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“O que sabemos é uma gota, o que nao sabemos é um oceano.”
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Resuwmo-



ZUGAIB, R. Perfil transcricional da infec¢é@o crénica pelo virus da Hepatite C (VHC)
por sequenciamento de nova geragdo. [Dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista — FMB/UNESP; 2016.

O virus da hepatite C (VHC) constitui a principal causa de doenca hepatica cronica,
gue representa um dos maiores problemas de saude publica. O carcinoma
hepatocelular (CHC), altamente associado a infec¢éo crbnica pelo virus da hepatite
C (VHC), € um dos tumores malignos mais comuns no mundo, com um alto indice
de causa de 6bito. Com o avanco das técnicas moleculares, tornou-se possivel uma
nova abordagem nos estudos génicos para um melhor entendimento molecular de
processos infecciosos e crénicos. Estudos evidenciando uma associacdo da
transcricdo génica ao processo patolégico e a importancia de andlises mais
abrangentes. O sequenciamento de nova geragcao fornece uma maneira poderosa
para a avaliacdo global do transcriptoma com alta resolucdo e um menor custo,
possibilitando uma analise do perfil transcricional da doenca. Assim, este estudo
teve por objetivo avaliar o perfil de expressdo génica diferencial de pacientes
infectados pelo VHC com CHC e comparar com amostras de tecidos n&o tumorais
através do sequenciamento em larga escala do transcriptoma, a fim de identificar
potenciais biomarcadores de diagndéstico e prognéstico de CHC. Foram analisados
trés fragmentos de tecido tumoral e trés fragmentos de tecido hepatico ndo tumoral
como controle através do sequenciamento de RNAs (RNA-Seq). Os resultados
obtidos demonstraram uma expressao diferencial de 4.792 genes. Avaliando os 10
genes mais e menos expressos, foi observada uma grande associagao de variagoes
nesses genes em diversos tipos de tumores. Também foram observados, entre os
menos expressos, genes intimamente relacionados a fungdo hepética ou
relacionados a componentes produzidos pelo figado. Esses achados sugerem que
COL11A1, SFRP4, SFRP2, LRRC15, CCL18, ADAMDEC1, COL1A1, COL10A1,
CTHRC1 e OLR1, superexpressos, possam atuar juntos no processo tumoral
servindo como marcadores moleculares tumorais, e que a presenca do tumor possa
provocar uma desregulacdo nos genes associados ao figado aqui encontrados,
contudo, estudos mais especificos devem ser conduzidos para a confirmac¢do dessa

hipotese.

Palavras-chave: Carcinoma Hepatocelular, Sequenciamento de nova geracao,
Transcriptoma.
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ZUGAIB, R. Transcriptional profile of chronic hepatitis C virus (HCV) infection by next
generation sequencing. [Thesis - Master]. Botucatu: Botucatu Medical School,
Universidade Estadual Paulista —-UNESP; 2016.

Hepatitis C virus (HCV) is the leading cause of chronic liver disease, one of the major
public health problems. Hepatocellular carcinoma (HCC), highly associated with
chronic hepatitis C virus (HCV) infection, is one of the most common malignant
tumors in the world, with a high cause of death. With the advancement of molecular
techniques, a new approach in gene studies has become possible for a better
molecular understanding of infectious and chronic processes. Studies evidencing an
association of the gene transcription to the pathological process and the importance
of more comprehensive analyzes. Next generation sequencing provides a powerful
way for the global evaluation of the transcriptome with high resolution and a lower
cost, allowing an analysis of the transcriptional profile of the disease. Thus, this study
aimed to evaluate the differential gene expression profile of HCV infected patients in
their highest degree of chronicity (HCC) and to compare with non-tumor tissue
samples through large-scale sequencing of the transcriptome in order to identify
potential biomarkers for diagnosis and prognosis of HCC. Three fragments of tumor
tissue and three fragments of non-tumor liver tissue were analyzed through the
sequencing of RNAs (RNA-Seq). The results obtained demonstrated a differential
expression of 4.792 genes. Evaluating the 10 over and down regulated genes, a high
association of variations in these genes was observed in several types of tumors.
Among the least expressed, genes closely related to liver function or related to
components produced by the liver were also observed. These findings suggest that
COL11A1, SFRP4, SFRP2, LRRC15, CCL18, ADAMDEC1, COL1Al, COL10A1,
CTHRC1 and OLR1, overexpressed, may act together in the tumor process serving
as molecular tumor markers, and that the presence of the tumor may lead to
dysregulation in the genes associated with the liver found here, however, more

specific studies should be conducted to confirm this hypothesis.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, Next generation sequence, transcriptome.
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01 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) € importante causa da doenca
hepatica cronica. Apesar de progressos na terapéutica, representa significante
problema de saude publica, conduzindo a quadros de cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular (CHC) devido ao seu potencial de evolugdo para a forma cronica’.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) existem de 130 a 150 milh&es de
pessoas com infeccdo cronica pelo VHC em todo o mundo® Em andlise realizada
pela Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) estima-se que

existam no Brasil cerca de 1,4 a 1,7 milhdes de pessoas infectadas®.

O VHC, descrito nos Estados Unidos em 1989 por Choo e colaboradores?,
apresenta um diametro de, aproximadamente, 50-60nm, pertence a familia
Flaviviridae, com genoma constituido por uma fita simples de RNA de polaridade
positiva, encapsulado por um envelope lipoproteico. O RNA viral apresenta 9,6 kb,
com uma Unica regido aberta de leitura (Open Reading Frame, ORF) que codifica
proteinas estruturais e ndo estruturais, sendo flanqueada por duas regides nao
traduzidas, 5’NCR (Non-Coding Region) e 3'NCR®>. A regido 5 NCR é altamente
conservada, pois possui um sitio de entrada ribossomal (Internal Ribosome Entry
Site, IRES), que esta envolvido no processo de sintese proteica viral. Durante a
expressdo do genoma viral é sintetizada uma Unica poliproteina de,
aproximadamente, 3000 aminoacidos, que é posteriormente clivada pelas enzimas
virais e celulares constituindo as proteinas estruturais (core, E1, E2) e as nédo
estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) &7,

O genoma altamente heterogéneo quanto a sequéncia de nucleotideos
(devido a alta atividade replicativa do virus e auséncia de atividade de reparo das
enzimas virais), distingue sete gendtipos, nomeados de 1 a 7 e mais de 60 subtipos,
os quais sdo designados por letras do alfabeto, além das quasispecies®. As
sequéncias de nucleotideos entre os diferentes gendtipos diferem em,

aproximadamente, 30-35%, e entre os subtipos de 20-25% °.

O VHC é um virus hepatotrépico que infecta hepatdcitos. No entanto, o virus

ja foi encontrado em linfécitos T e B!, monécitos, macréfagos™, células
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dendriticas™ e plaquetas’®. Estas Ultimas foram associadas ao carreamento do virus

pela corrente circulatéria em individuos infectados™.

