUSPS,DUSP9,R
ANBP9,PTPRU,RASGRP1,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF
2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FGFR2,FOXO1,FOX03,FN1,GAB1,AGO2,FRS2,TNRCGA,
GRB2,GRB7,GRB10,GRIN1,GRIN2A,DUSP10,HGF,NRG1,NR4A1,INSR,IRS1,ITGB3,
JAK1,KIT,KRAS,LYN,PIK3AP1,SPRED2,MARK3,MET,AGO4,KITLG,AGO3,MAP3K
11,NCAMI,NEFL,NF1,NRAS,P

AQR3,PDGFB,PDGFRA,PDPK 1,ICOS,PIK3CA,PIK3R 1,PIP4K2A,PPP2CA,PPP2CB,PP
P2R1A,PPP2R1B,PPP2R5A,PPP2R5C,PPP2R5E,PRKCA, MAPK 1, MAPK3,MAP2K 1,IL
17RD,DAB2IP,PSMA2,PSMD7,PSMD12,PTEN,RAC1,RAF1,RAP1A,RAP1B,RASA1,R
ET,SPRED1,PIP4K2C,CNKSR2,PHLPP2,S0S1,SPTBN1,SPTBN2,TNRC6B,STAT3,PH
LPP1,PIP5K1C,DUSP16,TP53,VCL,RICTOR,YES],YWHAB,RASGEF1A

72



Proteoglycans in 3,86E-15
cancer

1,24E-11

101

203

FZD4,FZD6,FZD8,AKT2,ANK2,ANK3,PIK3R3,FAS,FASLG,RHOA,CCND1,IQGAPI,

CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CASP3,CBL,CDC42,CDKN1A,ROCK2,MAPK 14,CTN

NB1,DDX5,AKT3,HBEGF,EIF4B,ERBB3,ERBB4,ESR1,FGF2,FGFR1,FLNB,FLNC,FN
1,GAB1,FRS2,PDCD4,GRB2,FZD10,HGF,HIF 1 A,HPSE2,HSPG2,IGF1,IGFIR,IHH,ITG
A2,ITGAS,ITGAV,ITGB3,ITPR1,KDR,KRAS,SMAD2,MET,MMP2,MSN,PPP1R12A,P

PPIR12B,NRAS,PAK1,PDPK1,WNT4,PIK3CA,PIK3R1,PLAU,PLCG1,PPP1CB,PRKA

CB,PRKCA,MAPK1,MAPK3,MAP2K1,PPP1R12C,PTCHI,RAC1,RAF1,RDX,ROCKI,

RPS6KB1,SDC1,SDC2,RRAS2,MRAS,SLC9A1,5081,S0S2,STAT3,ARHGEF12, TFAP
4,TGFB2,THBS1,TIAM1,TP53,VAV2,VEGFA,WNT1,WNT3,WNT7A,WNT3A,FZD3

Signaling pathways 8,34E-13
regulating

pluripotency of stem

cells

2,67E-09

73

139

ACVRI1,ACVR1B,ACVR2A,ACVR2B,AXIN2,FZD4,FZD6,FZD8,AKT2,PIK3R3,APC,Z
FHX3,BMI1,BMP4,BMPR 1 A,BMPR2,KLF4, HAND1,MAPK 14,CTNNB1,AKT3,DUSP9
,DVL1,DVL3,PCGF3,FGF2,FGFR1,FGFR2,PCGF5,GRB2,FZD10,ID2,ID4,IGF1,IGFIR,
IL6ST,INHBB,ISL1,JAK1,JARID2,KRAS,LIF,SMAD1,SMAD2,SMAD3,SMAD4,SMA
D5,MEIS1,NEUROG1,NRAS,0TX1,PAX6,WNT4,PIK3CA,PIK3R1,MAPK 1,MAPK3,M
AP2K1,RAF1,REST,SKIL,SOX2,STAT3,TBX3,TCF3,WNT1,WNT3,WNT7A,ACVRIC,
ZIC3,SMARCADI1,WNT3A,FZD3

FoxO signaling 1,33E-12
pathway

4,27E-09

70

139

AKT2,FBX032,PIK3R3,FASLG,IRS2,CCNDI1,BCL6,CAT,CCND2,CCNG2,CDK2,CDK
N1A,CDKNI1B,CHUK,HOMER1,MAPK14,AKT3,BCL2L11,S1PR1,EP300,KLF2,FOXG
1,FOXO1,FOX03,G6PC3,G6PC,NLK,PLK2,GRB2,GRM1,IGF1,IGF

1R,IKBKB,IL10,INSR,IRS1,KRAS,SMAD2,SMAD3,SMAD4,NRAS,PDPK |,PIK3CA,PI
K3R1,PRKAA1,PRKAA2,PRKAB2,MAPK |,MAPK3,MAPK9,MAP2K1,PTEN,RAF1,R
AG1,RBL2,SGK1,SLC2A4,S0D2,S0S1,50S2,STAT3,STK4,STK11,SIRT1,TGFB2,TGF
BR1,TGFBR2,SETD7,SGK3,GABARAPL1

PI3K/AKT activation 2,49E-12

7,99E-09

68

128

PIP5K 1B,AKT2,PIK3R3,TNRC6C,RHOA,IRS2,CD28,CD80,CD86,CDKN1A,CDKNIB,
CHUK,CREB1,AKT3,HBEGF,AGO1,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,F
GFR1,FGFR2,FOX01,FOX03,GAB1,AGO2,FRS2, TNRC6A,GRB2,HGF,NRG1,NR4A
JINSR,IRS1,KIT,PIK3AP1,MET,AGO4,KITLG,AGO3,NGF,PDGFB,PDGFRA,PDPK 1,1
COS,PIK3CA,PIK3R1,PIP4K2A,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R | A,PPP2R 1 B,PPP2RSA,PPP2
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R5C,PPP2R5SE,MAPK1,MAPK3,PTEN,PIP4K2C,PHLPP2, TNRC6B,PHLPP1,PIP5K1C,
TP53,RICTOR

Neurotro phinsignaling 1,42E-12
pathway

ErbB1 down stream 2,76E-14
signaling

4,56E-09

8,83E-11

65

61

119

102

AKT2,PIK3R3,FASLG,RHOA,ARHGDIA,RIPK2,BCL2,BDNF,CALM1,CALM3,CAM
K4,CAMK2A,CAMK2D,CAMK2G,CDC42,RPS6KAS,MAPKAPK2,CRK,CRKL,MAPK
14,AKT3,SH2B3,IRAK4,FOX03,GAB1,FRS2,RPS6KA6,GRB2,RAPGEF1,PRDM4,IKB
KB,IRAK2,IRS1,JUN,KRAS,MAP3K1,MAP3K3,MAP3K5,NGF,NRAS,NTF3,NTRK2,N
TRK3,PDPK1,PIK3CA,PIK3R1,PLCG1,PRKCD,MAPK |, MAPK3,MAPK7,MAPK9,MA
P2K1,PSEN1,RAC1,RAF1,RAP1A,RAP1B,RPS6
KAI1,RPS6KA2,RPS6KA3,SORT1,S0S1,S0S2,TP53

ARF4,ATF1,JQGAP1,KSR1,WASL,RPS6KA4,CALM1,CALM3,SH2D2A,CDC42,RPS6
KAS,CHN2,CREB1,ATF2,USP6NL,ABI1,DUSP1,DUSP6,ARPC5,ACTR3,ACTR2,EGR
1,EPS8,BAIAP2,GAB1,MAP3K2,NCKAP1,YWHAQ,GRB2,JUN,SMAD1,MEF2C,MAP
3K1,PDPK1,PIK3CA,PIK3R1,PLD1,PPP2CA,PPP2R 1A, PPP2R2A,PRKCA,PRKCD,MA
PK1,MAPK3,MAPK7,MAPK9,MAP2K1,RAC1,RAF1,RPS6KA3,MAP2K4,SLC9A1,SO
S1,SRF,STAT3,VAV2,RICTOR,YWHAB,YWHAG,YWHAH,YWHAZ

Renal cell carcinoma 2,08E-13

6,66E-10

44

102

AKT2,CUL2,PIK3R3,ARNT,CDC42,CRK,CRKL,AKT3,EP300,EPAS1,ETS1,GAB1,GR
B2,RAPGEF1,HGF,HIF1A,JUN,KRAS,MET,NRAS,PAK1,PAK2,PAK3,PDGFB,PIK3C
A,PIK3R1,EGLN1,MAPK1,MAPK3 MAP2K1,RAC1,RAF1,EGLN3,EGLN2,RAP1ARA
P1B,SLC2A1,S0S1,SOS2,ELOC,TGFB2,VEGFA,PAK6,PAKS
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Anexo 7. Principais vias de sinalizago significativas na DC em pacientes ndo respondedores vs controle.

