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Resumo

O sarcoma de Ewing (SE) é um céncer que tipicamente afeta ossos e tecidos moles,
especialmente em criangas e adultos jovens. As células neoplasicas do SE apresentam uma
translocacdo recorrente entre os genes EWSR1 e FLI1, localizados respectivamente nos
cromossomos 11 e 22. Esta translocagdo resulta na proteina fusionada EWS-FLI1, que age
como um fator de transcricdo aberrante desregulando a expressdo de ampla gama de genes. Por
exemplo, via ligacdo em repeticbes GGAA presentes de genes codificadores de proteinas,
EWS-FLI1 recruta histonas deacetilases (HDACS), enzimas que modulam epigeneticamente a
transcricdo de genes codificadores e ndo codificadores, como 0os RNAs longos nédo codificantes
(IncRNA). Estes atuam sob diversas formas, por exemplo, inibindo complexos enzimaticos,
interferindo diretamente no DNA ou com outras moléculas de RNA. Como caracteristica em
comum, IncRNAs e HDACs participam em complexos remodeladores de cromatina (e.g.
NuRD), assim regulando a expressdo génica globalmente. Estudos experimentais e clinicos
recentemente reportaram que inibidores de HDACs (HDACI) tém promissor potencial
antineoplasico contra células de SE. No entanto, pouco é conhecido sobre a associacao entre
os moduladores epigenéticos e os INcRNA no contexto do SE. Este estudo emprega a biologia
de sistemas para investigar as relacdes entre as principais formas da translocacdo EWS-FLI1
encontradas no SE e moléculas envolvidas em mecanismos conhecidos de modulacdo
epigenética da expressdo génica, como no remodelamento de cromatina (HDACS) e regulacao
pos-transcricional (INcRNA). Objetivamos, além, estabelecer um pipeline computacional para
identificar novos transcritos ndo codificantes no SE. Por meio de dados de RNA-Seq
provenientes de tumores sequenciados de SE, depositados no dbGaP, calculamos a expressao
génica de codificadores e ndo codificadores de proteina. Ap6s, construimos uma rede de
coexpressao que revela as associacoes entre INCRNA conhecidos e HDACSs. O enriquecimento
de vias e 0 uso de banco de dados auxilia-nos na interpretacdo dos resultados nas diferentes
etapas do estudo. Ademais, encontramos INCRNA candidatos a novos transcritos no contexto
do SE. Por fim, nosso estudo estabelece conexdes entre HDACs e IncRNA, além de encontrar

novos transcritos associados ao SE.

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing, INcRNA, HDAC, RNA-Seq



Abstract

Ewing sarcoma (ES) is a cancer that usually affects bones and soft tissues, especially in
children and young adults. Neoplastic SE cells have a recurrent translocation between EWSR1
and FLI1, genes that are located on chromosomes 11 and 22, respectively. Such translocation
results in the fusion protein EWS-FLI1, which acts as an aberrant transcriptional factor
deregulating genome-wide gene expression. For example, through binding with GGAA
repetitions present in protein-coding genes, EWS-FLI1 recruits histone deacetylases (HDAC),
enzymes that epigenetically modulate gene expression of both protein-coding and non-coding
genes, such as long non-coding RNAs (IncRNA). These act in many ways, for example, by
inhibiting enzymatic complexes, directly interfering with DNA or other RNA molecules. As a
common characteristic, INcRNAs and HDACs participate in chromatin remodeling complexes
(e.g., NuRD), thus regulating gene-wide expression. Experimental and clinical studies report
that HDACs inhibitors (HDACI) have promising potential as antineoplastic drugs against ES
cells. However, little is known about the relationship between epigenetic modulators and
IncRNA in the context of ES. This study employs systems biology to investigate the association
between the main forms of EWS-FLI1 translocation and the molecules involved in known
epigenetic modulation of gene expression, such as chromatin remodeling (HDACSs) and post-
transcriptional regulation (INcRNA). Besides, our objective is to establish a computational
pipeline to identify new non-coding transcripts on ES. With RNA-Seq data from sequenced
patient tumors of dbGaP, we calculated the expression of coding and non-coding genes. We
constructed a coexpression network that shows the associations between known IncRNA and
HDACSs. Pathway and gene ontology enrichment analysis, together with external databases,
helped us interpret the results. In addition, we found new candidates for IncRNA on ES.
Therefore, our study establishes connections between HDACs and IncRNA, besides finding

new transcripts associated with ES.
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1 Introducéo

1.1 Sarcoma de Ewing

O Sarcoma de Ewing (SE) é uma rara neoplasia maligna mesenquimal de células
redondas e azuis que acomete especialmente criancas, adolescentes e adultos jovens
(Griinewald et al. 2018). Compreende aproximadamente 1% das neoplasias em criangas até 14
anos e 2% em adolescentes de 15 a 19 anos (Siegel et al. 2021). No mundo, o pico de incidéncia
é entre os 10 a 19 anos, com maior frequéncia em pacientes do sexo masculino e populacoes
de ascendéncia europeia (Spector et al. 2021). O tumor pode atingir tecidos moles (cerca de
18% dos casos) e 0sseos, nestes com particular incidéncia na pelve, seguida por demais 0ss0s
do tronco e extremidades (Leavey et al. 2021; Hesla, Papakonstantinou, and Tsagkozis 2021).
As taxas de sobrevida de 5 anos variam conforme a extensdo da doenga, com a doenga
localizada permanecendo em torno de 70-80%. Pacientes com metastase ao diagnostico (cerca
de 30%) apresentam sobrevida menores que 30%, salvo os que exibem apenas metastase
pulmonar (sobrevida ~50%) (Ladenstein et al. 2010; Grinewald et al. 2018). Ademais, um
relatério recente ndo encontrou relacdo da sobrevida livre de eventos e localizacdo do tumor
primario (Leavey et al. 2021). Estudos realizados no Brasil encontraram nimeros equiparaveis
aos internacionais, com taxas levemente maiores de metastase ao diagndstico (39%) (Brunetto
et al. 2015).