A infeccdo pelo VHC é altamente dindmica com uma meia vida viral de
poucas horas e producdol/liberacdo estimada de 1012 virions por dia em um
individuo infectado. No entanto, a entrada do virus nos hepatécitos constitui uma
fase essencial para que ocorra infec¢éo, processo que se encontra na dependéncia
de interacBes entre componentes virais, principalmente proteinas do envelope e
fatores de superficie celulares do hospedeiro™. Varias moléculas expressas na
superficie celular dos hepatécitos ja foram associadas a entrada do VHC em sua
célula alvo como a tetraspanina CD81'°, principal receptor envolvido neste processo;
o receptor scavenger tipo B classe | (SR-Bl/Clal)'’, a claudina-1 (CLDN-1)*® e

ocludinas?®.

Além dessas, algumas glicosaminoglicanas também vém sendo associadas a
adesdo e entrada do VHC nas células®®?'. Outros estudos sugerem a participacdo
de proteinas de adeséo celular na entrada do VHC. No entanto, 0 mecanismo exato

de entrada do virus nas células permanece, ainda, desconhecido™.

Quando se considera a evolugdo natural da infeccdo pelo VHC,
aproximadamente 20% dos infectados erradicam o virus em semanas ou meses?,
caracterizando o denominado clareamento viral espontaneo. Aproximadamente 70-
80% dos individuos portadores de VHC evoluem para a forma crénica da doenca
com progressao da fibrose hepatica, e destes, em torno de 20% evoluem para

23,24

cirrose em 20 anos de infeccao e, dos cirrgticos, 1 a 4% desenvolvem carcinoma

hepatocelular (CHC) ao ano?.

Tanto a fibrose como a cirrose sédo consequéncias de uma resposta
sustentada de cicatrizacdo & injiria hepética crénica®, e no caso da infeccéo pelo
VHC, fatores do hospedeiro mais do que fatores virais parecem estar
correlacionados com a progressao da fibrose. Outros fatores como sexo, idade a
infecgdo, consumo de alcool e coinfeccdo com outros virus ja foram relacionados a

essa progresséo®’ .

Frequentemente associado com a infec¢do pelo virus da hepatite C (VHC) e o

virus da hepatite B (VHB), o carcinoma hepatocelular (CHC), também conhecido



21

como hepatocarcinoma, é o sexto tipo de cancer mais incidente em todo o mundo
(782.451 casos) e o segundo mais mortal (745.533 casos). No Brasil, foram
previstos 10610 novos casos de CHC em 2015%°. Raramente ocorre antes dos 40
anos, e possui um pico de incidéncia aos 70 anos, com um indice de duas a quatro

vezes maior em homens®.

Acredita-se que o CHC seja mais frequente em homens pois estes sdo mais
propensos a infecdo por virus como VHB e VHC, consomem mais alcool e tabaco,
entre outros fatores ligados ao estilo de vida. Entretanto, nos dias atuais, devido ao
aumento da exposicao de mulheres a estes fatores de risco, ndo se pode afirmar
que estes fatores sejam a causa dessa incidéncia elevada em homens.
Experimentos demonstraram um aumento no desenvolvimento de CHC em ratos
machos, sugerindo assim que andrégenos possam influenciar na progressdao do
CHC. Alguns fatores enddgenos que podem afetar a adversidade no risco de
desenvolvimento de CHC no sexo masculino incluem alto indice de massa corporal

e altos niveis de hormdnios androgénicos®.

O CHC é um cancer primario do figado com origem nos hepatdcitos, células do
figado que compde 2/3 de sua massa e sdo responsaveis pela sua funcdo biolégica
como a metabolizagcédo de substancias. Constitui cerca de 70 a 85% das neoplasias
hepaticas primérias e € um dos tumores malignos mais comuns no mundo. Muito
agressivo, o CHC possui um alto indice de causa de Obito ap6s o inicio dos
sintomas, dando ao paciente nesta fase uma expectativa média de vida inferior a um

més®?,

Casos de doencas cronicas do figado, como infeccao crénica pelo VHB e VHC
e cirrose, estao presentes em cerca de 70% a 90% de todos os casos de CHC
detectados. Embora o CHC seja um exemplo tipico de cancer relacionado a infec¢éao
viral, também est4 fortemente associado a fatores de estilo de vida como o
alcoolismo cronico e a obesidade®. Menos comumente esta relacionado a casos de

esteatose hepatica néo alcodlica, hepatite autoimune, dentre outros®.

A infeccéo crénica pelo VHC é o maior fator de risco para o desenvolvimento
de CHC, conferindo um aumento deste risco pela promoc¢éo de fibrose e cirrose,

podendo ent&o evoluir para um carcinoma hepatocelular®.
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Tanto nos casos relacionados a infec¢do viral quanto nos casos relacionados a
fatores do estilo de vida, é conhecido que o acumulo de danos no DNA, causado
pela longa duracao da inflamacéo e regeneracéo, tem um grande papel no processo

de hepatocarcinogénese®.

Entre os fatores do hospedeiro, ocupa lugar de destaque o estudo da
expressdo génica dos pacientes portadores de VHC com diferentes niveis de
comprometimento hepatico, o que pode revelar biomarcadores relevantes no
desenho de kits/chips de valor prognéstico, bem como, informacdes inovadoras para

aplicacdo no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e/ou vacinas?®"%.

O dogma central da biologia molecular, proposto por Francis Crick (1958)%,
descreve o fluxo de informagao genética e atribui ao RNA mensageiro (RNAm) a
funcado de levar informacao para a sintese proteica. Estudos tem revelado que
apenas uma pequena fracdo (1,5 a 2%) do genoma é composta por partes
codificadoras de proteinas, contudo, mais que 70% do genoma humano € transcrito
em RNA%®,

Com o avanco das técnicas moleculares, tornou-se possivel uma nova
abordagem nos estudos génicos, como a gendmica funcional. A fim de entender
como o0s genes desempenham suas fungdes, a gendmica funcional tem como
objetivo avaliar a expressao de genes através da andlise de transcritos (RNAm),
microRNAs ou proteinas para um melhor entendimento molecular de processos

como a tumorigénese e descoberta de potenciais biomarcadores®®’.

Estudos demonstraram diferengcas na expressdo de genes entre tecidos
tumorais e normais, evidenciando assim uma associacao da transcricdo génica ao

processo patoldgico e a importancia de anélises mais abrangentes®°,

A técnica de RNA-seq, ou sequenciamento de nova geracdo de RNAs, também
conhecido como RNAs next-generation sequencing (NGS) em inglés, fornece uma
maneira poderosa para a avaliacdo global do transcriptoma com alta resolucédo e um

menor custo, possibilitando uma analise do perfil transcricional da doenca™.

Assim, este estudo tem por objetivo avaliar o perfil de expressao génica de
pacientes infectados pelo VHC no seu mais alto grau de cronicidade (Carcinoma
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Hepatocelular) e comparar com amostras de tecidos ndo tumorais e de tecido
hepatico de pacientes com infeccdo ndo cronica pelo VHC através do
sequenciamento em larga escala do transcriptoma, a fim de identificar potenciais

biomarcadores de diagndstico e progndstico de carcinoma hepatocelular.