Via molecular p q n° genes n°total genes-alvo participantes da via
ajustado genes
Bonferroni na via

ABL2,MET,KITLG,AP2B1,SRGAP1,SEMA6A,ALCAM,MMP2,CUL3,ANK2,
ANK3,PIK3R3,CNTNAP1,SHTN1,ARRB2,IRS2,PEA15,MYH9,MYL6,NRP2,
NF1,CACNA1D,CACNB1,CACNB3,RPS6KA4,KALRN,CALM3,CAMK2G,S
EMASA,CDC42,PDGFB,PDGFRA,RPS6KAS5,PDGFRB,PFN2,PIK3R1,CLTC,
PLCG1,PLXNA1,COL4A1,ROCK2,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4A5,CO
L6A3,COL9A1,CREB1,PPP2CA,PPP2R1B,PPP2R5A,PPP5C,CSK,PRKACB,D
Axon guidance 4,65E-14 1,24E-10 119 554 NM3,MAPK |, RAPGEF2,MAP2K |,PRNP,ARHGEF11,DCX,RAC1,DPYSL2,H
BEGF,DUSP2,DUSPS,RET,NTN4,EFNAS,EFNB1,AKAP9,APH1A,ROBO1,S
PRED1,ROBO2,ROCK 1,EPHA4,EPHAS5,ERBB3,ERBB4,EREG,RPS6KA2,RP
S6KA3,RRAS,SCN1A,SCN2A,SCN2B,FGF9,ITSN1,DPYSL4,ENAH,GAB1,S
CN3B,SOS1,SPTANI,SPTBN1,FRS2,GFRA1,PSME4,CNTN2,GRB10,SRGAP
2,GRIN2A,ARHGAP35,TIAM1,HSPAS,VCL,VEGFA,YES1,SHANK3,ITGBI,
JAK1,ST8SIA4,KRAS,RASGEF1A,LAMC1,FGF23,LIMK1,ST8SIA2

PIK3AP1,ABR,ADCY6,MET,AGO4,KITLG,AP2B1,PIP5K1A,CUL3,PIK3R3,

ARRB2,IRS2,PEA15,NF1,KALRN,CALM3,CAMK2G,NTRK2,CASP2,FURIN
,CDKN1B,PDGFB,PDGFRA,RPS6KA5,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,CLTC,PLCG
1,CREB1,CRK,PPP2CA,PPP2R 1 B,PPP2R5A, MAPK 14,PPP5C,CSK,PRKACB,
DNM3,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCI,MAPK |, RAPGEF2,MAP2K 1,PTEN,AR
HGEF11,TIAM2,RAC1,RALGDS,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP8,RET,RIT1,A
GO1,AKAP9,APH1A,SPRED1,PIP4K2C,ERBB3,ERBB4,EREG,RPS6KA2,RP
S6KA3,FGF9,FOXO03,ITSN1,GAB1,PHLPP2,S0S1,SPTAN1,SPTBN1,FRS2,T
NRC6B,GFRA1,STAT3,PSME4,TNRC6A,GRIN2A, TIAM1,AKAP13,VCL,RI

CTOR,YWHAE,ITPR1,JAK1,KRAS,RASGEF1A,FGF23

Signalling by NGF 5,29E-08 1,41E-04 91 483

Pathways in cancer 2,70E-09 7,22E-06 82 395 ADCY6,FZD4,FZD6 MET,KITLG,MMP2,PIK3R3,BIRC2,ARNT,CCND1,BCL
2,CCNE2,CYCS,CDC42,CDK2,CDK6,CDKN1B,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,
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GNG2,PIK3R1,PLCB4,PLCG1,COL4A1,ROCK2,COL4A2,COL4A3,COL4A4,
COL4A5,COL4A6,CRK, TRAF4,CSFIR,PRKACB,PRKCB,MAPK |, MAP2K 1,
PTEN,ARHGEF11,RAC1,RALGDS,AKT3,RARB,RB1,E2F1,E2F2,E2F3,RET,
EDNRB,ROCK 1,GNB4,LEF1,EPAS1,ETS1,FGF9,CXCL12,FOS,SOS1,STAT3
,GNG12,PLCB1,GNAI2, TGFBR2,HHIP,HIF1 A, TRAF5,VEGFA,WNT5A,IGF1
JITGA6,ITGB1,JAK1,FZD5,KRAS,LPARS,FZD3,LAMA2,LAMC1,FGF23,SM
AD2,SMAD

4

Signaling by PDGF

4,38E-09

1,17E-05

79

379

PIK3AP1,ADCY6,MET,AGO4,KITLG,PIPSK1A,CUL3,PIK3R3,ARRB2,IRS2,
PEA15,NF1,CALM3,CAMK2G,FURIN,CDKN1B,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,
ICOS,PIK3R1,PLCG1,COL4A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4AS,COL6A
3,COL9A1,CREB1,CRK,PPP2CA,PPP2R1B,PPP2R5A,PPP5C,CSK,PRKACB,
PRKAR2A,PRKAR2B,MAPK ,RAPGEF2,MAP2K 1,PTEN,AKT3,HBEGF,DU
SP2,DUSP8,RET,AGO1,AKAP9,SPRED1,PIP4K2C,ERBB3,ERBB4,EREG,FG
F9,FOX03,PDGFD,GAB1,PHLPP2,SOS1,SPTAN1,SPTBN1,FRS2, TNRC6B,
GFRA1,STAT3,PSME4,TNRC6A,PDGFC,GRIN2A, THBS2,VCL,RICTOR,ITP
R1,JAK1,KRAS,RASGEF1A,FGF23

PI3K-Akt signaling
pathway

6,53E-11

1,74E-07

78

342

PIK3AP1,MCL1,MET,KITLG,PIK3R3,MYB,CCND1,BCL2,CREB3L1,CCND
2,CCNE2,CDK2,CDK6,CDKN1B,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,GNG2,PIK3R 1,
COL1A1,COL1A2,EIF4E2,COL2A1,COL4A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,CO
L4A5,COL4A6,COL6A3,COL9A1,CREB1,CREBS,PPP2CA,PPP2R1B,PPP2R
3A,PPP2R5A,CSFIR,PRKAA1,PKN2,MAPK I,MAP2K ,RELN,PTEN,RACI,
AKT3,RHEB,EFNAS,GNB4,FGF9,FOX03,SGK 1,PDGFD,G6PC,PHLPP2,SOS
1,GNG12,PDGFC,THBS2,TSC1,SGK3,VEGFA,YWHAE,YWHAG,YWHAH,I
FNAR2,IGF1,IL6R,ITGA6,ITGB1,ITGB4,ITGB8,JAK1,KRAS,LPARS,LAMA
2,LAMCI1,FGF23

NGF signalling via
TRKA from the
plasma membrane

3,67E-08

9,80E-05

78

390

PIK3AP1,ADCY6,MET,AGO4,KITLG,AP2B1,PIP5K1A,CUL3,PIK3R3,ARRB
2,IRS2,PEA15,NF1,CALM3,CAMK2G,NTRK2,CDKN1B,PDGFB,PDGFRA,R
PS6KAS5,PDGFRB,ICOS,PIK3R1,CLTC,PLCG1,CREB1,CRK,PPP2CA,PPP2R
1B,PPP2RSA,MAPK 14,PPP5C,CSK,PRKACB,DNM3,PRKAR2A PRKAR2B,
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MAPK1,RAPGEF2,MAP2K 1,PTEN,RALGDS,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSPS,
RET,RIT1,AGO1,AKAP9,SPRED1,PIP4K2C,ERBB3,ERBB4,EREG,RPS6KA
2,RPS6KA3,FGF9,FOX03,GAB1,PHLPP2,SOS1,SPTAN1,SPTBN1,FRS2, TN
RC6B,GFRA1,STAT3,PSME4, TNRC6A,GRIN2A,VCL,RICTOR,ITPR1,JAK 1,
KRAS,RASGEF1A,FGF23