Em termos moleculares, caracteristicamente apresentam fusao génica envolvendo genes
codificadores de proteina da familia FET, e genes codificadores de proteina ligadoras de RNA
da familia ETS (fusdes tipo FET-ETS), deste modo gerando uma proteina quimérica (Doyle
2014; Vilanova 2017; Grinewald et al. 2018).

O diagnéstico do SE requer andlise de radiografias, tomografias ou ressonancia
magnética aliadas a analise histopatoldgica, possibilitando estimativa da extensdo de destruicdo
tecidual pela neoplasia. Marcadores moleculares, como CD99, também podem ser utilizados,
apesar deste ndo ser especifico ao SE. Técnicas de citogenética molecular, como a hibridacéo
fluorescente in situ (Fluorescent In Situ Hybridization - FISH), e métodos baseados em
transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction - RT-PCR), possibilitam identificar a quebra cromossdmica, de
modo que sdo inicialmente empregados para concluir o diagnéstico da doenca (Ozaki 2015;
Hesla, Papakonstantinou, and Tsagkozis 2021).
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O tratamento do SE depende da localizacdo do tumor primario, gravidade da lesdo e
presenca de metastases. Na maior parcela dos casos envolve excisdo cirdrgica da lesédo, seguida
de cirurgia reconstrutiva, radioterapia e quimioterapia. A radioterapia € especialmente
necessaria em casos de comprometimento de margem cirurgica e para tumores em sitios de
dificil acesso. Ja a quimioterapia é empregada na forma neoadjuvante, para reducao de volume
tumoral pré-cirurgia, ou adjuvante, para consolidacdo do tratamento cirdrgico ou tratamento
de doenca metastatica (Ozaki 2015; Khanna, Pandey, and Bajpai 2017).

A origem do SE ainda é controversa, mas esté relacionada as células da crista neural ou
células-tronco mesenguimais (Mesenchymal Stem Cell - MSC), esta ultima hip6tese a mais
aceita na literatura recente (Tu et al. 2017).

A hip6tese de origem na crista neural se baseia na expressdo de propriedades
imunofenotipicas compartilhados entre o SE e tais tecidos, incluindo expressdo de enolase
neurdnio-especifica (Neuron Specific Enolase - NSE) e proteina S-100 (Franchi et al. 2001).
Admite-se que células-tronco humanas da crista neural (human Neural Crest Stem Cells -
hNCSC) podem se diferenciar em células tronco mesenquimais derivadas da crista neural
(hNC-MSC), adquirindo fen6tipo mesenquimal e capacidade de diferenciacdo em adipdcitos e
ostedcitos. Porém, a transducdo da proteina quimérica EWS-FLI1 em culturas de hNC-MSC
causou expressao de genes associados a hNCSC e repressdo de genes associados a hNC-MSC,
0 que evidencia reativacdo do estado de hNCSC e indica que essas sdo possiveis candidatas a
célula de origem da doenca (von Levetzow et al. 2011).

A hipétese de origem nas células-tronco mesenquimais apresenta indicios sélidos.
Células-tronco tumorais CD133+ foram isoladas de tumores primarios de SE e cultivadas de
modo equivalente a inducéo de diferenciacdo de MSCs primérias normais. As células nessas
condigcBes foram capazes de se diferenciarem em adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos,
revelando que manutencdo de propriedades de MSC mesmo na vigéncia de expressdo da
proteina de fusdo EWS-FLI1 (Suva et al. 2009). A expressdo de EWS-FLI1 em células
progenitoras mesenquimais (Mesenchymal Progenitor Cells — MPCs) provenientes da medula
0ssea de ratos C57BL/6 foram capazes de formar tumores em camundongos com sindrome
imunodeficiéncia combinada severa (Severe Combined Immunodeficiency - SCID) mesmo
apos duas reinjecdes. Os tumores exibiram aumento da expressdo de genes reconhecidos como
alvos da proteina de fusdo, tais como MYC, MMP-3, ID2 e CCND1, além da represséo de
CDKN1A (Nicolo Riggi et al. 2005). Alem disso, nota-se que o silenciamento de EWS-FLI1



Investigacdo Sobre o Papel dos RNAs Longos Nao Codificantes no Contexto do SE 6

em células A-673 provenientes do SE resgata os padrdes de expressao génica global e o
fenotipo das MSCs, evidenciando uma das possiveis origens (Tirode et al. 2007).