Objetivoy
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2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil de expressédo génica de pacientes infectados pelo VHC com
carcinoma hepatocelular e comparar com amostras de tecidos ndo tumorais atraves
do sequenciamento em larga escala do transcriptoma, tragando o perfil transcricional
da doenca, a fim de identificar potenciais biomarcadores de diagnostico e

progndstico de carcinoma hepatocelular.
2.2. Objetivos Especificos

e Sequenciar em larga escala o transcriptoma de amostras de pacientes
infectados pelo VHC no seu mais alto grau de cronicidade (carcinoma
hepatocelular) e amostras de tecidos ndo tumorais;

e Avaliar o perfil de expressdo génica de pacientes infectados pelo VHC com
carcinoma hepatocelular e amostras de tecidos ndo tumorais;

e Comparar o perfil de expressao génica de pacientes infectados pelo VHC com
carcinoma hepatocelular com o perfil de expressdo génica de amostras de
tecidos ndo tumorais;

e Tracar o perfil transcricional diferencial no carcinoma hepatocelular;

e Identificar potenciais biomarcadores de diagndstico e prognéstico de

carcinoma hepatocelular.



Casuistica e Métodosy
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica

Foram analisados trés fragmentos de tecido tumoral provenientes de dois
pacientes portadores de CHC e infectados pelo virus da hepatite C, sendo dois deles
replicatas técnicas (amostras do mesmo paciente) e um replicata biol6gica (mesma
condicdo biolégica mas de pacientes diferentes) e trés fragmentos de tecido
hepatico ndo tumoral (histolégicamente normal) utilizado como controle provenientes
de paciente acidentado e de tecido hepatico transplantado n&o relacionados a
qualquer tipo de cancer ou outra doenca, sendo duas replicatas técnicas e uma
replicata biologica. As amostras foram coletadas de pacientes atendidos pelo
Ambulatério de Hepatites da Disciplina de Gastroenterologia Clinica do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu-FMB-
UNESP.

As amostras foram divididas em dois grupos:

e Carcinoma Hepatocelular (CHC): Amostras dos pacientes portadores de
CHC e infectados pelo virus da hepatite C;

e Controle (CT): Amostras de paciente acidentado e de tecido hepatico

transplantado néo relacionado a qualquer tipo de cancer ou outra doenca.
3.2 Critérios de incluséo

Carcinoma Hepatocelular (CHC):
Os critérios de incluséo no estudo para o grupo CHC foram:
a) A presenca de carcinoma hepatocelular;
b) Infeccdo pelo VHC gendtipo 1;
c) Individuos maiores de 18 anos;

d) Possibilidade de coleta de sangue total do paciente durante o
procedimento cirlrgico sem prejuizo ao paciente ou a exames que por

ventura foram necessarios;
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Expresso entendimento e concordancia em participar do estudo,
manifestada pelo paciente ou pelo seu responsével legal previamente a

cirurgia através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Controle (CT):

Os critérios de inclusé@o no estudo para o grupo controle foram:

a)
b)
c)
d)

Amostra de tecido hepético considerado histologicamente normal;
Infeccdo pelo VHC negativa,;
Individuos maiores de 18 anos;

Proveniente de enxerto de 6rgaos elegiveis para serem transplantados
e necropsias cujo 6bito ndo estivesse relacionado a nenhuma patologia

hepética;

3.3 Critérios de exclusao

a)

b)

Pacientes que reconhecidamente apresentaram neoplasias de origem
diversa as previamente estabelecidas;

Pacientes previamente tratados com radioterapia e/ou quimioterapia de
gualquer modalidade;

Pacientes gestantes;

Pacientes que apresentaram qualquer outra coinfeccdo (Hepatite B,
HIV, tuberculose, entre outros);

Pacientes ou responsaveis legais que ndo tenham compreendido as
diretrizes da pesquisa ou que tenham se negado a participar do estudo,
conforme estabelecido no Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

3.4 Coleta e processamento inicial dos materiais bioldgicos

As amostras de fragmentos tumorais hepaticos e de tecido hepatico néo

tumoral foram coletadas durante bidpsia hepatica, acondicionadas e transportadas

em criotubos estéreis com tampa de rosca, devidamente identificados, contendo

700uL de solucéo conservante RNAlater™. Amostras de sangue do mesmo paciente

foram coletadas em tubos de tampa roxa contendo anticoagulante (EDTA). Foram
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separadas aliquotas de 700uL de sangue total em dois tubos tipo eppendorf (1,5mL).
Posteriormente, amostras restantes no tubo contendo EDTA, foram centrifugadas a
2.500 rpm por 15 minutos, e, separadas em dois tubos tipo eppendorf (1,5mL), cerca
de 500uL de plasma, e, um tubo tipo eppendorf (1,5mL) de buffy coat (creme
leucocitario). Identificadas através de cddigos, as amostras tumorais, e respectivas
amostras de sangue total, plasma e buffy coat, foram armazenadas em sorotecas
devidamente identificadas em freezer a -80°C no Laboratério de Biologia Molecular
do Hemocentro de Botucatu (FMB/UNESP).

3.5 Extracdo de acido ribonucléico (RNA)

A extracdo de RNA dos tecidos tumorais e ndo tumorais foi realizada
primeiramente através da maceracdo do tecido por lise mecéanica utilizando o
homogeneizador Precellys® 24-Dual e posteriormente foi realizada a extragdo do
RNA total pelo método de uso do isotiocianato de guianidina fenol-cloroférmio com
TRIzol® (Invitrogen). As condicbes utilizadas na extracdo encontram-se em anexo
(ANEXO 1).

3.6 Quantificacao e analise qualitativa do RNA total

Para uma pré-quantificacdo e a determinacdo do grau de pureza foi utilizado o
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Tecnologies).

A concentracdo de RNA total extraido foi quantificada com o fluorbmetro
Qubit® 2.0 (Invitrogen) com o kit Qubit® RNA HS Assay.

A qualidade/integridade dos RNAs foi avaliada utilizando o Bioanalyzer 2100
(Agilent) com o kit RNA 6000 Nano LabChip; Amostras com relagdo RNAr 28S/18S
proxima a 2 e RIN (RNA integrity number) proximo a 8,0 foram consideradas

adequadas para o0 a construgéo das bibliotecas.
3.7 Montagem dos pools de amostras

Um pool de amostras para cada grupo foi realizado de acordo com a tabela a

seqguir:
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Tabela 1. Composicdo dos pools de RNA total para a construcdo das bibliotecas, agrupados por
condicédo biolégica.

CONDICAO GRUPO CONTEUDO BIOLOGICO
Condicdo 1 CHC RNA total de 2 CHC; VHC positivos
Condigéo 2 CT RNA total de 2 figados normais; VHC negativo

3.8 Preparo da Biblioteca de cDNA e Sequenciamento

Com as amostras em pool entdo iniciamos o preparo das bibliotecas.
Realizamos entdo a remogado de RNAs ribossdmicos, a fragmentacdo do RNA, a
sintese da primeira e segunda fita de cDNA, reparo das fitas de cDNA, adenilagao,
indexagao e ligagao de adaptadores através do kit TruSeqTM Stranded Total RNA

sample preparation (lllumina), segundo recomendacdes do fabricante.

