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FARIAS FILHO, Epitacio Dantas de. Analise do Transcriptoma de Carcinoma Renal de
Células Claras Baseada em RNAs N&o Codificantes. Trabalho de Conclusdo de Curso,
Graduacao em Engenharia Biomédica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 70 p.,
2022,

RESUMO

O carcinoma renal de celulas claras é o subtipo mais comum entre os pacientes com cancer
no sistema urindrio e quando em metastase, apresenta uma baixa taxa de sobrevida. As
alteracdes em nivel de genoma e transcriptoma, especificamente dos mRNAs, ja foram
extensivamente analisadas e apenas nos Ultimos anos comecaram a aparecer estudos
mostrando a importancia dos RNAs nédo-codificantes na regulagdo da expressdo génica.
Desta forma, o objetivo deste estudo é investigar a atividade dos RNAs, com um foco nos
ndo codificantes, no carcinoma renal de células claras, através da anélise e integracdo de
dados de pacientes do The Cancer Genome Atlas utilizando técnicas de bioinformaética,
analisando padrdes dos pacientes da coorte, alteracdes gendmicas e de transcriptoma. A
analise exploratéria mostrou que o estado de sobrevida dos pacientes estd atrelado
significativamente com o estadiamento da doenca. A andlise de expressao diferencial entre
tecidos normais e tumorais, identificou 2.999 RNAs codificantes, 271 IncRNAs e 132
miRNAs, com um Log2FC = |2| e FDR < 0.01. A anélise funcional dos genes
diferencialmente expressos mostrou um enriquecimento de termos relacionados a vias
oncologicas renais e doencas relacionadas ao rim. Por fim, a construcdo da rede de
competicdo enddgena, permitiu a identificacdo e visualizacdo de alvos comuns entre 18
InNcRNAs e 75 miRNAs. A partir de curvas de sobrevida com p-valor significativo associadas
a expressao dos 18 IncRNAs pertencentes a rede, foi observado o comportamento inverso
de dois IncRNAs, EPB41L4A-AS1 e SNHG15, que quando subexpressos se relacionam com
pior e melhor prognostico, respectivamente. Por fim, estudos na literatura mostram que estes

INcCRNAS apresentam caracteristicas para provaveis biomarcadores.

Palavras-chave: Carcinoma Renal. RNAs ndo codificantes. Analise de Expressao

Diferencial. Rede de Competicdo Enddgena. Andlise de Sobrevida.
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FARIAS FILHO, Epitacio Dantas de. Transcriptome Analysis of Renal Clear Cell
Carcinoma Based on Non-Coding RNAs. Conclusion Work Project, Biomedical
Engineering Bachelor Degree, Federal University of Rio Grande do Norte, 70p., 2022.

ABSTRACT

Clear cell renal carcinoma is the most common subtype among patients with cancer of the
urinary system, presenting a poor prognosis when metastasized. Alterations at the genome
and transcriptome level, specifically of mRNAs, have already been extensively analyzed,
however recent studies reveal the importance of non-coding RNAs in the regulation of gene
expression. This study aims to investigate the activity of RNAs, with a focus on non-coding
genes in clear cell renal cell carcinoma by analyzing patient data from The Cancer Genome
Atlas using bioinformatics techniques, analyzing cohort patient patterns, genomic and
transcriptome alterations. Exploratory analysis showed that patient survival status is
significantly correlated with disease staging. Differential expression analysis between
normal and tumor tissues, identified 2,999 coding RNAs, 271 IncRNAs, and 132 miRNAs,
with a Log2FC = 2 and p-value of 0.01. Functional analysis of the differentially expressed
genes showed an enrichment of terms related to renal oncology pathways and kidney-related
diseases. Finally, the construction of the endogenous competition network allowed the
identification and visualization of common targets among 18 IncRNAs and 75 miRNAs.
From survival curves with a significant p-value associated with the expression of the 18
IncRNAs belonging to the network, the inverse behavior of two IncRNAs, EPB41L4A-AS1
and SNHG15 when underexpressed are relate to a poor and better prognosis, respectively.

Finally, studies have shown that these INcRNAs are cancer-related and potential biomarkers.

Keywords: Renal Carcinoma. non-coding RNAs. Differential Expression Analysis.

Endogenous Competition Network. Survival Analysis.
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1. INTRODUCAO

O céncer de rim, ou cancer renal, € uma doenca que tem como caracteristica base a
proliferacdo descontrolada de células neoplasicas, que podem ocorrer em ambos 0s rins ou em
somente um (MOTZER etal., 1996). A partir dos registros disponibilizados pelo Global Cancer
Observatory (GCO) em 2020, foram confirmados mundialmente cerca 432 mil casos de
canceres renais e uma média de 179 mil mortes também causadas por essa patologia (IARC,
2022). Segundo dados da American Cancer Society de 2017, os pacientes de cancer renal
apresentam uma taxa de sobrevida por cinco anos de 93% quando o tumor ndo entra em
metastase e 15,3% quando em metastase. Estima-se que em 2022 sejam registrados cerca de
79.000 casos de cancer renal e aproximadamente 13.920 mortes, nos Estados Unidos da
América (EUA), segundo dados do Programa de Vigilancia, Epidemiologia e Resultados Finais
(SEER) do Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos (SEER, 2022). Em territorio
nacional, segundo dados disponibilizados pelo Instituto Nacional de Céancer, o cancer renal
representou cerca de 0,23%, aproximadamente 3.630 mortes, dos 6bitos relacionados a cancer
no pais em 2020 em ambos 0s sexos (INCA, 2022).