O SE apresenta caracteristicas moleculares bem definidas que influenciam diretamente
em sua carcinogénese. De modo geral ha a fusdo FET-ETS que em cerca de 85% dos casos
decorrem da translocacdo t(11,22)(g24,q12) e originam a proteina fusionada EWS-FLI1
(provenientes dos genes EWSR1 e FLI1, respectivamente). Nesses casos tipicamente se observa
juncéo entre o exon 7 de EWSRL1 e 0 exon 6 (tipo 1) ou exon 5 (tipo 2) de FLI1. Entretanto,
outras 7 combinagdes também sdo relatadas: em 10% dos casos hé a t(21,22)(q22,912), que
gera a fusdo EWSR1-ERG, e 0s casos remanescentes correspondem a translocagfes incomuns,
como EWSR1-ETV1 e EWSR1-FEV (Brohl et al. 2014; Tirode et al. 2014; Sand, Szuhai, and
Hogendoorn 2015). Mutacbes sdo incomuns no SE, porém alteracdes em STAG2, TP53 e
CDKN2A sdo detectadas em alguns casos. Em geral as alteracbes em STAG2 e TP53 estdo
relacionadas a um pior progndéstico da doenca (Brohl et al. 2014; Grinewald et al. 2018).

A proteina EWS-FLIL1 liga-se a repeticdes GGAA, especialmente em regiGes de
sequéncias potencializadoras (enhancers). A proteina quimérica torna-se um fator de
transcricdo aberrante, levando a modulagcéo génica erronea e alterando o perfil transcricional
celular. Um dos mecanismos de acdo da proteina de fusdo € recrutar remodeladores de
cromatina como p300, BAF e LSD1 que por sua vez causam modificacdes de histonas,
propiciando ativacao ou repressao génica. Ainda, a presenca em EWS de um pequeno dominio
semelhante a prion é suficiente para a atividade anormal da proteina quimérica (Nicolo Riggi
et al. 2014; Boulay et al. 2017).

A dualidade ativacao/repressdo ocasionada pela proteina quimérica do SE afeta tanto
RNAs mensageiros (messenger RNAs - mRNAs) como RNAs ndo-codificantes (non-coding
RNAs - ncRNAs). Dentre os ncRNAs alterados podemos citar os micro-RNAs (miRNA) e
RNAs longos nao codificantes (long non-coding RNA - IncRNA) (Hancock and Lessnick 2008;
Nicolo Riggi et al. 2010; Marques Howarth et al. 2014; Karnuth et al. 2014). As alteracgdes
transcricionais decorrentes de EWS-FLI1 acarretam fenotipos caracteristicos da progresséo do
cancer, incluindo aumento das taxas de proliferacéo, pluripoténcia, aumento de motilidade e

migracdo celular e indugdo de angiogénese (Sand, Szuhai, and Hogendoorn 2015).
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1.2 RNAs longos néo codificantes

Os IncRNAs sédo definidos como moléculas de RNA com mais de 200 nucleotideos e que
ndo codificam proteinas. Interagem com diversas moléculas, formando complexos RNA-
proteina, RNA-DNA e RNA-RNA. A ligacdo com proteinas decorre da capacidade de formar
estruturas secundarias. Quando ligados ao DNA, podem recrutar complexos remodeladores de
cromatina, ativando ou suprimindo a expressao de genes. Ademais, interagem com mRNAS e
atuam como “esponjas” de miRNAs. Assim, IncRNAs exercem regulacao gé€nica pré e pos-
transcricional (Guttman et al. 2009; Prensner and Chinnaiyan 2011).

Os IncRNA sdo expressos em determinados tecidos e situagéo celulares —i.e., apresentam
expressdo espaco-temporal especifica — usualmente concomitante a genes codificadores de
proteinas. Apresentam localizacdo intracelular dependente de sua funcao: apenas no nucleo, no
citoplasma ou em ambos (Mallory and Shkumatava 2015; H. Zhao et al. 2016). Alguns INCRNA
podem ser excretados em vesiculas extracelulares, sendo detectados em fluidos corporais como
sangue e urina (Takahashi et al. 2014). Portanto, além de sua importancia na regulacéo génica,
seu uso como marcadores moleculares comega a ser explorado. Por exemplo, recentemente o
IncRNA PCAS3, que €é encontrado na urina, foi aprovado para uso diagnostico no carcinoma de
préstata (Schmitt and Chang 2016). Tais caracteristicas tornaram os IncRNA promissores
marcadores prognosticos e diagnosticos (Byron et al. 2016).

O potencial regulatério dos IncRNA ainda é o mais explorado, especialmente
considerando que a maioria dos transcritos conhecidos ainda apresenta fungéo desconhecida
(Palazzo and Lee 2015). Os IncRNA exercem regulacdo génica por meio de duas formas
principais: 1) regulacdo in cis, quando o IncRNA atua em seu proprio locus ou 2) in trans,
quando o IncRNA exerce sua fun¢do em um locus distante de sua origem (Quinn and Chang
2016; Kopp and Mendell 2018). Serdo demonstrados alguns exemplos destes dois tipos de
regulacao a seguir.

A regulagéo in cis ocorre por alguns processos distintos. Os InNCRNA podem comportar-
se como RNAs enhancer (enhancer RNA — eRNA) atuando na mediacdo de loops
cromossdmicos. O INcRNA LUNAR1 age desta forma, mediando o recrutamento de proteinas
auxiliares por meio da formacao do arcabougo cromossdmico na regido do gene IGF1R, que
por consequéncia € expresso. Os INcCRNA atuam também em regides de imprinting, e seu
silenciamento epigenético leva a modulacdo génica dependente da origem parental. O eixo que
compreende o INcRNA H19 e o gene codificador de proteinas IGF2 exibe tal mecanismo. H19

é expresso maternalmente e silencia o gene IGF2; este ultimo é expresso somente no alelo
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paterno. A dosagem génica € outro processo controlado por IncRNAs operando in cis, que tem
como exemplo a inativacdo do cromossomo X por meio da expressao de Xist. A transcricao
antisense de INcCRNA é também um exemplo de regulagdo in cis. Genes codificadores de
proteinas sdo silenciados quando os complexos de RNA Polimerase Il (RNA Pol 1)
transcrevem em direcdes opostas, ocasionando colisdo entre eles. Tal tipo de evento é descrito
para 0 INCRNA Air e o gene codificador de proteina Igf2r. Por fim, hibridizacdes sense-
antisense silenciam genes alvo, a exemplo dos INCRNA ZEB2-AS e BACE1-AS, que desta
forma modulam a expresséo de ZEB2 e BACEL1, respectivamente(Quinn and Chang 2016).