Extra cellular matrix
organization

1,70E-08

4,55E-05

65

298

MFAP2,MFAP3,MMP2,MMP16,NID1,CAPN6,SERPINH1,FURIN,SERPINEI,
CD47,PDGFB,COL22A1,PLOD1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,COL3A1,COL4
A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4AS,COL4A6,COLSAT,COL5SA2,COL6A
3,COL7A1,COL9A1,COL11A1,COLI12A1,COL15A1,COL19A1,ADAMTSI,C
OL5A3,COL23A1,CTSK,DAG1,COL24A1,F11R,NTN4,ELN,FBN1,EFEMPI,
LOXL4,NID2,SPARC,P3H1,ADAMTS18,LOXL3,ADAMTSS,TIMP2,CAPN7,
TLL1,TLL2,ITGA6,ITGB1,ITGB4,ITGBS,ADAMTS9,COL21A1,LAMA2,LA
MC1,LOX,LOXL2,LRP4

Rapl signaling
pathway

1,55E-08

4,13E-05

51

210

ADCY6,MET,KITLG,PIK3R3,CALM3,P2RY 1,CDC42,PDGFB,PDGFRA,PDG
FRB,PFN2,PIK3R1,PLCB4,PLCG1,CNR1,CRK,MAPK 14,CSFI1R,PRKCB,PR
KCI,PRKD1,MAPK1,CTNNDI,RAPGEF2,MAP2K 1,DOCK4,MAGI2,RACI,R
ALGDS,AKT3,EFNAS,RRAS,FGF9,MRAS,MAGI3,SIPA1,PDGFD,PARD6B,
PLCB1,GNAI2,PDGFC,RAPGEF4,GRIN2A, TIAM1,VEGFA,ID1,IGF1,ITGBI,
KRAS,LPARS,FGF23

Focal adhesion

6,41E-09

1,71E-05

50

199

MET,PIK3R3,BIRC2,MYLK,CCND1,BCL2,CAV2,CCND2,CDC42,PDGFB,P
DGFRA,PDGFRB,PIK3R1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,COL4A1,ROCK2,CO
L4A2,COL4A3,COL4A4,COL4AS5,COL4A6,COL6A3,COL9A1,CRK,PPPICB,
PPP1CC,PRKCB,MAPK1,MAP2K1,RELN,PTEN,RAC1,AKT3,ROCK1,PDGF
D,SOS1,PDGFC,ARHGAP35,THBS2,VCL,VEGFA,IGF1,ITGA6,ITGB1,ITGB
4,JTGB8,LAMA2,LAMCI

Proteoglycans in
cancer

3,64E-08

9,72E-05

49

203

FZD4,FZD6,MET,MMP2,ANK2,ANK3,PIK3R3,CCND1,CAMK2G,CAV2,CD
C42,PIK3R1,PLCG1,ROCK2,PPP1CB,PPP1CC,MAPK 14,PRKACB,PRKCB,M
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APK1,MAP2K1,DDX5,RAC1,AKT3,HBEGF,ROCKI,ERBB3,ERBB4,ESR1,R
RAS,MRAS,GAB1,SOS1,FRS2,PDCD4,STAT3,TIAM1,TIMP3,HIF1A,VEGF
A,WNTS5A,IGF1,ITGB1,ITPR1,COL21A1,FZD5,KRAS,FZD3,SMAD2

Integrinsig nalling
pathway

9,56E-11

2,56E-07

48

167

MAP3K3,MAP3KS5,PIK3R3,RND3,ARL1,RAP2C,CDC42,PIK3R1,COLIA1,C
OL1A2,COL2A1,COL3A1,COL4A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4AS,CO
L4A6,COL5A1,COL5A2,COL6A3,COL7A1,COL9A1,COL11A1,COLI2A1,C

OL15A1,COL19A1,COL5A3,CRK,CSK,MAPK6,MAP2K 1,ELMO1,RACI,NT

N4,RRAS,MAP2K4,ELMO2,MAP3K2,SOS1,ARHGAP26,VCL,ITGAG6,ITGBI,
ITGB4,ITGBS,LAMA2,LAMCI

GABI signalosome

3,91E-08

1,05E-04

36

128

PIK3AP1,MET,AGO4,KITLG,PIP5K1A,PIK3R3,IRS2,CDKN1B,PDGFB,PDG
FRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,CREB1,PPP2CA,PPP2R 1 B,PPP2R5A,CSK,MAP
K1,PTEN,AKT3,HBEGF,AGO1,PIP4K2C,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF9,FOXO
3,GAB1,PHLPP2,FRS2, TNRC6B,TNRC6A, RICTOR,FGF23

Collagen formation

8,27E-12

2,21E-08

35

93

SERPINH1,COL22A1,PLOD1,COL1A1,COL1A2,COL2A1,COL3A1,COL4AL,
COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4AS5,COL4A6,COL5SA1,COL5A2,COL6A3,C
OL7A1,COL9A1,COL11A1,COL12A1,COL15A1,COL19A1,COL5A3,COL23
A1,COL24A1,LOXL4,P3H1,LOXL3,TLL1,TLL2,ITGA6,ITGB4,COL21A1,LO
X,LOXL2

PIP3 activates AKT
signaling

6,81E-08

1,82E-04

35

125

PIK3AP1,MET,AGO4,KITLG,PIP5K1A,PIK3R3,IRS2,CDKN1B,PDGFB,PDG
FRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,CREB1,PPP2CA,PPP2R 1 B,PPP2R5A, MAPK 1,P
TEN,AKT3,HBEGF,AGO1,PIP4K2C,ERBB3,ERBB4,EREG,FGF9,FOX03,GA
B1,PHLPP2,FRS2,TNRC6B,TNRC6A,RICTOR,FGF23

AGE-RAGE
signaling pathway in
diabetic
complications

1,31E-09

3,51E-06

33

99

MMP2,PIK3R3,CCND1,BCL2,SERPINE1,CDC42,CDKN1B,PIK3R1,PLCB4,P
LCGI1,COL1A1,COL1A2,COL3A1,COL4A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL
4A5,COL4A6,MAPK14,PRKCB,MAPK1,RAC1,AKT3,F3,STAT3,PLCB1,TGF
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BR2,VEGFA,IL1A,KRAS,SMAD2,SMAD4

Choline metabolism

PIP5K1A,PIK3R3,DGKZ,DGKD,WASF1,DGKI,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,
DGKH,PIK3R1,PLCG1,PCYT1B,PRKCB,MAPK1,MAP2K1,RAC1,RALGDS,

T — SRS ARIEE el 20 AKT3,RHEB,FOS PDGFD,S0S1,SP1,PDGFC,GPCPD1,HIF1A,TSC1,KRAS,S
LC44A2
PIK3R3,BIRC2,CCNDI,BCL2,CCNE2,CYCS, CDK2.CDK6,CDKN1B PIK3R 1
Small celllung cancer 5,25E-09  1,40E-05 29 84 COL4A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4 COLAAS,COLAAG TRAF4 PTEN, AKT
3.RARB RBI.E2F1 E2F2,E2F3 TRAF5 ITGA6 ITGB1.LAMA2,LAMCI
EGFR o MET PIK3R3 AXL BCL2.NF1, PDGFB,PDGFRA PDGFRB PIK3R 1, PLCG1 EI
kinase  imhibitor 491E-09  1,31E-05 28 79 FAE2.PRKCB.MAPK | MAP2K 1 PTEN AKT3,ERBB3,FOX03 PDGFD.GABI,
. SOS1.STAT3.PDGFC,VEGFA IGF1,IL6R JAK1,KRAS
Assembly of COLIAI.COLIA2,COL2A1,COL3A1,COL4A1,COL4A2,COL4A3 COL4A4,C
collagen fibrils and o0 oo ) 0 OL4A5,COL4A6,COLSAT,COL5A2,COL6A3,COLTAI,COLIAT.COLI1AL,C

other multimeric
structures

OL15A1,COL5A3,COL24A1,LOXL4,LOXL3,TLL1,TLL2,ITGA6,ITGB4,LOX
,LOXL2
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Anexo 8. Principais vias de sinalizagao significativas na RCU em pacientes respondedores vs controle.