TruSeq RNA Stranded

RNA
— Random primer

ITTP + dCTP + dATP + dGTP Create cDNA

dUTP Create second
strand cDNA

>ensestrand y yy Yy UUU U UU U

End repair
. A Phosphorylate
ensestrand N0 U U UD U U0 U@ A-overhang
P ;
Index 2 N V 4 " »
: Adaptor ligation
Index 1 ¢ Uuu U UuUuU U uUu U N, Index 2 } 9

ense strand

) Denature and
eI, amplify

JUuU U oy u gy u=

Sense stranc

Index 2 Index

Product ready for
cluster generation
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Figura 1: Representacdo da preparacédo da biblioteca através do kit TruSeqTM Stranded Total
RNA sample preparation (lllumina). Primeiramente é realizada a remogédo de RNAs ribossdmicos
e a fragmentagdao do RNA. Entdo é realizada a sintese da primeira e segunda fita de cDNA, na
segunda fita sdo adicionados dUTPs ao invés de dTTPs possibilitando a identificacdo da fita de
RNA de origem a qual aquele cDNA corresponde, bem como sua diregcédo (sense ou antisense),
favorecendo a identificagdo de RNAs antisense (reguladores); o reparo do final das fitas de
cDNA com a adenilagao e indexagao e ligagdo de adaptadores. Depois é feita a desnaturagao e
amplificacdo do fragmento, e entdo a biblioteca estd pronta para geracdo dos clusters e

sequenciamento.

As bibliotecas foram inseridas na flowcell para formacao de clusters e posterior
sequenciamento, como ilustrado na figura 2. O sequenciamento (RNA-Seq) foi
realizado na plataforma NextSeq 500 System (lllumina) utilizando o kit de
sequenciamento NextSeq 500/550 High Output v2 150 ciclos (lllumina). Cada
molécula foi sequenciada em ambas as extremidades (pair-end) e os fragmentos
obtidos foram de 160 pares de bases (2x80pb). Os dados gerados foram carregados
automaticamente para a nuvem da lllumina, Basespace, onde as analises foram

realizadas.
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Figura 2 - Imagem ilustrativa formacdo dos clusters e sequenciamento das bibliotecas. No
primeiro quadro vemos representada uma flowcell utlizada nas plataformas de sequenciamento
de nova geracdo da lllumina (NextSeq, HiSeq, MiSeq, MiniSeq). Nela encontram-se oligos ja
conhecidos que promovem a hibridizacdo dos fragmentos da biblioteca através de seus
adaptadores. Com os fragmentos hibridizados na flowcell inicia-se entéo a sintese de novas fitas
através da amplificagdo por ponte, formando assim milhares de moléculas amplificadas em
paralelo. Nucleotideos marcados sdo adicionados por complementariedade, tornando possivel

assim o sequenciamento de cada fragmento.

3.9 Anédlise dos dados do sequenciamento

Para analise dos dados gerados foi utilizado o BaseSpace, uma plataforma em
nuvem da Ilumina composta por diversos aplicativos baseados em softwares
utilizados na bioinformatica para andlise de sequéncias. Nesta plataforma é possivel
transmitir os dados do sequenciamento diretamente para a nuvem, possibilitando

assim a anélise dos dados através do uso dos aplicativos*.

Com o sequenciamento concluido, utilizamos o aplicativo FastQC
(https://basespace.illumina.com/apps/706706/start) para analisar a qualidade dos
dados gerados. Assim, este aplicativo utiliza a indicacdo de valores em grafico onde
0 eixo Y apresenta a qualidade Phred e o eixo X a posicao das bases nas reads. Os
valores abaixo de Phred 20 correspondem a qualidade ruim, entre 20 e 28 qualidade
intermediaria e acima de 28 qualidade alta, em relacdo a posicdo das bases nas
reads. O programa também permite a verificacdo da variacdo do tamanho das
sequéncias geradas, a analise da distribuicdo das quatro bases ao longo das

sequéncias e a distribuicdo de conteudo de GC ao longo das sequéncias geradas.

Assim, este programa permite a verificagdo de diversos parametros de
qualidade das bibliotecas, facilitando a determinacéo do tipo de limpeza que cada
biblioteca devera ser submetida, como: a retirada das sequéncias dos adaptadores
usados na construgdo da biblioteca; retirada das caudas poli-A dos RNAs
mensageiros; retirada de trechos que foram mal sequenciados e que apresentam
baixa qualidade; retirada dos trechos sequenciados, mas de tamanho muito

reduzido, entre outros.

Apés a verificacdo da qualidade do sequenciamento gerado, os dados foram
submetidos a andlise no aplicativo BaseSpace® Express RNA
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(https://basespace.illumina.com/apps/529529/start). O aplicativo combina 0s
recursos do alinhador STAR 2.3.1s e as ferramentas de analise de expressao génica

diferencial DESeq2 1.0.17 em um fluxo de trabalho simples.

O programa STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference) (STAR)
alinha as reads a um genoma de referéncia com a finalidade de identificar jungdes

exon-exon.

DESeq2 1.0.17*, desenvolvido em linguagem R* baseia no principio de que a
contagem de reads que se encontram associadas a uma classe (por exemplo genes
e transcritos) esta linearmente relacionada a abundancia dessa classe®. Visa
realizar testes estatisticos para verificar se o efeito de diferentes condicbes

biolégicas sobre a contagem de leituras ocorreu ou ndo ao acaso*.

Este programa utiliza um método estatistico paramétrico que se baseia na
relagcdo entre a média dos niveis de expressao do gene e a dispersdo dos seus
dados. A disperséo representa o quadrado do coeficiente de variagao bioldgica, isso

é o quadrado da diferenca da expressdo do gene entre as replicatas bioldgicas™.

O pacote DESeq informa o valor da razdo de expressdo (fold-change) em
logaritmo de base 2 (log2 fold-change) de uma condi¢cdo em relacdo a outra. Fold-
change é a razdo entre uma condicédo final (teste) e a sua condicao inicial (controle),
FC = teste/controle. Assim, se a condicao teste for maior que a condicéo controle,
fold-change serd maior que 1 (FC>1); se a condicdo controle for maior que a teste,
fold-change serd4 menor que 1 (FC<1). Para uma representacdo grafica mais
simétrica e informativa, calcula-se o logaritmo de base 2 desse valor (log2 fold-
change) e assim, para FC superiores a 1 (expressao teste>expressao controle) log2
fold-change tera valores positivos; para FC inferiores a 1 (expresséo

teste<expresséao controle) log2 fold change tera valores negativos.

Especificamente, o gene é considerado diferencialmente expresso, se o valor
de log2 fold change exceder um valor de corte arbitrario pré-estabelecido ou
determinado empiricamente*®. No presente estudo, foram considerados genes
diferencialmente expressos aqueles cujo log2 fold change seja igual ou superior a 1
(log2 fold change >1; pelo menos duas vezes mais expresso que o controle) e log2

fold change seja igual ou inferior a -1 (log2 fold change<1; pelo menos duas vezes
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menos expresso que o controle) e, foram considerados somente os resultados com

significancia estatistica (p-valor) menor que 0,05.