A regulacéo in trans transcorre pela ligacdo dos INCRNA com proteinas, DNA e outros
RNAs. HOTAIR, um IncRNA transcrito na regido do gene HOXC, interage diretamente com
complexo PRC2 e por conseguinte silenciando o gene HOXD. HOTAIR e PRC2 sdo necessarios
para que a regido de HOXD mantenha a marca epigenética repressiva correspondente a
trimetilacdo da lisina 27 na histona H3 (H3K27me3). Adicionalmente, IncRNA influenciam a
arquitetura cromossémica. O IncRNA Firre causa a ancoragem de seu locus de origem no
cromossomo X com cinco loci distantes. O silenciamento de Firre acarretam a perda de contato
entre estas regides cromossdmicas. Outro exemplo de regulacdo in trans da-se pela ligacao
direta entre o INCRNA e uma proteina. PUM1 e PUMZ2 sdo proteinas responsaveis pela inibicao
e degradacdo de mMRNA contendo as sequéncias UGUANAUA (PUMILIO response element -
PRE) em suas regides 3’-UTR. O INcRNA NORAD liga-se as sequéncias PRE presentes PUM1
e PUM2, inativando-as. Por fim, IncRNA capturam miRNAs, a exemplo do IncRNA CDR1as,
que sequestra 0 miR-7 e impede o silenciamento de seus alvos (Kopp and Mendell 2018).

Ha relacdo direta entre os INCRNA e diversos canceres. HOTAIR liga-se ao complexo
PRC2 e em conjunto com a subunidade EZH2 altera as marcagdes H3K27me3, ocasionando a
repressdo de genes supressores de metastases no cancer de mama, como HOXD10, JAM2 e
PCDH10. Ja a supressdo de HOTAIR esta relacionada a diminuicdo da capacidade de invasédo
celular (Chisholm et al. 2012; Shen, Qi, and Du 2015). Um mecanismo semelhante de ligacdo
a PRC2 esté associado ao IncRNA PCAT-1, aumentado no céancer de prostata (Prensner and
Chinnaiyan 2011). No carcinoma de células ndo-pequenas do pulméo, MALAT1 é marcador
progndstico indicador de menor sobrevida, envolvido na formacéo de metastases por alterar a
expressao de genes relacionados a metastase de modo semelhante ao HOTAIR, mas relacionado
a PRC1 (Shen, Qi, and Du 2015). No cancer de bexiga, MALAT1 ativa a via Wnt/p-catenina,
reprimindo a expressdo de caderina E, de modo a propiciar transicdo epitelial mesenquimal
(Epithelial Mesenquimal Transition - EMT) (Ying et al. 2012). J& os IncRNA PPP3CB,
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MAP3K14, e DAPK1, por sua vez, estdo aumentados em casos de adenocarcinoma do ducto
pancreatico, e alteram genes relacionados a via MAPK, envolvida na progressdo do cancer
(Shen, Qi, and Du 2015).

Portanto, percebemos a que os INcCRNA participam da patogénese dos canceres, com

implicacdes em sua progressao.

1.2.1 Sarcoma de Ewing e IncCRNA

A caracterizacdo de IncRNA no SE ainda esta em seus estagios iniciais, porém alguns
transcritos ja indicam a importancia desses transcritos (Barrett et al. 2021). O IncRNA EWSAT1
é expresso concomitantemente a EWS-FLI e auxilia no potencial oncogénico da célula de SE.
Seu mecanismo de acéo € relacionado a ligacdo com a proteina HNRNPK, formacdo de um
complexo IncRNA-proteina e posterior regulacdo da interacdo da proteina com seus alvos
(Marques Howarth et al. 2014). O mesmo IncRNA regula MEG3 no osteosarcoma,
contribuindo para migragéo, invasdo e proliferacdo celular (Sun et al. 2016).

Jaos IncRNA HULC e SOX20T séo superexpressos em linhagens de SE. O silenciamento
de HULC diminui proliferacéo e clonogénese, enquanto o silenciamento de SOX20T diminui
proliferacdo, invasdo e sobrevida. Também atuam como esponjas de miRNA para regular
outros transcritos. Deste modo, mostrou-se que ambos contribuem para o fenétipo maligno em
células de SE (Barrett et al. 2021). Por meio de uma estratégia computacional, recentemente
encontrou-se sete INCRNA (SNHG17, WAC-AS1, LINC00623, SSBP3-AS1 e TDRG1) que, com
expressdo elevada, sdo sugestivos de pior prognostico em pacientes com SE (Z. Chen et al.
2021). Ademais, o INcCRNA FOXP4-ASL1 € superexpresso em células de SE e seu silenciamento
suprimiu proliferagdo, migracdo e invasao celular. Sua localizacdo € predominantemente
citoplasmatica e é excretado por vesiculas extracelulares (Xiong et al. 2021).