Via molecular

p

q
ajustado

Bonferroni

n° genes

n° total
genes na via

genes-alvo participantes da via

Adaptive Immune
System

4,68E-07

1,40E-03

194

826

AP2A1,AP2B1,AP1G1,CUL3,CUL2,SH3RF1,PIK3R3,TNRC6C,ARF1,TRIB3,
IRS2,VAMPS8,CDC23,BLMH,HERC3,HERC2,BTRC,CALM1,CALM3,CANX,
MAP3K 14,CBL,CD28,CDC27,CDC42,CDKN1A,CDKN1B,UBE4A KIF3B,AS
B7,HECTD1,KIF23,RNF19A,MAP3K8,NPEPPS,CREB1,SEC24C,CSK,DYNL
L2,DNM3,UBE3C,CTSS,RNF144B,WSB1,KIF26A,FBXL3,FBXL5,KLHL3,A
RELI1,DYNCI1I1,DYNCILI2,DNM2,AKT3,ITCH,HBEGF,ZNRF2,ACTRIA,A
GO1,SAR1B,RLIM,RNF41,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,MEX3C,ARTH2,1
FI30,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,SPSB4,FGFR1,UBE2E3,RNF138,FOX01,FOXO
3,UBE2J1,ATG7,GAB1,AHCYL1,DCTNS5,SEC24A,KBTBDS8,FRS2,KLHL20,
TNRC6A,TRIM63,UBE2Q2, WWP1,RAPGEF4,0RAI1,KLHL2,NRG1,UBE2K,
[KBKB,INSR,IRS1,ITGA4,ITGAV,ITGB1,ITPR1,KIF2A,KIF5A,KIFSB,KLC1
,LMO7,HECTD2,AGO4,BTLA,MYLIP,RACGAP1,TRIM37,NEDD4,PAK3,PD
GFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R1,PIP4K2A,SEC61A1,CTSA,PP
P2CA,PPP2CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2RSE,PRKACB,PRKG1,M
APK1,MAPK3,RNF111,PSMA2,PSMB8,PSMD7,PSMD11,PSMD12,PTEN,PT
PRJ,RAF1,RAP1A,RAP1B,HECTD3,RBBP6,RNF4,RNF6,FBX031,PIP4K2C,
UBE2W,FBXW7,TRIM36,UBE2Q1,SH3GL2,SIAH1,ENAH,FBX021,PHLPP2
,PDCD1LG2,SOS1,RNF130,PAG1,SPTBN2, TNRC6B,TAB2,RNF217,STIMI,
PSME4,FBXW11,NEDDA4L,PIPSK 1C,TP53, TRPC1,MKRN1,UBE2B,UBE2D1,
UBE2E2,UBE2G1,UBE2V1,UNKL,SMURF2,VASP,KLC2,RICTOR,YES1,Y
WHAZ, TRIM9,UBE2Z,SMURF1,KLC4,GAN

Disease

1,36E-05

4,08E-02

194

867

SEHIL,AMER1,ADAM10,FZD4,AP2A1,AP2B1,AP1G1,ACAN,MIB1,PIK3R3
,APC,APP,FASLG,ARF1,IRS2,BCR,IQGAP1,KAT2B,CDK5R1,BTRC,CALM
1,CALM3,CANX,CAST,SEMASA,CBL,CCNC,CCNT2,CD28,CDC25A,LRRF
IP1,CDKN1A,CDKNI1B,NAPEPLD,ZFYVE9,CLCN6,QKI,ADAMTS3,ADAM
TS2,VPS4B,CREB1,NCOR2,CSK,CTNNB1,CTNND1,CUX1,HDAC4,DAG],

CHMP7,POM121,SV2B,AKT3,PDCD6IP,BCL2L11,HBEGF,DERL2,AKAP9,I
RAK4,PSME3,VPS28,PSMD14,EP300,EPS15,ERBB3,EREG,CD320,GPC4,FG
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F2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FKBP1A,FOXO1,FOX03,ATG7,CSPG5,GABI,

NUP50,VPS4A,FRS2, ADAMTSL1,ADAMTS5,GTF2H1,ERLIN2, ADAMTS?,

ADAMTS6,GYS1,SUPT16H,NRG1,HMGA 1,HES1,HSPG2,IDH1,IHH,IKBKB
JRS1,ITGB3,JUN,KPNA1,KPNA2,KPNA3,KPNA4,IPO5,DLL1,LRP6,SMAD

2,SMAD3,MARK3,MAP3K11,NF1,NOTCH1,NOTCH2,NPM1,NUP43,FURIN
,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,SEMA5B,PIK3R1,TAF7L,DLL4,P
PP2CA,PPP2CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2RSE,MAPK 1, MAPK3,M

AP2K1,MAP2K3,MAP2K6,DAB2IP,PSMA2,ESRP1,PSMB8,PSMD7,PSMDI1 |
,PSMD12,RNF43,RAF1,VPS37C,RAP1A,RAP1B,RASA1, TBLIXR1,RPL15,F
BXW7,CBLL1,RPL28,SDC2,MAP2K4,SH3GL2,MYO18A,NUP35,SNAP25,T

NKS2,80S1,STAT3,PSME4,NUP210,VAMP1,ADAMTS17,ADAMTS18,SYT

1,TAF4,TAF5,TAF11,NUP160,TBL1X,TBP,NEDD4L, TGFBR2,MACF1,KDM
7A,TRAF3,TSG101,VCP,RICTOR,XPO1,YWHAE,ZMYM2,ADAMTS9,FZD5
,WNT3A,ADAMTSL3,ADAMTS10,FXR1,PABPN1,ELL
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Vesicle-mediated
transport

8,89E-11

2,67E-07

176

660

SYS1,FZD4,ADRB2,AP2A1,AP2B1,AP1G1,ULK1,RIC1,AMPH,ANK2,ANK3
,CNIH2,APP,ARCN1,ARF1,ARF5,ARL1,VAMPS,STX16,GBF1,RAB11A,SY
NJ1,WASL,CALM1,CALM3,HIP1R,FCHO2,CBL,RABEP1,REPS2,COPS2,C
HRM2,TRIP11,TRIP10,RAB9A,KIF3B,COL1A1,COL1A2,COL3A1,COL4AI,
COL4A2,COL7A1,KIF23,VPS4B,GOSR1,CPD,NECAP1,TBC1D10B,SEC24C,
GCC2,DYNLL2,DNM3,CUX1,LDLRAP1,GAPVDI,KIF26A,DAB2,COG3,CO
PS7A,CHMP7,SNAP91,DENND4B,DYNC111,DYNCILI2,DNM2,AKT3,ACT
R2,ARPC2,SAR1B,CNIH1,VPS28,STX6,RAB9B,EPS15,SNX9,VPS54,VPS25,
RAB14,TGOLN2,ARFGAP2,EXOC5,KIF1C,GALNT1,DCTN5,VPS4A,RABS
B,SEC24A,GJAI,RAB10,RAB30,YWHAQ,GNS,GOLGA 1,GOLGA4,GRIA1,S
COC,AGFG1,HSPAS,IGF2R,KIF2A KIF5A,KIF5B,KLC1,VTIIA,LDLR,LRP2
,M6PR,MAN2A1,RACGAP1,MYO5A,RAB12,DENND5B,NSF,0CRL,DENN
D6A,SH3D19,PAFAHIB1,PAFAH1B2,UBQLN1,PPP6C,PRKAB2,MASP1,FN
BPIL,TBC1DSB,TBC1D20,RAB1A,STX17,RAB3IL1,RAB5SB,RAB5C,VPS37
C,RALA,KIF26B,PPP6R3,SORT1,MIA3,KIF21A,SH3GL2,AAK1,TRAPPCS,S
LC2A4,NAPB,RAB21,SNX2,KIF21B,SPARC,SPTAN1,KIF1B,SPTBN2,GGA
3,8TX5,STXBP3,VAMP7,SYT1,ANKRD28,DENND5A,BICD2,PIP5K1C,TRA
PPC10,TMF1,HSP90B1,TSC1,TSG101,RABGAP1,COPS7B,TBCID15,KLC2,
YWHAE,YWHAG,YWHAH,YWHAZ,AGPAT3,LMAN2L,DENND1B,KLC4,
NAA30