A andlise de expressao diferencial foi realizada comparando o grupo CHC com
o grupo CT com a finalidade de se comparar genes diferencialmente expressos no
estagio mais crbénico da infeccdo pela hepatite C (carcinoma hepatocelular),
podendo assim ter um melhor entendimento da evolugéo da doenga, possibilitando
futuramente tracar um perfil transcricional da doenca, auxiliando na descoberta de

biomarcadores de diagnéstico e progndstico da infeccao.

Com os resultados obtidos nas analises de expressao diferencial, elegemos os
10 genes mais e menos expressos (top 10) e avaliamos suas funcdes em processos
biol6gicos e moleculares através da plataforma online Gene Ontology Consortium
(GO).

A plataforma GO, fundada em 1998, é um projeto em esforco colaborativo para
lidar com a necessidade de descricdes consistentes de produtos de genes entre
bancos de dados. O projeto desenvolveu trés estruturas ontolégicas que descrevem
produtos de genes em termos de seus processos bioldgicos associados,
componentes celulares e funcées moleculares de uma maneira independente de
espécies. Ha trés aspectos distintos: em primeiro lugar, o desenvolvimento e
manutencao das proprias ontologias; segundo, a anota¢do de produtos de genes, 0
qgue implica fazer associacdes entre as ontologias e 0s genes e produtos de genes
nos bancos de dados de colaboragéao; e terceiro, o desenvolvimento de ferramentas
que facilitam a criacdo, manutencéo e uso de ontologias. Possibilitando assim uma

analise funcional dos dados®’.



Resultados e Discussio
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de CHC e controle foram submetidas ao sequenciamento paired-
end, ou seja, os fragmentos foram sequenciados a partir das duas porc¢des terminas
(end), sendo assim entdo nas duas dire¢cdes da molécula de cDNA fragmentada,
permitindo uma maior cobertura das amostras em numero de reads, 0 que reduz a

chance de erros.

No total obtivemos 420.817.394 reads, sendo 165.649.536 de reads
sequenciadas no tecido tumoral e 255.167.858 de reads sequenciadas no tecido
normal. Apds o alinhamento das reads geradas com o genoma referéncia (hg. 19),
obtivemos um total de 152.258.390 reads alinhadas no tecido tumoral e 240.834.876

no tecido normal, fazendo um total de 393.093.266 reads alinhadas.

Os dados gerados proporcionaram uma cobertura de aproximadamente 300
vezes 0 transcriptoma humano, o qual possui aproximadamente 110 milhdes de

pares de base*’. Os resultados detalhados encontram-se na tabela a seguir:

Tabela 2. Dados gerados pelo sequenciamento RNAseq (lllumina) das bibliotecas de cDNA

produzidas a partir de tecidos hepéaticos com e sem tumor.

AMOSTRA* GRUPO N.CLUSTERS N.READS (R1+R2) N.READS ALINHADAS

B7 CHC 16.021.277 32.042.554 30.703.175 (95,82%)
B8 CHC 8.370.532 16.741.064 15.078.676 (90,07%)
5 CHC 58.432.959 116.865.918 106.476.537 (91,11%)
B2 CT 23.282.365 46.564.730 45.093.284 (96,84%)
B6 CT 12.296.976 24.593.952 23.361.795 (94,99%)
4 CT 92.004.588 184.009.176 172.379.796 (93,68%)
TOTAL 210.408.697 420.817.394 393.093.263

CHC = Grupo CHC; CT = Grupo controle. *Cddigo identificador das bibliotecas produzidas com as
amostras analisadas.

Passamos entdo para a analise da qualidade do sequenciamento realizado

utilizando o aplicativo FastQC, ja descrito anteriormente na metodologia.
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Foram analisadas todas as sequéncias geradas a partir das 6 bibliotecas
sequenciadas, possibilitando verificar a qualidade e composicdo das sequéncias
obtidas. Podemos ver no grafico a seguir uma ilustracdo da qualidade média por

base dos dados de sequenciamento lllumina:

Quality scores across all hases (sanger f lllumina 1.9 encading)
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Figura 4 - Representacdo grafica da qualidade média por base dos dados de sequenciamento
Illumina no programa FastQC. O eixo Y apresenta a qualidade Phred e o eixo X a posi¢cdo das
bases nas reads. Faixa verde: boa qualidade, laranja: qualidade intermediaria, rosa: baixa
qualidade; a linha vermelha representa a mediana das leituras e a azul a média. Dados da
analise da biblioteca B6.

Todas as bibliotecas apresentaram valores de alta qualidade (Q>30),
concentrando-se na regido da faixa verde. O resultado de Phred Q30 representa
99.9% ou mais de acuracia, ou seja, a probabilidade de que uma vez em 1000 vezes
uma base seja atribuida incorretamente. Sequéncias qualificadas com um phred
quality Q30, praticamente exibem zero erros e ambiguidades®®. Assim, pode-se
inferir que nossos resultados possuem um alto grau de confianga para prosseguir

com as analises.
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Analisando o tamanho das reads geradas, observamos uma variagao entre 34

e 80 pb, representada no grafico a seguir:

Distribution of sequence lengths owver all sequences
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Figura 5 - Representacdo ilustrativa do grafico gerado pelo programa FastQC da distribuicdo do
tamanho das reads (eixo x) pela quantidade de sequéncias geradas (eixo Y). Dados da analise
da biblioteca 4.

Todas as bibliotecas apresentaram similaridade na distribuicdo do tamanho
das reads, e foi observada uma predominancia de sequéncias de 74 a 80 pares de

bases.

Foi possivel também analisar a distribuicdo das quatro bases ao longo das

sequéncias geradas.
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Figura 6 - Representacdo grafica gerada pelo programa FastQC da distribuicdo por base do
conjunto de sequencias geradas pelo sequenciamento lllumina. Dados da analise da biblioteca
B6.

As bases nas leituras apresentaram-se distribuidas homogeneamente, nas
dez primeiras bases mostrou-se uma discreta desproporgcéo, mostrando uma super-
representacdo de todas as bases nesta regido, comum nesse tipo de
sequenciamento. Aqui, a despropor¢cdo observada nas dez primeiras bases
representa a presenca do primer e, por isso, as porcentagens de cada nucleotideo
nessas regioes encontravam-se enviesadas. Em uma biblioteca aleatoria é esperado
qgue haja pouca diferenca entre as diferentes bases de uma sequéncia, portanto, as
linhas coloridas que representam cada base, devem ocorrer em paralelo. A
guantidade relativa de cada base deve refletir a quantidade global destas bases no
genoma, assim ndo deve haver desequilibrio na proporcdo entre elas. Se um
desbalanco entre as bases for observado ao longo de todas as posicbes, pode

indicar que alguma sequéncia super-representada esta contaminando sua biblioteca.
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A seguir pode ser observada a distribuicdo do contetdo de GC por sequéncia
gerada e comparar a uma distribuicdo normal a partir do conteddo GC do genoma

humano.

G distribution ower all sequences
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Figura 7 - Representacédo gréfica gerada pelo programa FastQC da distribuicdo do contelido de
GC ao longo da extensédo de cada sequéncia (linha vermelha) comparada a uma distribuicao

normal tedrica do conteddo GC do genoma humano. Dados da andlise da biblioteca 5.