Isto demonstra a complexidade a ser ainda descoberta quanto as interaces dos IncCRNA
com os demais atores celulares. Os estudos citados evidenciam a importancia dos IncRNA no
SE, ao mesmo tempo que demandam novas investigacdes acerca deste conjunto de transcritos

na biologia deste sarcoma.

1.3 Histona deacetilases

As proteinas HDAC classicas, dependentes de zinco e que serdo abordadas neste trabalho,
séo divididas em classe | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS), classe Ila (HDAC4, HDACS,
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HDAC7 e HDACY), classe Ilb (HDAC6 e HDAC10) e classe IV (HDAC11). Temos ainda as
de classe 11l (SIRT 1-7) que compreendem as sirtuinas dependentes de NAD+. A excec¢do da
classe Ilb, que tipicamente sdo encontradas no citoplasma, e as de classe I, encontradas
primariamente no ndcleo, as demais HDACs estdo presentes no ndcleo ou citoplasma,
conforme a sinalizacéo celular que recebem (de Ruijter et al. 2003; B. Chen et al. 2015).

A modulacédo epigenética da transcricdo da-se, dentre outros processos, pela acetilacdo e
deacetilacdo de lisinas presentes nas caudas das histonas componentes dos nucleossomas, que
empacotam o DNA e previnem a expressdo génica. A interacdo entre histonas carregadas
positivamente e 0 DNA, que tem carga negativa, interrompe o0 acesso da RNA Pol Il e evita a
transcricao dos genes encontrados na regido. A acetilacdo dos residuos de lisina nas caudas das
histonas por meio da histona acetiltransferase (HAT), neutraliza a carga dessas, com
consequente relaxamento dos nucleossomas e, portanto, expressao génica. A recuperacao da
carga positiva da-se pela deacetilacdo das caudas das histonas por meio da acao das histonas
deacetilases (HDAC), que recuperam a estrutura compacta da cromatina, resultando em
repressao génica (Park and Kim 2020).

As varias classes de HDACs sdo expressas em todos os tecidos, com modulacfes
diferentes conforme a enzima e o tecido analisado. Muitas participam de complexos proteicos
para exercer sua funcdo em sitios especificos no genoma. Por exemplo, as HDAC1 e HDAC?2
sdo parte dos complexos CoREST, Sin3 A/B e NuRD, enquanto a HDAC11 é componente do
complexo SMN. Portanto, demonstra-se que a interacdo das HDACs com o0s demais
componentes celulares € fundamental para sua funcdo (Milazzo et al. 2020; Banks et al. 2020;
J. Zhang et al. 2020).

A atividade das HDACs é estritamente controlada, devido a sua importancia como
reguladores epigenéticos e controladores da expressao génica. A desregulacdo das HDACs
ocorre em diversos tipos de cancer, e relacionada a baixa sobrevida em alguns. Por exemplo, a
HDAC2 tem expressdo aumentada em tumores pulmonares (adenocarcinoma e carcinoma de
células escamosas), cervicais, uterinos e gastricos, com menor sobrevida reportada no
adenocarcinoma pulmonar, mesotelioma e em sarcomas de tecido mole, quando analisadas
amostras do TCGA (Milazzo et al. 2020).

Diversas drogas com atividade anti-histona deacetilase foram e estdo sendo pesquisadas
para combater seus efeitos deletérios nos canceres. Os inibidores de HDACs (HDACI) podem
agir de maneira especifica em determinada HDAC ou de forma generalizada. Drogas como
Vorinostat (SAHA) e Belinostat (PXD101) tém acio generalizada, enquanto Acido Valproico
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(VPA) e Entinostat (MS-275) tém acéo especificaem HDACs de classe | (Milazzo et al. 2020).
A baixa especificidade de alguns inibidores pode acarretar quadros de toxicidade nos pacientes,
incluindo, mas ndo limitado a trombocitopenia, neutropenia, nausea e vémitos. Portanto, o
estudo dos efeitos biologicos dos HDACI ainda requer atencdo para formatacdo de terapias
mais seguras no futuro (Eckschlager et al. 2017; Park and Kim 2020).

Os diversos HDACi atuam em diferentes vias, como inducéo de apoptose, parada do ciclo
celular e autofagia, por exemplo. Também alteram a expressdo de RNAs ndo codificantes.
SAHA induz a expressdo do miR-129-5p, miRNA necessério para estimular morte celular em
células de cancer de tireoide. LncRNA também séo encontrados diferencialmente expressos
em linhagens de cancer hepatocelular e o IncRNA Xist € um biomarcador para o uso do inibidor

Abexinostat no cancer de mama (Salvador et al. 2013; Eckschlager et al. 2017).

1.3.1 Modificadores epigenéticos e sua relacdo com sarcoma de Ewing e
InNcRNA

O SE é permeado por alteracGes epigenéticas decorrentes da acdo da proteina fusionada
EWS-FLI1 (Tomazou et al. 2015; Boulay et al. 2017; Nicolo Riggi et al. 2014; Boulay et al.
2018). Devido ao papel de tais alteragcdes na carcinogénese, somado a sua reversibilidade, as
enzimas controladoras de processos epigenéticos tém sido utilizadas como alvos terapéuticos.
Dentre tais, os HDACI ja sdo usados na rotina clinica com bons resultados. Além disto, novos
inibidores estdo em testes clinicos a fim de ampliar a gama de tratamentos disponiveis (C.
Souza and Chatterji 2015; Yu et al. 2019). Porém, a rapida apari¢do de novas drogas traz a
necessidade de maiores esclarecimentos quanto a seus mecanismos de acao e suas interacdes
com os demais componentes celulares.