Membrane
Trafficking

2,73E-11

8,19E-08

168

614

SYS1,FZD4,ADRB2,AP2A1,AP2B1,AP1G1,ULK1,RIC1,AMPH,ANK2,ANK3
,CNIH2,APP,ARCN1,ARF1,ARFS5,ARL1,VAMPS,STX16,GBF1,RAB11A,SY
NJ1,WASL,CALM1,CALM3,HIP1R,FCHO2,CBL,RABEP1,REPS2,COPS2,C
HRM2,TRIP11,TRIP10,RAB9A,KIF3B,COL7A1,KIF23,VPS4B,GOSR1,CPD,
NECAP1,TBC1D10B,SEC24C,GCC2,DYNLL2,DNM3,CUX1,LDLRAP1,GAP
VDI1,KIF26A,DAB2,COG3,COPS7A,CHMP7,SNAP91,DENND4B,DYNCIII,
DYNCILI2,DNM2,AKT3,ACTR2,ARPC2,SAR1B,CNIH1,VPS28,STX6,RAB9
B,EPS15,SNX9,VPS54,VPS25,RAB14,TGOLN2,ARFGAP2,EXOCS,KIF1C,G
ALNT1,DCTN5,VPS4A,RABSB,SEC24A,GJA1,RAB10,RAB30,YWHAQ,GN
S,GOLGA1,GOLGA4,GRIAI,
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SCOC,AGFG1,HSPAS,IGF2R, KIF2A,KIF5A,KIF5B,KLC1,VTI1A,LDLR,LRP
2,M6PR,MAN2A1,RACGAP1,MYO5A,RAB12,DENND5B,NSF,0CRL,DENN
D6A,SH3D19,PAFAHIB1,PAFAHIB2,UBQLN1,PPP6C,PRKAB2,FNBPIL,T
BC1D8B,TBC1D20,RAB1A,STX17,RAB3IL1,RAB5B,RAB5C,VPS37C,RAL
AKIF26B,PPP6R3,SORT1,MIA3,KIF21A,SH3GL2,AAK1,TRAPPCS,SLC2A4
JNAPB,RAB21,SNX2,KIF21B,SPTAN1,KIF1B,SPTBN2,GGA3,STX5,STXBP
3,VAMP7,SYT1,ANKRD28,DENND5A,BICD2,PIP5K1C,TRAPPC10,TMF1,T
SC1,TSG101,RABGAP1,COPS7B,TBCID15,KLC2,YWHAE,YWHAG,YWH
AH,YWHAZ,AGPAT3,LMAN2L,DENND1B,KLC4,NAA30

Signalling by NGF

1,17E-15

3,51E-12

152

483

ADCY3,ADORA2A,AP2A1,AP2B1,PREX1,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,ARHGDI
A,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,1QGAP1,SQSTM1,CALM1,KALRN,CALM
3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CD28,CDKN1A,CDKN1B,RPS6KAS,MAP
KAPK2,CREB1,CRK,CRKL,MAPK 14,CSK,ARHGEF10,DNM3,ARHGEF3,R
APGEF2,ARHGEF11,ARHGEF17,DNM2,AKT3,BCL2L11,HBEGF,DUSP2,D
USP4,DUSP5,DUSP6,DUSP8,DUSP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD
14,ERBB3,EREG,NET1,FGD1,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FOXO1,FOX
03,GAB1,AHCYL1,FRS2,TNRC6A,GRIN1,PRDM4,AKAP13,DUSP10,NRG1
JKBKB,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK 1, MARK3,MEF2A,AGO4,MAP3K11,N
EFL,NF1,NTRK2,0MG,FURIN,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,]
COS,PIK3R1,PIP4K2A,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R | A,PPP2R 1 B,PPP2R5C,PPP2
RSE,PRKACB,PRKAR1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCE,MAPK |, MAPK3,M
APK7,IL17RD,MAP2K ,DAB2IP,PSMA2,PSMBS,PSMD7,PSMD11,PSMD12,
PTEN,RAF1,RALA,RAP1A,RAPIB,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,RPS6KA
1,RPS6KA2,RPS6KA3,SH3GL2,PHLPP2,SOS1,S0S2,SPTAN1,SPTBN2, TNR
C6B,STAT3,PSME4,FGD4,ARHGEF9,ARHGEF18,TEK,PIP5SK 1C,TIAM1,DU
SP16,TP53,TRIO,VAV2,RICTOR,YWHAE,RTN4,RASGEF1A

Signaling by
Interleukins

1,86E-07

5,58E-04

136

531

CUL3,PIK3R3,FASLG,LAMTOR3,IRS2,PEA15,CCND1,BCL2,BCL6,IQGAP1
,SQSTM1,BTRC,CALM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CBL,CDK
N1A,CNTFR,COL1A2,MAP3KS8,CRK,CRKL,CSF1,CSK,SOCS5,RAPGEF2,H
BEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP8,DUSP9,RANBP9,S1PR1,AKAP
9,IRAK4,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FO
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X01,FOX03,FLT3,FOS,FRS2,GRIN1,DUSP10,NRG1,HIF1A,HSPAS, TAB3,T
XLNA,IKBKB,ILIA,ILIR],ILIRAP,CXCLS,ILI0RA,IRAK2,IRS1,ITGB1,ITG
B3,JAK1,LIF,MARK3,MCL1,MAP3K3,MAP3K11,MMP2,NEFL,NF1,BRWDI
,OSM,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,PIM1,PIK3R1,POU2F1,PP
P2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2RSE,MAPK 1,MAPK3,IL1
7RD,MAP2K I, MAP2K6,DAB2IP,PSMA2,PSMBS8,PSMD7,PSMD11,PSMD12,
RAF1,RAG1,RAP1A,RAP1B,RASA1,RET,SPRED1,RORA,RORC,MAP2K4,S
0S1,SPTAN1,SPTBN2,TAB2,STAT3,PSME4,FBXW11,ZEB1,TEK,DUSP16,T
NFRSF1A,TP53,HSP90B1,UBE2V1,VEGFA,IL25,YES],YWHAZ,PELI2,RAS
GEF1A

NGF signalling via
TRKA  from the
plasma membrane

1,74E-14

5,22E-11

127

390

ADCY3,ADORA2A,AP2A1,AP2B1,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTO
R3,IRS2,PEA15,IQGAP1,CALM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,C
D28,CDKN1A,CDKN1B,RPS6KA5,MAPKAPK2,CREB1,CRK,CRKL,MAPK
14,CSK,DNM3,RAPGEF2,DNM2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUS
P6,DUSP8,DUSP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,F
GF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FOX01,FOX03,GAB1,AHCYL1,FRS2,TNRC
6A,GRIN1,DUSP10,NRG1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,MARK3,MEF2A,
AGO4,MAP3K11,NEFL,NF1,NTRK2,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDG
FRB,ICOS,PIK3R1,PIP4K2A,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,PPP2R 1 B,PPP2R5C
,PPP2RSE,PRKACB,PRKAR1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCE,MAPK ,MAP
K3,MAPK7,IL17RD,MAP2K 1,DAB2IP,PSMA2,PSMBS8,PSMD7,PSMD11,PS
MD12,PTEN,RAF1,RALA,RAP1A,RAPIB,RASAI,RET,SPRED1,PIP4K2C,R
PS6KA1,RPS6KA2,RPS6KA3,SH3GL2,PHLPP2,SOS1,SPTAN1,SPTBN2,TN
RC6B,STAT3,PSME4, TEK,PIP5K1C,DUSP16,TP53,RICTOR,RASGEF1A

Cellular responses to
stress

,84E-09

5,50E-06

127

454

SEH1L,ULK1,CUL2,CBX4,TNRC6C,ARNT,LAMTOR3,CDC23,ATG4A,EED
,ATP7A,MTMR3,LIMD1,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CCNE1,CCNE2,CD
C27,CDK6,CDKN1A,CDKN1B,CEBPB,MAPKAPK2,RRAGD,MAP4K4,ASF
1A,ATG5,MINK 1,BAG5,NOX4,HIGD1A,MAPK 14,DYNLL2,WIPI2,ATG13,R
B1CC1,CHMP7,POM121,DNAJB6,E2F1,E2F2,E2F3,PHC1,AGO1,PSME3,PS
MD14,EP300,EPAS1,EPO,EZH2,CITED2,FKBP4,ATG7,FOS,RRAGA,NUP50
,TNRC6A,GPX7,H1-0,H2AX,H2AZ1,H3-
3B,AJUBA,HIF1A,HMGA1,HSPAS,ID1,IL1A,CXCL8,JUN,MDM4,MAP3KS5,
AGO4,NUP43,ATG9A,EGLN,PRKAB2,MAPK |, MAPK3,MAPK7,MAPKO,
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MAP2K3,MAP2K6,PSMA2,PSMBS,PSMD7,PSMD11,PSMD12,ATG16L1,EG
LN3,EGLN2,RB1,RBBP4,RBBP7,RNF2,RPA2, RPS6KA1,RPS6KA2,RPS6KA
3,PHC3,MAP2K4,HSPA4L,ATG14,NUP35,SP1,TNRC6B,KDM6B,STAT3,PS