A distribuicAo do conteutdo médio de GC acompanhou o modelo de
distribuicdo normal gerado pelo programa para o genoma humano. Tais resultados
indicam ndo haver contaminacgéo, ou presenca de outro tipo de subgrupo enviesado

de sequéncias em nenhuma das bibliotecas analisadas.

Com os parametros do FastQC analisados, concluimos que as sequéncias
geradas estdo com uma boa qualidade, assim seguimos para a andlise de
expressao diferencial através do aplicativo BaseSpace® Express RNA, ja descrito

anteriormente.
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Realizamos entdo a analise de expressdo diferencial das amostras
comparando-as em dois pares, representando entdo a expressado génica diferencial
entre tecido tumoral de infectados pelo VHC e tecido hepético ndo tumoral (normal)
de néo infectados pelo VHC, e entre o tecido tumoral de infectados pelo VHC e

tecido hepético ndo tumoral de infectados pelo VHC sem cronicidade.

Tabela 3. Comparacfes entre as bibliotecas de cDNA provenientes de amostras de tecido

hepatico com diferentes condi¢fes bioldgicas.

COMPARACAO BIBLIOTECAS

Carcinoma Hepatocelular x Normal (4, B2, B6) x (5, B7, B8)

Carcinoma Hepatocelular versus Controle

Comparando as amostras de carcinoma hepatocelular com as amostras de
tecido hepéatico nédo tumoral (grupo controle), identificamos 4.792 genes
diferencialmente expressos (GDE) com significancia estatistica. Podemos observar
em vermelho no diagrama de dispersdo a seguir os genes diferencialmente

expressos no grupo carcinoma hepatocelular versus grupo controle.

Iog, fold change
0
|

1e-01 1e+01 1e+03 1e+05
mean of normalized counts
Figura 8 — Diagrama de dispersdo do log2 fold-change pela média da contagem normalizada
dos genes, evidenciando os genes diferencialmente expressos (cor vermelha). Acima de zero
estao o0s genes sobreexpressos e abaixo de zero 0s genes subexpressos no grupo de amostras

de CHC, quando comparado com amostras de figado normal.
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Em andlise preliminar, foram selecionados apenas genes que se encontraram
diferencialmente expressos (sub ou sobreexpressos) em pelo menos uma vez em
relacdo ao controle (log2 fold-change <-1 ou 21) e um p-value > 0,05
(estatisticamente  significante). Assim, foram selecionados 4.299 genes
diferencialmente expressos, sendo 2.378 sobreexpressos e 1.921 subexpressos
(Figura 9).

log2(Fold Change)
o

10 100 1.000 10.000 100.000
Mean Count

Figura 9 — Diagrama de dispersdo do log2 fold-change pela média observada para o gene,
evidenciando os genes diferencialmente expressos (pontos azuis) em pelo menos uma vez
quando comparado ao controle. Acima de zero estdo 0s genes sobreexpressos e abaixo de zero
0s genes subexpressos no grupo de amostras de CHC, quando comparado com amostras de

figado normal.

Os genes diferencialmente expressos foram classificados de acordo com sua
funcdo em trés categorias: processos biologicos (atividade biolégica com o qual o
gene ou seu produto contribui), fungcdo molecular (atividade bioquimica do gene ou
produto) e componente celular (local na célula onde o gene ou seu produto é ativo),
podendo um gene ser encontrado em uma ou mais categorias. Essa avaliacao foi
realizada através da analise de ontologia génica pelo Gene Ontology Consortium
(GO).



44

binding (G0O:0005488)

structural molecule activity (GO:0005198)
antioxidant activity (G0O:0016209)

signal transducer activity (GO:0004871)
receptor activity (GO:0004872)

channel regulator activity (GO:0016247)
catalytic activity (GO:0003824)

translation regulator activity (GO:0045182)
transporter activity (GO:0005215)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

m Genes mais expressos B Genes menos expressos

Figura 10 — Categorizacéo dos genes diferencialmente expressos entre os grupos CHC e figado
normal de acordo com GO (Gene Ontology Consortium) e distribuicdo conforme sua fungéo

molecular. Funcdo molecular (eixo y) pela quantidade de genes envolvidos (eixo X).
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Figura 11 — Categorizacdo dos genes diferencialmente expressos entre os grupos CHC e figado
normal de acordo com GO (Gene Ontology Consortium) e distribuicdo conforme seu processo

biolégico. Processo bioldgico (eixo y) pela quantidade de genes envolvidos (eixo x).
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Figura 12 — Categorizacéo dos genes diferencialmente expressos entre os grupos CHC e figado

normal

de acordo com GO (Gene Ontology Consortium) e distribuicdo conforme seu

componente celular. Componente celular (eixo y) pela quantidade de genes envolvidos (eixo x).

Tabela 4. Analise funcional dos genes mais e menos expressos no grupo CHC em relacdo ao

grupo controle, divididos em trés categorias de acordo com: processo bioldgico, funcéo

molecular e componente celular através do Gene Ontology Consortium (GO).

N.GENES N.GENES

Categoria GO ID Classificagcdo GO + exp. —exp.
G0:0005215 transporter activity 138 133
G0:0045182 translation regulator activity 1 10
G0:0003824 catalytic activity 642 752
Funcéo G0:0016247 channel regulator activity 6 3
Molecular G0:0004872 receptor activity 164 83
G0:0004871 signal transducer activity 35 23
G0:0016209 antioxidant activity 4 11
G0:0005198 structural molecule activity 115 80
G0:0005488 binding 757 388
GO0:0071840 cellular component organization or biogenesis 231 110
G0:0009987 cellular process 1089 701
GO0:0051179 localization 277 206
GO0:0000003 reproduction 51 17
G0:0065007 biological regulation 241 152
Processo GO0:0050896 response to stimulus 326 175
Biolégico G0:0032502 developmental process 353 142
G0:0032501 multicellular organismal process 205 1
G0:0040011 locomotion 46 109
G0:0022610 biological adhesion 114 9
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G0:0008152 metabolic process 745 48
G0:0040007 growth 1 782
GO0:0002376 immune system process 240 1
G0:0001906 cell killing 2 88
G0O:0045202 synapse 4 3
G0:0030054 cell junction 14 10
G0:0016020 membrane 207 174
Componente | GO:0032991 macromolecular complex 124 119
Celular GO0:0031012 extracellular matrix 56 19
G0:0044464 cell part 457 367
G0:0043226 organelle 275 217
G0:0005576 extracellular region 126 66

Dos genes apresentados como diferencialmente expressos provenientes da
analise comparativa entre o grupo carcinoma hepatocelular e grupo controle (figado
normal), foram selecionados 0os 10 mais expressos e 0os 10 menos expressos para

estudos mais detalhados, como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Top 10 genes mais e menos expressos entre os grupos CHC e figado normal