A disfuncdo na acetilacdo de histonas esta presente em tumores sélidos e hematoldgicos
(Marks et al. 2001). No SE a HAT p300 atua conjuntamente com EWS-FLI1 nos sitios GGAA
que sdo alvos da proteina fusionada, causando acetilagdo dos mesmos e consequente ativacdo
da transcricdo génica (Nicolo Riggi et al. 2014). A mesma importancia da-se as HDACSs, que
tém sua desregulacdo também associada a oncogénese. O recrutamento de HDACSs ocorre em
leucemias e linfoma ndo-Hodgkin’s, por exemplo, levando ao quadro patogénico (Marks et al.
2001). Tais consequéncias evidenciam a importancia do balanco da acetilagdo no

desenvolvimento de diversos tumores.
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Terapias mais eficazes sdo necessarias para o tratamento do SE, e alvejar os
modificadores epigenéticos é especialmente promissor para este proposito. Inibidores de
HDAC, como Vorinistat (SAHA) e Etinostat (SNDX-275), estdo sendo avaliados em testes
clinicos, com resultados preliminares favoraveis (Lawlor and Thiele 2012). Como exemplo,
recentemente mostrou-se que o Etinostat induz apoptose nas células de SE em testes in vitro e
diminui a carga tumoral e aumenta a sobrevida em testes in vivo (Ma et al. 2019). A droga
atinge seletivamente células expressando EWS-FLI1 e EWS-ERG, o que confere uma
importante vantagem para o tratamento. Similar seletividade para célula do SE é observada em
outros HDACi como Vorinostat, NaB e MS-275 (Sonnemann et al. 2007; B. K. Souza et al.
2018). O uso de HDACI no tratamento do SE é uma estratégia promissora, portanto elucidar
0s mecanismos relacionados a HDACs na patogénese do SE é de suma relevancia.

Em vérias condi¢cGes, HDACi tém direta conexdo com a expressdo e atividade de
transcritos ndo-codificantes, incluindo, mas ndo limitando-se aos INncRNA. Por meio da
superexpressdo do transcrito INCRNA-A330023F24Rik, foi reportado que Vorinostat reduz
arteriosclerose em camundongos. No geral, 0 mecanismo de acéo para esta droga engloba a
alteracdo de metilacdo de sitios promotores de InNcRNA (Rafehi and EI-Osta 2016; Ye et al.
2018). Diante dos milhares de IncRNA conhecidos, ha relativamente pouca informacao quanto
a possibilidade de sua interferéncia com a atividade de HDACSs, expondo a necessidade de
investigacgdes adicionais.

As HDACs sdo constitutivamente transcritas no SE. O knockout da HDAC1 e HDAC?2,
por meio de CRISPR/Cas9, diminuiu a proliferacdo de células de SE, assim como reduziu o
crescimento tumoral em modelos in vivo. Altos niveis de HDACs classe | também séo
associados a menor taxa de sobrevida em pacientes (Schmidt et al. 2021). A inibicdo seletiva
da HDAC6 com BML-281 induziu apoptose e reduziu a tumorigénese in vitro, assim como
apresentou atividade antitumoral in vivo (Garcia-Dominguez et al. 2021). Ademais, a HDAC?2
liga-se diretamente a quimera EWS-FLI1, fato evidenciado por meio de experimentos com
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Selvanathan et al. 2015).

N&o ha duvidas quanto a existéncia de interagdes entre INcCRNA e modulares epigenéticos.
Neste quesito, HDACs sdo conhecidas por causar ou sofrer influéncia de IncRNA. Mesmo
assim estas rela¢fes necessitam de melhores elucidagGes a nivel molecular, o que € crucial para

avaliar o uso de HDACs como alvos terapéuticos no SE.
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1.4 Biologia de Sistemas

A chegada do sequenciamento de nova geracdo propiciou estudos gendmicos em larga
escala devido a enorme quantidade de dados gerados. Entretanto, este cenario demanda novas
formas de estudar a complexidade dos sistemas biol6gicos. A biologia de sistemas, que utiliza
grafos ou redes para elucidar o funcionamento de sistemas associados a processos vitais torna-
se chave neste momento (Vidal, Cusick, and Barabasi 2011; Samyn et al. 2015; J. Yan et al.
2017).

Redes sdo estruturas matematicas compostas por nodos, que representam objetos, e
arestas, que indicam a ligagdo entre os objetos. Nas redes bioldgicas, 0s nodos representam os
diversos componentes celulares (e.g., genes, transcritos ou proteinas) engquanto as arestas sao
as interacOes entre estes componentes (e.g., interacBes entre proteinas). As redes podem ser
direcionais, quando as arestas indicam a direcao entre os nodos (ex. redes metabdlicas) ou néo-
direcionais, quando ndo ha indicagdo desta dire¢do, somente se 0s componentes interagem ou
ndo (ex. redes proteina-proteina) (Barabasi and Oltvai 2004).

A posicdo de um nodo em uma rede e sua possivel importancia € representada pelas
medidas de centralidade. Tais medidas em redes bioldgicas sdo empregadas para apontar os
componentes bioldgicos mais relevantes ao sistema, como por exemplo, quais genes sao
indispensaveis aos processos celulares. Uma importante medida de centralidade ¢ o grau de
conectividade k(g) ou a quantidade de interagdes que um nodo g possui (Barabasi and Oltvai
2004; Acencio et al. 2013). Redes bioldgicas em geral configuram-se como “livre de escala”,
ou seja, varios nodos tém baixo grau de conectividade enquanto poucos nodos tém alto grau de
conectividade. Esta propriedade esta relacionada a redundancia nos sistemas biologicos; um
processo celular importante apresenta diversas formas de ocorrer, e a falha de um componente
com baixa conectividade ¢ circunscrita por outro. Nodos com alta conectividade sdo
denominados “hubs” (Jeong et al. 2000).