ME4,NUP210,NUP160,HIF3A,SIRT1,TFDP2,MTMR14,CBX6,SUZ12,TP53,T
SC1,UBE2D1,GABARAPL1,UVRAG,VCP,VEGFA,YWHAE, HMGA2

Pathways in cancer

8,24E-12

2,47E-08

121

395

ADCY3,AXIN2,FZD4,CUL2,PIK3R3,APC,XIAP,FASLG,ARNT,CCND1,BCL
2,BCR,BMP2,CASP8,RUNX1,RUNXIT1,CBL,CCNE1,CCNE2,CDC42,CDKG6,
CDKNI1A,CDKNI1B,CEBPA,COL4A1,ROCK2,COL4A2,COL4A3,COL4A4,C
OL4A5,CRK,CRKL,TRAF4,APPL1,CTNNB1,TCF7L1,ARHGEF11,RASSFS5,
AKT3,DVL1,E2F1,E2F2,E2F3,EP300,EPAS1,F2R FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FG
F11,FGFR1,FOXO1,FLT3,FOS,GNB5,GNAI3,GNAQ,LPAR4,FZD10,HIF1A,I
GF1,IGFIR,IKBKB,CXCL8,ITGA6,ITGA2,ITGAV,ITGB1,JAK1,JUN,LAMA
2,LAMA3,LAMB3,LAMC1,SMAD2,SMAD3,MITF,MMP2,PDGFA,PDGFB,P
DGFRA,PDGFRB,WNT4,PIK3R1,EGLN1,PRKACB,MAPK ,MAPK3,MAPK
9 MAP2K1,PTCHI,PTEN,PTGER4,RAF1,RALA, EGLN3,EGLN2,RARB,RB1,
RET,SLC2A1,S0S1,S0S2,STAT3,GNG12,PLCB1,TCF7,TGFBR2,HHIP,TP53,

TPM3,HSP90B1,TRAF3,VEGFA,WNT7A,FZD5,WNT3A ,FZD3,CCDC6,NCO
A4

Signaling by EGFR

6,81E-14

2,04E-10

120

367

ADAM10,ADCY3,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,]
QGAP1,CALM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CBL,CD28,CDCA42,
CDKNI1A,CDKNI1B,CREB1,LRIG1,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,D
USP4,DUSP5,DUSP6,DUSP8,DUSP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD
14,EPS15,SPRY1,SPRY2,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FOX
01,FOX03,GAB1,AHCYL1,FRS2, TNRC6A,GRIN1,DUSP10,NRG1,INSR,IR
S1,ITGB3,ITPR1,JAK 1, MARK3,AGO4,MAP3K11,NEFL,NF1,PAQR3,PDGF
A,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,PIP4K2A,PPP2CA,PPP2CB,PPP
2R1A,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2RSE,PRKACB,PRKAR I A,PRKAR2A PRKAR
2B,PRKCE,MAPK1,MAPK3,IL17RD,MAP2K 1,DAB2IP,PSMA2,PSMBS,PSM
D7,PSMD11,PSMD12,PTEN,PTPN3,PTPRK,RAF1,RAP1A,RAP1B,RASA1,R
ET,SPRED1,PIP4K2C,SH3GL2,PHLPP2,S0S1,PAG1,SPTAN1,SPTBN2,TNR
C6B,PSME4,TEK,PIPSK 1C,DUSP16,TP53,RICTOR,RASGEF1A,ADAM12
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Signaling by PDGF 8,45E-13

2,53E-09

120

379

ADCY3,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,JQGAP1,CA
LM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CD28,CDKN1A,CDKN1B,COL
4A1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4A5,COL6A3,COL9A1,CREB1,CRK,C
RKL,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSPS,
DUSP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,
FGF7,FGF9,FGFR1,FOX0O1,FOX03,GAB1,AHCYL1,FRS2, TNRC6A,GRIN1,
DUSP10,NRG1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,MARK3,AGO4,MAP3K11,N
EFL,NF1,FURIN,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R1,
PIP4K2A,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,PPP2R 1 B,PPP2R5C,PPP2RSE,PRKAC
B,PRKAR1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCE,MAPK |, MAPK3,IL17RD,MAP2
K1,DAB2IP,PSMA2,PSMBS,PSMD7,PSMD11,PSMD12,PTEN,RAF1,RAPIA,
RAP1B,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,PHLPP2,SOS1,SPTAN1,SPTBN2,TN
RC6B,STAT3,PSME4,PDGFC, TEK,PIPSK 1C,DUSP16,TP53,RICTOR,RASGE
F1A

Fc epsilon receptor 2,95E-12
(FCERI) signaling

8,83E-09

119

381

CUL3,PIK3R3,TNRC6C, TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,]IQGAP1,BTRC,CAL
M1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CD28,CDKN1A,CDKN1B,CREB
1,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP8,DUS
P9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,FGF
7,FGF9,FGFR1,FOX01,FOX03,FOS,GAB1,AHCYL1,FRS2, TNRC6A,GRINI,
DUSP10,NRG1,TAB3,IKBKB,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,JUN,MARK3,

MAP3K1,AGO4,MAP3K11,NEFL NF1,NFATC3,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PD
GFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,PIP4K2A ,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,PPP2R |
B,PPP2R5C,PPP2R5E,PPP3CA,PPP3CB,PPP3R1,MAPK |, MAPK3,MAPKY,IL
17RD,MAP2K 1,DAB2IP,PSMA2,PSMB8,PSMD7,PSMD11,PSMD12,PTEN,R
AF1,RAP1A,RAP1B,RASA1,RET,SPRED1,PIP4K2C,MAP2K4,PHLPP2,S0S1
,SPTAN1,SPTBN2,TNRC6B,TAB2,PSME4,FBXW11,TEK,PIPSK 1C,DUSP16,
TP53,UBE2D1,UBE2V1,VAV2,RICTOR,RASGEF1A

PI3K-Akt signaling 1,05E-12
pathway

3,14E-09

111

342

PIK3R3,ITGA10,FASLG,CCNDI1,BCL2,CCND2,CCND3,CCNE1,CCNE2,CD
K6,CDKN1A,CDKN1B,CHRM2,COL1A1,COL1A2,EIF4E2,COL2A1,COL4A
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1,COL4A2,COL4A3,COL4A4,COL4AS5,COL6A3,COLIAT,CREBI,ATF2,CRE
B5,CSF1,AKT3,BCL2L11,EFNAS,EIF4B,EIF4E,EPO,F2R, FGF2,FGF5,FGF7,

FGF9,FGF11,FGFR1,FOX03,FLT1,GNB5,GHR,YWHAQ,LPAR4,GYS1,IGF1
JGFIR,JKBKB,INSR,ITGA6,IRS1,ITGA2,ITGA4,ITGA5,ITGA9,ITGAV,ITG
B1,ITGB3,ITGBS,JAK1,KDR,LAMA2,LAMA3,LAMB3,LAMC1,MCL1,MYB
,OSM,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,PIK3R 1,DDIT4,PPP2CA,PPP2CB,
PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R2A,PPP2R5C,PPP2RSE,PKN2,MAPK |, MAPK3,M
AP2K1,RELN,PTEN,RAF1,RBL2,RPS6KB1,SGK 1,PHLPP2,S0S1,S0S2,STK
11,GNG12,PDGFC,TEK,TP53,HSP90B1,TSC1,SGK3,CREB3L2,VEGFA,YW

HAE,YWHAG,YWHAH,YWHAZ

Down stream signal
transduction

1,50E-11

4,50E-08

111

355

ADCY3,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,IQGAP1,CA
LM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CD28,CDKN1A,CDKN1B,CRE
B1,CRK