Genes menos expressos Genes mais expressos

Gene log2 fold-change p-value Gene log2 fold-change p-value
CFHR5 -10,1 9,56E-42 | COL11A1 7,3 4,61E-09
HFE2 -9,36 2,58E-27 | SFRP4 7,28 9,18E-05
HPR -9,35 3,63E-41 | SFRP2 7,06 3,58E-03
SLC38A4 -9,3 4,64E-90 | LRRCI15 6,73 3,94E-05
SLC10A1 -9,09 2,71E-20 | CCL18 6,34 5,23E+00
LPA -9,06 6,28E-27 | ADAMDEC1 6,31 2,19E+02
GSTM1 -8,97 2,76E-22 | COL1A1 6,29 1,16E-16
ACOT12 -8,96 2,04E-23 | COL10A1 6,17 2,19E+01
CYP1A1 -8,89 1,29E-22 | CTHRC1 6,04 3,61E-03
SMLR1 -8,33 8,18E-16 | OLR1 5,99 8,83E-02

Os genes COL11A1, COL1Al, COL10Al e CTHRC1 sédo conhecidos por
fazer parte da familia do coldgeno, maior componente intersticial da matriz
extracelular. Estudos associam a familia do colageno ao desenvolvimento de fibrose
hepatica, cirrose e hepatocarcinoma invasivo, e apontam que genes pertencentes a

esta familia desempenham um importante papel na formacéo de tumor*>%°*,

A superexpressao do gene COL11Al ja foi relacionada com a invasdo e

progressao tumoral, e foi altamente associada a diversos tipos de cancer, entre eles
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o cancer de ovario, pancreas, figado, rins, géstrico, pulmonar, oral, colorretal,

mamario, glioblastoma, entre outros®!>2>3,

A expressao diferencial do gene COL1A1 j4 foi associada a cirrose hepatica,

cancer renal, de ovario, mamario, entre outros*®>*,

A superexpressdo do gene COL10A1 ja foi associado a diversos tipos de
tumores, entre eles o cancer de mama, estdbmago, pulméo, pancreas, bexiga, ovario,

esofago, colorretal, figado, préstata, cérebro, rins, entre outros*.

Ainda, tumores de mama, melanoma invasivo, CHC, cancer gastrico, cancer
de pulmd@o de células ndo pequenas, tumor estromal gastrointestinal, colorretal
apresentaram superexpressdo de CTHRC1°¢°"°839%0 Estudos sugerem que este
gene possa contribuir para a reparacao tecidual através da deposicdo de matriz de

colageno e promover a migracao celular®.

Os genes SFRP4 e SFRP2 pertencerem a familia das proteinas secretadas
relacionadas a frizzled, glicoproteinas que agem como moduladores da via de

sinalizacdo de Wnt®%®,

Alguns estudos apontaram 0s genes SFRPs como
supressores tumorais por estes encontrarem-se hipermetilados em diversos tipos de
cancer®®. No entanto, outros estudos relacionaram SFRPs com a proliferacéo celular
em alguns tumores®. O gene SFRP4 tem sido associado a proliferacdo e
diferenciacéo celular, implicando em um importante papel na carcinogénese®. A
superexpressao do gene SFRP2 tem sido associada a promoc¢édo do crescimento
celular, favorecendo o desenvolvimento de alguns tumores®. Estudos verificaram
uma expressao alterada desses genes em diversos tipos de cancer, entre eles o
cancer de ovario, prostata, pancreas, rins, endometrial, cervical, bexiga, colorretal,

entre outros®26364,

LRRC15 codifica uma proteina transmembrana e esta relacionado a invasao

celular. Este gene ja foi associado a diversos tipos de cancer, principalmente ao

cancer de mama e prostata®°%%"%,

O gene CCL18 codifica uma quimiosina produzida por células derivadas de

mondcitos®®. Uma producdo excessiva de CCL18 em macréfagos ja foi observada

70,71

em doencas inflamatérias cronicas e fibroses Estudos também verificaram
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alteracdo da sua expressdo em cancer de ovario, gastrico e glioma’®"*"*"> Qutro
estudo conduzido em cancer de mama sugere que este gene esteja associado a
promocdo da adesdo a matriz extracelular levando invasdo celular®® e
angiogénese’®. No entanto, o papel do gene CCL18 na progress&o tumoral ainda é
controverso. Alguns autores sugerem que este gene funcione como um

75,77

imunossupressor em cancer de ovario enquanto outros associaram este gene

com a sobrevida prolongada em pacientes com adenocarcinoma gastrico”>.

O gene ADAMDEC1 codifica uma proteina pertencente a familia das
metaloproteinases desintegrinas, expressas por macréfagos e células dendriticas’®,
envolvidas em diversas funcbes biologicas, entre elas a fertilizagdo, adeséo,
migracdo e protedlise’®. Essas proteinas foram relacionadas a progressdo tumoral e
a tumorigénese de diversos tipos de tumores. Estudos encontraram associacdes
entre ADAMDECL1 e cancer colorretal, CHC, cancer gastrico em estagios avancados,

cancer neuroldgico, entre outros’®"®.

O receptor scavanger semelhante a lectina, codificado pelo gene OLR1, é
primariamente  expresso em células vasculares e oOrgdos altamente
vascularizados®®'. Sua ativacdo pode ocorrer através de estimulos indicativos de
dislipidemia, inflamag&o e danos iniciando diversas cascatas de sinalizagdo como
MAPSKs, proteinas quinases e fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1%28% A
superexpressao de OLR1 relacionada a obesidade foi observada em alguns tipos
tumorais como cancer de mama e prostata. Estudos recentes sugerem que a acao
do gene OLR1 através da mediacdo da sinalizacdo inflamatéria pelo NF-kB esteja

altamente associada a carcinogénese®%4,

E digno de nota que os top 10 genes mais expressos observados no presente
estudo foram repetidamente associados a diversos tumores, contudo, esses dados
sao provenientes de estudos individuais, onde apenas um ou poucos genes foram
investigados. Nossos resultados apontam superexpressdao desses genes

simultaneamente, sugerindo que estes possam atuar juntos no processo tumoral.

Dentre os top 10 genes menos expressos, o gene CFHR5 faz parte da familia
das proteinas FH (Fator H), agindo como um regulador da ativacdo do sistema

complemento®®%®’ Este gene codifica uma glicoproteina plasmatica produzida no
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figado®. Variac6es nesse gene foram encontradas em diversas doencas, como a
sindrome hemolitico-urémica atipica e nefropatias®® e em canceres como linfoma de
células B®. No entanto a funcdo da proteina produzida por esse gene ainda nao é

bem conhecida®®.

HFE2 codifica uma proteina chamada hemojuvelina, sintetizada no figado,
coracdo e musculos. Esta proteina estd envolvida no metabolismo do ferro e
também na regulacdo de hepcidina, a qual esta envolvida ha manutencao dos niveis
regulares de ferro na circulacdo. Defeitos nesse gene estdo associados ao
desenvolvimento da hemocromatose juvenil, onde os altos niveis de ferro podem
levar ao hipogonadismo hipogonadotréfico, fibrose ou cirrose hepética e

cardiomiopatia®®°.

O gene HPR é responsavel pela codificacdo da proteina relacionada a
haptoglobina, conhecida por ligar-se a hemoglobina com alta afinidade, podendo
contribuir para a depuracdo da hemoglobina, permitindo a reciclagem hepética do

ferro®°*. Estudos relacionaram este gene ao cancer de mama®.