As células podem ser representadas por redes de interacdo entre seus varios componentes
bioldgicos. Tais redes sdo denominadas interactomas e os dados utilizados como entrada
podem ser compilados de banco de dados preexistentes, preditos computacionalmente ou
mesmo coletados por experimentos de larga escala. Os dados podem gerar diversos tipos de
redes: interacGes proteina-proteina, redes de regulacdo génica, redes de coexpressao, redes
metabdlicas, interagdes hospedeiro-patdgeno, entre outras (Vidal, Cusick, and Barabasi 2011).

A atual onipresenca de dados de expressdo génica, representados principalmente por

experimentos de RNA-Seq, facilita a construcao de redes de coexpressao. Este tipo especifico
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de rede ndo-direcional apresenta seus nodos como genes e suas arestas como a correlacéo entre
a expressdo génica. A facilidade em sua construcéo, aliado a possibilidade da adi¢ao de outros
tipos de informacdo a rede (ex. interagdes proteina-proteina), torna as redes de coexpressao
uma valiosa ferramenta para sele¢éo de candidatos a ensaios funcionais (Contreras-Lopez et al.
2018). A andlise de redes de coexpressdo possibilita a separacdo dela em mddulos que sdo
correlacionados a processos intracelulares por meio do enriquecimento de vias ou de termos
ontologicos. O estudo dos “hubs” presentes nestes modulos tende a revelar genes importantes
ao funcionamento do sistema bioldgico (van Dam et al. 2018).

A andlise das redes bioldgicas e suas propriedades auxilia na elucidacdo dos mais
variados problemas. Conhecimento do mecanismo de a¢do de doengas, processos metabolicos
desconhecidos, interagdes entre moléculas, biomarcadores e alvos de drogas sdo alguns dos
usos para as redes. Regides densas das redes, chamadas médulos topologicos, apresentam
fungdes semelhantes e identificam componentes relacionados a um processo celular ou doenga.
A andlise das relagdes presentes no interactoma pode gerar uma lista de genes relacionados a
doengas, especialmente devido a relagdo genotipo-fenotipo presente em tais redes (Alvarez et
al. 2016; W. Yan et al. 2016; Cowen et al. 2017; van Dam et al. 2018).

Um interactoma contendo genes, proteinas e fendtipos demonstrou bom valor preditivo
na busca por receptores glicocorticoides (Bakker et al. 2017). A analise das medidas de
topologia, por exemplo, através de métodos de inteligéncia artificial, é capaz de gerar sub-redes
com novas vias moleculares a serem estudadas em laboratério, como em interacoes
oncogénicas (Acencio et al. 2013). No carcinoma de nasofaringe, redes de interacdo mMRNA-
IncRNA identificaram IncRNA participantes na migracdo, proliferacdo, crescimento e
apoptose celular, validados pela reagdo em cadeia em tempo real (qPCR) (Q. Yang and Deng
2015). O uso do sequenciamento de nova geragéo, associado a biologia de sistemas na pesquisa
do céncer, ja revelou genes relacionados ao cancer de pulméo, marcadores progndsticos e
preditivos para quimioterapia no cancer de mama além de genes relacionados ao cancer de
prostata (W. Yan et al. 2016). A priorizacdo através do algoritmo VIPER em uma rede de
regulacdo génica (GRN), criada com o algoritmo ARACNEe, identificou o fator de transcri¢éo
TRIM25 como molécula chave na metéstase do carcinoma de mama (Walsh et al. 2017). Isto
demonstra o uso dos interactomas na busca de marcadores moleculares e elucidagéo de vias de

sinalizacéo.
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1.4.1 Redes de coexpressdo

As redes de coexpressdo sao amplamente empregadas nas anélises de dados de expressao.
Nela, nodos representam genes e as arestas a correlacdo de suas expressées. Um framework
popular para criar redes de coexpressdo chamado WGCNA (weighted gene co-expression
network) aloca pesos para as conexdes entre os nodos da rede usando um valor  (chamado
aqui de “limiar suave”) escolhido pelo usuario. A implementacdo do WGCNA ¢ realizada por
meio de um pacote para 0 ambiente R (Langfelder and Horvath 2008).

Brevemente, a primeira etapa consiste em definir uma medida de similaridade entre 0s
genes. Neste contexto utiliza-se o valor absoluto da correlagdo de Pearson. A partir destes
valores, a matriz de adjacéncia é construida elevando-os ao coeficiente . O valor de B ¢
escolhido para adequar-se a premissa de que redes biologicas tém um padrdo “livre de escala”,
e a rede resultante tera esta caracteristica, preferencialmente. O proximo passo € encontrar
modulos de genes altamente conectados. Para tal, emprega-se a medida topoldgica de
sobreposicao (topological overlap measure) que resulta na matriz TOM (topological overlap
matrix), uma medida de similaridade entre os nodos. Os modulos séo entdo concatenados com
base em seus autovalores (engeinvectors) e relacionados com caracteristicas genotipicas ou
fenotipicas de interesse (Langfelder and Horvath 2008; B. Zhang and Horvath 2005).