CRKL,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSPS,
DUSP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,
FGF7,FGF9,FGFR1,FOX01,FOX03,GAB1,AHCYL1,FRS2, TNRC6A,GRINI,
DUSP10,NRG1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,MARK3,AGO4,MAP3K11,N
EFL,NF1,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,PIP4K2
A,PPP2CA,PPP2CB,PPP2R 1 A,PPP2R | B,PPP2R5C,PPP2R5E,PRKACB,PRKA
R1A,PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCE,MAPK I, MAPK3,IL17RD,MAP2K ,DAB
21P,PSMA2,PSMBS8,PSMD7,PSMD11,PSMD12,PTEN,RAF1,RAP1A,RAP1B,
RASAI,RET,SPRED1,PIP4K2C,PHLPP2,S0S1,SPTAN1,SPTBN2,TNRC6B,S
TAT3,PSME4,TEK,PIPSK 1C,DUSP16,TP53,RICTOR,RASGEF 1A

DAPI2 signaling

1,65E-10

4,95E-07

109

359

ADCY3,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,JQGAP1,CA
LM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CD28,CDKN1A,CDKN1B,CRE
B1,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP8,DU
SP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,FG
F7,FGF9,FGFR1,FOXO1,FOX03,GAB1,AHCYL1,FRS2,TNRC6A,GRIN1,DU
SP10,NRG1,INSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK1,MARK3,AGO4,MAP3K11,NEFL
,NF1,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R |,PIP4K2A PP
P2CA,PPP2CB,PPP2R 1A, PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2RSE,PRKACB,PRKARIA,
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PRKAR2A,PRKAR2B,PRKCE,MAPK ,MAPK3,IL17RD,MAP2K |, DAB2IP,P
SMA2,PSMBS,PSMD7,PSMDI11,PSMD12,PTEN,RAF1,RAP1A,RAP1B,RAS
A1,RET,SPRED1,PIP4K2C,PHLPP2,S0S1,SPTAN1,SPTBN2,TNRC6B,PSME
4,TEK,PIPSK1C,DUSP16,TP53,VAV2,RICTOR,RASGEF1A

DAP12 interactions

2,26E-09

6,76E-06

109

374

ADCY3,CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,JQGAP1,CA
LM1,CALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CD28,CDKN1A,CDKN1B,CRE
B1,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUSP6,DUSP8,DU
SP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,FG
F7,FGF9,F

GFR1,FOXO1,FOX03,GAB1,AHCYLI,FRS2,TNRC6A,GRIN1,DUSP10,NRG
1LINSR,IRS1,ITGB3,ITPR1,JAK 1, MARK3,AGO4,MAP3K11,NEFLNF1,PAQ
R3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,PIP4K2A,PPP2CA,PPP
2CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2RSE,PRKACB,PRKAR1A,PRKAR2
A,PRKAR2B,PRKCE,MAPK1,MAPK3,IL17RD,MAP2K 1,DAB2IP,PSMA2,PS
MBS,PSMD7,PSMD11,PSMD12,PTEN,RAF1,RAP1A,RAP1B,RASA1,RET,S
PREDI,PIP4K2C,PHLPP2,SOS1,SPTAN1,SPTBN2, TNRC6B,PSME4, TEK,PIP
5K1C,DUSP16,TP53,VAV2,RICTOR,RASGEF1A

Diseases of signal
transduction

1,67E-08

5,02E-05

106

373

AMER1,ADAM10,FZD4,MIB1,PIK3R3,APC,IRS2,BCR,IQGAP1,KAT2B,CB
L,CCNC,CD28,LRRFIP1,CDKN1A,CDKN1B,NAPEPLD,ZFYVE9,CLCN6,Q
KI,CREB1,NCOR2,CSK,CTNNB1,CUX1,HDAC4,AKT3,BCL2L11,HBEGF,D
ERL2,AKAP9,PSME3,PSMD14,EP300,ERBB3,EREG,FGF2,FGF5,FGF7,FGF
9,FGFR1,FKBP1A,FOXO1,FOX03,ATG7,GAB1,FRS2,ERLIN2,NRG1,HES],
[HH,IRS1,ITGB3,DLL1,LRP6,SMAD2,SMAD3,MARK3,MAP3K11,NF1,NOT
CH1,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R 1,DLL4,PPP2CA,PPP2
CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2R5E,MAPK |, MAPK3,MAP2K 1,DAB
2IP,PSMA2,ESRP1,PSMB8,PSMD7,PSMD11,PSMD12,RNF43, RAF1,RAP1A,
RAP1B,RASA1,TBL1XR1,FBXW7,MYO18A,TNKS2,SOS1,STAT3,PSME4, T
BL1X,TGFBR2,MACF1,KDM7A,VCP,RICTOR,ZMYM2,FZD5,WNT3A,FXR
1
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Signaling by SCF-
KIT

1,21E-10

3,64E-07

105

340

CUL3,PIK3R3,TNRC6C,TRIB3,LAMTOR3,IRS2,PEA15,IQGAP1,CALM1,C
ALM3,CAMK2A,CAMK2B,CAMK2G,CBL,CD28,CDKN1A,CDKN1B,CHEK
1,80CS6,CREB1,CSK,RAPGEF2,AKT3,HBEGF,DUSP2,DUSP4,DUSP5,DUS
P6,DUSP8,DUSP9,RANBP9,AGO1,AKAP9,PSME3,PSMD14,ERBB3,EREG,F
GF2,FGF5,FGF7,FGF9,FGFR1,FOX01,FOX03,GAB1,FRS2, TNRC6A,GRIN 1
,DUSP10,NRG1,INSR,IRS1,ITGB3,JAK |, MARK3,AGO4,MAP3K 1 1,NEFL,N
F1,PAQR3,PDGFA,PDGFB,PDGFRA,PDGFRB,ICOS,PIK3R ,PIP4K2A PPP2
CA,PPP2CB,PPP2RIA

,PPP2R1B,PPP2R5C,PPP2R5E,MAPK |, MAPK3,IL17RD,MAP2K 1, DAB2IP,P
SMA2,PSMBS,PSMD7,PSMDI11,PSMD12,PTEN,RAF1,RAP1A,RAP1B,RAS
A1,RET,SPRED1,PIP4K2C,PHLPP2,SOS1,SPTAN1,SPTBN2,TNRC6B,STAT
3,PSME4,TEK,PIP5K1C,DUSP16,TP53,RICTOR,YES1,RASGEF1A
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Anexo 9. Principais vias de sinalizagdo significativas na RCU em pacientes nao respondedores vs controle.

Via molecular

Y

q
ajustado

Bonferroni

n° total
genes na via

genes-alvo participantes da via

Pathways in cancer

2,89E-14

7,35E-11

78

395

MAX,ETS1,ADCY1,ADCY2,ADCY6,ADCY9,FZD6,MET,KITLG,MITF,FGF
5,FGF7,MMP1,FOX01,FOS,PIK3R3,SLC2A1,SM0,S0S1,S0S2,CCND1,BCL
2,BCL2L1,STAT3,STAT5B,RALBP1,GLI2,PLCB1,GNAI3,GNAQ,GNB1,NR
AS,ARHGEF12,RUNX1,RUNXIT1,CBL,TGFA,TGFB2,TGFBR1,TGFBR2,R
ASSF1,CDC42,CDK6,CDKN1A,CDKN1B,HSP90B 1,PDGFRA,CHUK,PIK3C
A,COL4A1,ROCK2,WNT1,WNT10B,IGF1,IGFIR,PRKACB,PRKCA,CTBP2,
CTNNA1,CTNNBI,IKBKB,MAP2K 1,LAMA1,PTEN,PTGER2,JUN,CXCR4,K
IT,RAF1,RB1,FZD3,LAMA4,E2F3,CCDC6,ROCK1,EP300,EPAS1,SMAD2

PI3K-Akt signaling
pathway

3,62E-07

9,19E-04

55

342

RPS6KB1,MET,KITLG,FGF5,FGF7,ITGA11,PIK3R3,SOS1,SOS2,CCND1,BC
L2,BCL2L1,GHR,YWHAQ,GNBI,NRAS,TEK,CCND2,THBS1,CDK6,CDKN1
A,CDKN1B,HSP90B1,PDGFRA,CHUK,PIK3CA,CREB3L2,COL1A2,COL2A

1,COL4A1,DDIT4,COL6A3,YWHAB,YWHAG,PPP2CA,IGF1,PPP2R5C,IGF1
R,PPP2R5D,CSF1,PRKAA1,PRKCA,PKN2,IKBKB,MAP2K1,LAMAIL,ITGAS,
PTEN,ITGA9,ITGB8,KIT,RAF1,BCL2L11,LAMA4,EIF4B