SLC38A4 codifica um transportador de aminoacidos so6dio dependente
encontrado predominantemente no figado®. Estudos relataram a ocorréncia de

polimorfismos nesse gene em casos de cancer de pulmao®.

SLC10A1l codifica uma (glicoproteina pertencente a familia dos
cotransportadores de sodio e &cido biliar e que participa da circulagdo entero-
hepatica dos &acidos biliares®™. Estudos verificaram a presenca da proteina gerada
por este gene na reabsorcdo de acidos biliares na membrana basolateral dos

hepatdcitos®.

Codificada pelo gene LPA, a serina proteinase possui uma acao inibitéria da
atividade do ativador de plasminogénio tecidual tipo | e constitui-se de uma porcéo
substancial lipoprotéica clivada proteoliticamente, gerando fragmentos que se fixam

a lesdes ateroscleréticas e promovem a formagéo de trombos®’.

O gene GSTM1 é conhecido por ser membro de uma super familia de GSTs
(Glutationa-S-tranferases) desenvolvendo um importante papel na biotransformagao
e conferindo protecdo contra uma ampla gama de substancias toxicas. Entretanto,



50

pode ocasionalmente levar a formagdo de componentes ainda mais toxicos que o
substrato inicial, levando ao desenvolvimento de doencas. Variagdes nesse gene
foram observadas e demonstraram diferenca na susceptibilidade a exposicdo de
toxicos ambientais, resisténcia a tratamentos quimioterapicos, variabilidade na
resposta a droga, manifestacéo de diversas doencas e desenvolvimento de cancer®,
Estudos verificaram alteracbes nesse gene em diversos tipos de céancer, como

cancer de cabeca e pescogo e cancer de pulm&o®*®.

ACOT12 codifica proteinas Acyl-CoA thioesterase tipo 12, que fazem parte de
um grupo de enzimas que hidrolisam a Coenzima A (CoA). Doencas associadas ao
ACOT12 incluem leucoencefalopatia com substancia branca evanescente. Entre
suas vias estdo a biossintese e metabolismo de Fatty Acyl-CoA. As anotacfes de
GO (Gene Ontology) relacionadas com este gene incluem a ligacao de lipidos e a

atividade de acetil-CoA hidrolase!®’.

CYP1A1 codifica uma enzima membro da familia CYP1 e desempenha um
papel fundamental no metabolismo de drogas e produtos quimicos ambientais. A
enzima CYP1Al é a mais ativa entre os CYPs na metabolizacdo de pré6-
carcinogénicos, podendo contribuir para a oncogénese'®?. Estudos relacionaram
esse gene a varios tipos de cancer, como o0 carcinoma renal, pulmonar e

mam éri0102'103'104.

O gene SMLR1 codifica uma proteina rica em leucina e sua funcdo ainda é

desconhecida pela falta de estudos relacionados a este gene'®.

Dentre os top 10 genes observados menos expressos na presente casuistica,
somente GSTM1, SLC38A4, HPR, CFHR5 e CYP1Al foram anteriormente
associados a processos tumorais. Os demais genes, embora ndo tenham sido
observados em estudos sobre a génese ou progressao tumoral, estdo intimamente
associados a func¢des hepaticas ou relacionadas a componentes produzidos pelo
figado. Esses achados podem sugerir que a presenca do tumor provoque a
desregulacdo nesses genes, contudo, estudos mais especificos devem ser

conduzidos para a confirmacao dessa hipétese.

O NGS (Next-generation sequencing) produz um elevado numero de dados,

com riqueza quantitativa e qualitativa, estimulando a sua exploracdo com diferentes
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ferramentas computacionais e diferentes abordagens bioldgicas. Os achados do
presente estudo evidenciaram, em uma analise primaria, genes com potencial para
servirem como biomarcadores em carcinoma hepatocelular. Talvez, a associacdo de
alguns dos top 10 genes considerados em nosso estudo seja uma estratégia a ser
considerada nesse sentido, e essa serd a proxima etapa do presente estudo, além

de outras analises computacionais.



Conclusdo
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5 CONCLUSAO

O sequenciamento global do transcriptoma dos grupos carcinoma
hepatocelular e controle, e posteriormente a andalise de expressao diferencial entre
os dois grupos possibilitou a identificacdo de 4.792 genes diferencialmente

eXpressos;

Os 10 genes mais expressos nha casuistica analisada ja foram associados a

diferentes tipos tumorais;

Dentre os 10 genes menos expressos, alguns desempenham papeis
importantes na funcao hepatica ou sdo relacionados a componentes produzidos pelo

figado.

Os resultados do presente estudo podem sugerir que os genes COL11A1,
SFRP4, SFRP2, LRRC15, CCL18, ADAMDEC1, COL1A1, COL10Al, CTHRC1 e
OLR1, encontrados superexpressos, possam atuar em conjunto no processo

tumoral, servindo como possiveis marcadores moleculares da doenca.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo 1

Extracdo de RNA com TRIzol®(Invitrogen)

Antes de iniciar a extracdo, realizamos a maceracéo do tecido hepatico através de

lise mecanica com o homogeneizador Precellys®24-Dual, sob agitacdo com beads

de vidro a 6500rpm, por 2 ciclos de 15 segundos, com intervalo de 15 segundos

entre eles.

Seguiu-se entdo a extracdo de RNA total pelo método de uso do isotiocianato de

guanidina fenol-cloroférmio, realizada por TRIzol®(Invitrogen), como descrito a

seqguir:

1.
2.

10.

11.

As amostras maceradas foram transferidas para tubos com 1000ul de TRIzoI®;
Apos incubacdo em temperatura ambiente por cinco minutos, 200ul de
cloroférmio foram adicionados a mistura;

Procedeu-se a homogeneizagao vigorosa utilizando-se o vortex;

Seguiu-se a centrifugacdo a 11000g por 15 minutos em centrifuga refrigerada
(2°C);

A solucao foi separada em duas fases, uma aquosa (superior e incolor) e outra
organica (inferior e com tonalidade rosa). A precipitacdo do RNA ocorreu a partir
da fase superior que foi transferida em um novo tubo tipo eppendorf;

A esse novo tubo, ja com a solugédo aquosa, adicionados 500yl de isopropanal,
A mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente;

Seguiu-se a centrifugacdo a 11000g por 10 minutos em centrifuga refrigerada
(2°C);

O sobrenadante foi removido e seguiu-se a lavagem do pellet de RNA formado
no fundo do tubo com 1000yl de etanol 75% ;

Apos desprender o pellet do fundo do tubo, a amostra foi centrifugada por 5
minutos a 7000g a 2°C;

O sobrenadante foi removido e o pellet foi eluido em agua tratada com DEPC

(dietil pirocarbonato).
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OBS.: Os tubos e ponteiras utilizados em todas as etapas da extracdo estavam
livres de DNAses e RNAses;

Apos a extracdo, as amostras de RNA foram submetidas ao tratamento com DNAse

| (Ambion®) para eliminagao de possivel DNA genémico contaminante.