O uso de WGCNA para criacdo de redes de coexpressao auxilia no estudo da fungéo dos
IncRNA, que em grande parte sdo desconhecidos. Aplica-se a técnica para correlacionar a
expressao de INcCRNA a mRNA conhecidos e determinar quais processos bioldgicos esses estao
envolvidos. Esta estratégia denomina-se “guilty-by-association” e tém a premissa que
transcritos coexpressos compartilnam funcgdes, reguladores ou processos celulares (Signal,
Gloss, and Dinger 2016). Por exemplo, um estudo com diversos cancer, que empregou 0
método WGCNA, relacionou 236 INcRNA com o desenvolvimento desses canceres, além de
implica-los em fun¢bes como estabilidade gendmica, sinalizacdo celular, adesdo e motilidade
celular, entre outros (S. Li et al. 2017). Também por meio de WGCNA, encontrou-se sete
IncRNA envolvidos na modulagéo das células imunes no microambiente tumoral do melanoma,
incluindo os novos candidatos SNHG14, HCG18, e MAGI2-AS3, previamente ndo implicados
neste tipo de cancer (Cheng et al. 2020).
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1.5 Estrutura da tese

Aborda-se nesta tese conhecidos relacionados ao sarcoma de Ewing, as HDACs e aos
INcCRNA, classe de transcritos que gera crescente interesse da comunidade. Dividimos 0s
conhecimentos em cinco partes, sendo introducédo, objetivos, material e métodos, resultados e
discussdo, além da conclusdo. Portanto, apresenta-se uma visao geral de cada parte da tese nos
paragrafos a seguir.

A primeira parte, de introducdo, buscou abordar a base tedrica de nossos estudos, com
foco no SE, InNcRNA e HDACs, além da visao geral de alguns métodos empregues. Segue-se a
segunda parte, de objetivos, que esperamos que 0 leitor veja como concluidos ao final da leitura.

Na terceira parte, de material e métodos, elencamos as metodologias computacionais e
programas que nos auxiliaram a cumprir nossos objetivos. Alguns métodos, como pré-
processamento de amostras e quantificacdo da expressdo sao comuns a todas as analises,
adaptadas apenas ao tipo de abordagem. A montagem do transcriptoma, por exemplo, foi
exclusiva a criacdo de um pipeline para encontrar novos IncRNA.

A parte quatro, de resultados e discussdo, mostra e contextualiza efetivamente nossos
resultados. Dividimos os resultados em duas partes: a investigacdo de IncRNA associados a
HDAC:S e a criagdo de um pipeline para encontrar novos IncRNA no SE. Na primeira parte,
nosso racional foi aplicar métodos da biologia de sistemas para encontrar INCRNA coexpressos
a HDACSs. Na segunda parte, esperavamos que, por meio de uma estratégia computacional,

encontrassemos INCRNA ausentes de repositorios publicos.
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5 Conclusao

Neste trabalho, empregamos diversas técnicas computacionais para gerar conhecimento
acerca do papel dos INcRNA no sarcoma de Ewing. Aplicamos métodos da biologia de sistemas
e da biologia computacional e bioinformatica para encontrar genes candidatos a estudos
aprofundados, tanto in vitro quanto in vivo.

Na primeira parte dos resultados, investigamos a relacdo entre IncRNA e HDACs por
meio de redes de coexpressao. Obtivemos resultados compativeis com observacdes anteriores
no SE, assim como algumas relacdes interessantes. Por exemplo, encontramos 0s pares
HDAC7-AC004466.1 e HDAC10-CR559946.2 com correlagdo in cis, ensejando estudos
adicionais desta dindmica. As interacOes in trans revelaram o eixo HDAC2, HSP90AA1L e
SETD1A como pertencentes ao complexo HCF-1, e os INcRNA AC020900.1 e AC138207.4
associados a alguns desses transcritos codificantes. Entretanto, novos estudos sdo necessarios
para estabelecer com exatiddo um eixo de causalidade das associagdes aqui descritas no
sarcoma de Ewing.

Na segunda parte dos resultados, empregamos um pipeline computacional para encontrar,
em amostras de pacientes, transcritos ausentes de banco de dados. Selecionamos 0 RNAcentral
para filtragem por ser um agregador de outras fontes, esperando assim razoavel restringéncia.
Com uma breve explanacao sobre alguns desses transcritos, idealizamos que possam também
ser motivo de estudos aprofundados no SE.

Ao fim de nosso estudo, temos uma visao geral de alguns mecanismos da EWS-FLI1. A
quimera trabalha alterando os estados de cromatina e, portanto, a expressdo génica em diversas
regides. Sua acdo da-se com o auxilio das HDAC, que exp0e regides inacessiveis do genoma,
liberando, dentro outros, os INCRNA. Em contrapartida, esses transcritos ndo codificantes
também influenciam tais moduladores epigenéticos. As associacdes entre HDAC e InCRNA
séo encontradas no contexto da fosforilacdo oxidativa, e com candidatos a novos transcritos no
genoma mitocondrial, sugere-se que processos metabolicos sdo importantes nesse cenario.
Portanto, os IncRNA sdo implicados ndo somente como moléculas que ressurgem quando a
cromatina é afetada, mas também participando ativamente neste desenvolvimento, pela
associagdo direta com as HDAC.

Tal panorama, mesmo com lacunas, enseja estudos aprofundados das relacGes entre
HDAC, IncRNA e EWS-FLI1, sejam eles computacionais ou funcionais, para melhor

compreender todas as implicagdes gendbmicas da quimera EWS-FLI1.
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