MicroRNAs in cancer

8,96E-07

2,28E-03

49

299

ERBB3,MDM4,MET,SHC1,IGF2BP1,FOXP1,S0S1,80S2,CCND1,BCL2,BCL
21.2,STAT3,BMI1,BMPR2,NOTCH1,ZEB1,NRAS,DICER |,ZFPM2,CCND2,T
GFB2,THBS1,RASSF1,CDC25B,CDK6,CDKN1A,CDKN1B,RPS6KAS5,PDGF
RA,HOXD10,PIK3CA,DDIT4,PRKCA,IKBKB,MAP2K |, HDAC4,ITGAS,PTE
N,ZEB2,DNMT1,DNMT3B,RAF1,BCL2L11,FZD3,E2F3,HMGA2,ROCK 1,EP
300,MARCKS

HTLV-I infection

4,74E-08

1,21E-04

47

256

ETS1,ADCY1,ADCY2,ADCY6,ADCY9,FZD6,MRAS,SLC25A4,FOS,PIK3R3,
SLC2A1,MYBLI,CCND1,BCL2L1,STATSB,NRP1,KAT2B,NFATC3,TBP,NR
AS,CALR,CANX,CCND2,TGFB2,TGFBR1,TGFBR2,CDKN1A,PDGFRA,CH

90



Proteoglycans in
cancer

6,54E-10

1,66E-06

44

203

UK,PIK3CA,VDAC2,WNT1,WNT10B,CREM,PPP3CB,PPP3R1,PRKACB,CT
NNB1,IKBKB,IL15,JUN,RB1,FZD3,E2F3,EP300,MAD2L1,SMAD2

ERBB3,ERBB4,ESR1,RPS6KB1,FZD6,MET,MRAS,ANK 1,ANK2,ANK3,PIK
3R3,SM0,S0S1,S0S2,PPP1R12A,CCND1,STAT3,NRAS,CAMK2A,CAMK2
D,ARHGEF12,CBL,TGFB2,THBS1,CDC42,CDKN1A,HOXD10,PIK3CA,ROC
K2,WNT1,WNT10B,PPP1CB,IGF1,IGF1R,PRKACB,PRKCA,CTNNB1,MAP2
K1,ITGAS,RAF1,FZD3,EIF4B,ROCK 1,SMAD2

FoxO signaling
pathway

Breast cancer

5,07E-10

5,87E-09

1,29E-06

1,49E-05

34

34

132

144

PRKAG2,FOXO1,PIK3R3,NLK,SOS1,80S2,CCND1,STAT3,NRAS,GRM1,C
CND2,TGFB2,TGFBR1,TGFBR2,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,PIK3CA,HOME
R1,IGF1,IGFIR,PRKAA1,IKBKB,MAP2K 1,IL10,PTEN,GADD45A,USP7,RA
F1,RAG1,BCL2L11,S1PR1,EP300,SMAD2

ESR1,RPS6KB1,FZD6,FGF5,FGF7,FOS,PIK3R3,SHC1,TNFSF11,NCOA1,80
S1,80S2,CCND1,NOTCH1,NRAS,CDK6,CDKN1A,PIK3CA,DLL4,WNT1,W
NT10B,IGF1,IGFIR,CTNNB1,MAP2K1,PTEN,JAG2,JUN,KIT,RAF1,RB1,FZ
D3,E2F3,DLLI

Hipposignaling
pathway

Endocrine resistance

3,56E-08

2,94E-11

9,05E-05

7,47E-08

34

30

154

96

FZD6,MOB1B,BBC3,CCND1,PARD6B,BMPR1A,BMPR2,GLI2,YWHAQ,LI
MD1,TEAD1,CCND2,TGFB2,TGFBR1,TGFBR2,MPP5,RASSF1,SERPINEI,
AJUBA,GDF6,AMOT,WNT1,WNT10B,YWHAB,YWHAG,PPP1CB,PPP2CA,
PRKCZ,CTNNA1,CTNNB1,DLG2,FZD3,LATS2,SMAD?2

ESRI,RPS6KB1,ADCY1,ADCY2,ADCY6,ADCY9,FOS,PIK3R3,SHC1,SOSI1,
SOS2,CCND1,BCL2,NOTCH1,NRAS,CDKN1A,CDKNI1B,PIK3CA,DLL4,ME
DIL,IGF1,IGF1R,PRKACB,MAP2K1,JAG2,JUN,RAF1,RB1,E2F3,DLLI

EGF receptor signaling
pathway

6,69E-09

1,70E-05

29

111

ERBB3,ERBB4,MAP3K4,MAP3K5,MRAS,SHC1,SOS1,SOS2,STAT3,STATS
B,NF1,YWHAQ,NRAS,CBL,TGFA,PRKD3,PIK3C2A,PIK3CA,RASAL2, YW
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HAB,YWHAG,PPP2CA,PPP2R5C,PPP2R5D,PRKCA,PRKCZ,MAP2K |,RAF1
,RASAI

Hepatitis B 2,65E-06 6,72E-03 29 144 FOS,PIK3R3,CCND1,BCL2,STAT3,STAT5B,NFATC3,YWHAQ,NRAS, TGFB
2,TGFBR1,CDK6,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,PIK3CA,CREB3L2,YWHAB,P
RKCA,IKBKB,MAP2K 1,PTEN,DDX3X,JUN,RAF1,RB1,E2F3,EGR3,EP300

Angiogenesis 6,18E-06 1,57E-02 29 150 ETS1,F3,FOS,PIK3R3,SHC1,S0S1,S0S2,STAT3,NOTCHI,NRAS, TEK,PDGF
RA,PRKD3,PIK3C2A,PIK3CA,DLL4,WNT1,WNT10B,PRKCA,PRKCZ,CTN
NB1,JAG2,JUN,RAF1,RASA1,FZD3,DLL1,EFNB2,EPHA3

Signaling pathways 3,90E-06 9,91E-03 28 139 ACVR1,ACVR2A,ACVR2B,FZD6,PIK3R3,ZFHX3,STAT3,BMI1,BMPR1A,B

regulating pluripotency MPR2,NRAS,KLF4,PIK3CA,WNT1,WNT10B,ID4,IGF1,IGFIR,CTNNB1,MA

of stem cells P2K1,IL6ST,INHBB,JARID2,RAF1,FZD3,KAT6A,SMAD2,SMAD5

Prostate cancer 9,05E-09 2,30E-05 25 87 FOXO1,PIK3R3,50S1,S0S2,CCND1,BCL2,NRAS,TGFA,CDKN1A,CDKN1B
,HSP90B1,PDGFRA,CHUK,PIK3CA,CREB3L2,IGF1,IGF1R,CTNNB1,IKBK
B,MAP2K1,PTEN,RAF1,RB1,E2F3,EP300

Chronic myeloid 4,57E-10 1,16E-06 24 71 PIK3R3,SHC1,S0S1,5082,CCND1,BCL2L1,STAT5B,NRAS,RUNX1,CBL,T

leukemia GFB2,TGFBR1,TGFBR2,CDK6,CDKN1A,CDKN1B,CHUK,PIK3CA,CTBP2,I
KBKB,MAP2K1,RAF1,RB1,E2F3

EGFR tyrosine kinase 1,30E-07 3,30E-04 22 79 ERBB3,RPS6KB1,MET,PIK3R3,SHC1,S0S1,50S2,BCL2,BCL2L1,STAT3,NF

inhibitor resistance 1,NRAS,TGFA,PDGFRA,PIK3CA,IGF1,IGF1R,PRKCA ,MAP2K 1,PTEN,RAF
1,BCL2L11

AGE-RAGE signaling  8,11E-06 2,06E-02 22 99 F3,FOXO1,PIK3R3,CCND1,BCL2,STAT3,STAT5B,PLCB1,NRAS, TGFB2,TG

pathway in diabetic
complications

FBRI,TGFBR2,SERPINE1,CDC42,CDKN1B,PIK3CA,COL1A2,COL4A1,PR
KCA,PRKCZ,JUN,SMAD2
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Acutemyeloid 3,57E-06 9,07E-03 16 55 RPS6KB1,PIK3R3,SOS1,SOS2,CCND1,STAT3,STATSB,NRAS,RUNX1,RUN
leukemia XI1T1,CHUK,PIK3CA,IKBKB,MAP2K1,KIT,RAF1
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