Apesar de apresentar baixos valores de incidéncia e mortalidade no mundo atualmente, o
GCO projeta um grande crescimento nos registros de casos e mortes relacionados ao cancer de
rim (PADALA et al., 2020). As razBes por esses baixos indices nos dias de hoje podem ser
relacionadas a inumeros fatores, tais como a forma de diagnostico, dado que este carcinoma é
encontrado muitas vezes de forma acidental, bem como as caracteristicas ambientais ao qual o
individuo acometido com a patologia esta inserido, o estilo de vida que o paciente levava antes
do diagndstico e entre outros.

Somado aos fatores mencionados anteriormente, as alteragdes a nivel do genoma e na
regulacdo de processos celulares também estdo ligadas aos numeros de incidéncia e
mortalidade. O projeto Atlas do Genoma do Cancer (TCGA), entre 2006 e 2018 realizou a
caracterizacdo molecular de amostras de cancer primario, gerando um alto quantitativo de dados
genémicos, protedbmicos, transcriptdmicos e epigenémicos. Segundo o The Cancer Genome
Atlas Research Network (2013) a atividade dos &cidos ribonucleicos (RNAs) durante o
desenvolvimento e nas diferencas de sobrevida dos pacientes acometidos com o carcinoma nas
células claras do rim foram associadas significativamente com a progressdo/remissdo da
doenca.

O reconhecimento dos RNAs como estruturas de carater regulatorio no desenvolvimento
do céncer, como em diversas outras patologias, tem sido estudado desde a década de 50 de
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maneira transversal ao estudo do cddigo genético e da estrutura helicoidal do &cido
desoxirribonucleico (DNA) (MORRIS e MATTICK, 2014). Por ser uma area de estudo que
segue em constante evolucdo, o conhecimento das atividades desempenhadas pelos RNAs tido
como ndo-codificantes, que sdo moléculas de RNA que ndo serdo traduzidas em proteina,
dentro da biologia molecular ainda é inicial e necessita de mais estudos exploratdrios. A
realizacdo de uma analise dos RNAs ndo-codificantes, visando compreender quais deles estéo
expressos no contexto da doenca a ser estudada, permite realizar inferéncias sobre o
comportamento e a evolucéo dela.

Diante desse contexto, é possivel perceber que a atividade dos RNAs ndo codificantes
esta relacionada ao carcinoma renal de células claras e que a identificacdo dessas acdes esta
atrelada geralmente ao enriquecimento de varias vias imunologicas especificas. Logo,
compreender tais diferencas pode contribuir para uma melhor avaliacdo de risco e para o
desenvolvimento de potenciais tratamentos que poderiam reduzir as mortes por carcinoma renal
de células claras.

O trabalho sera organizado seguindo a formatacdo: no Capitulo 2 sdo apresentados 0s
objetivos, tanto gerais como especificos, do trabalho; no Capitulo 3 o referencial tedrico é
apresentado; no Capitulo 4 é feita a apresentacdo dos materiais e métodos aplicados; o
Capitulo 5 traz os resultados; O capitulo 6 traz as discussdes e por ultimo, o Capitulo 7
apresenta as conclusdes do estudo e trabalhos futuros.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo identificar e avaliar a fun¢do dos RNAs ndo codificantes

no carcinoma renal de células claras e relacionar o impacto desses genes com o

desenvolvimento e agravamento da doenca.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo consistem em:

Analisar de forma exploratdria os dados clinicos da coorte TCGA-KIRC;
Identificar as principais alteragdes gendémicas na coorte;

Identificar os RNAs codificantes e ndo codificantes diferencialmente expressos;
Avaliar o enriquecimento funcional dos RNAs diferencialmente expressos;
Construir uma rede de RNAs enddgenos competidores (ceRNASs) a partir dos
RNAs codificantes e ndo codificantes diferencialmente expressos;

Avaliar curva de sobrevida a partir dos RNAs participantes da rede de ceRNAs.



3. REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo sera feita uma reviséao bibliografica sobre os principais temas relacionados a
esse trabalho. Os assuntos abordados a seguir irdo contribuir para um melhor entendimento
sobre 0 assunto que sera discutido.

3.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER RENAL

Segundo Padala et al. (2020) o cancer renal, em suas posi¢cdes anatbmicas tida como
renal e pélvica renal, tem se tornado o subtipo patolégico com um grande aumento de
notificagdes, tornando-o mais comum no “mundo desenvolvido” nas ultimas décadas. Por se
tratar de uma doenca onde ocorre uma multiplicacdo desordenada das células renais, existem
variacOes do cancer de rim relacionadas ao tipo celular atingido (MOTZER et al., 1996), que
sera abordado na sec¢do 3.2.

De acordo com os dados do Programa de Vigilancia, Epidemiologia e Resultados Finais
(SEER) do Instituto Nacional do Céancer (NCI) dos Estados Unidos da América (EUA), estima-
se para 2022 aproximadamente 79.000 novos casos de cancer de rim e pelve renal,
representando cerca de 4,1% de todos novos casos de cancer. Atrelado a este dado, calcula-se
que haverdo a de 2,3% de mortes registradas por cancer no territério estado-unidense
equivalente a aproximadamente 13.920 mortes, o que faz com que ele fique entre os 10 canceres
mais comuns no pais (PADALA et al.,2020).

Ao ser comparado com outros tipos de cancer, o carcinoma renal apresenta um indice
de sobrevida de 5 anos de aproximadamente 93%. Partindo para uma observacgao baseada no
estadiamento da doenca, quando o cancer se espalha para os linfonodos regionais a taxa
sobrevida de 5 anos € de aproximadamente 72,3%, e quando se espalha para regides distantes,
caracterizando um cancer metastatico, a taxa de sobrevida passa a ser de 15,3%, como podemos
observar na Figura 1 (SEER, 2022). O cancer renal apesar de ser mais comumente
diagnosticado em homens na faixa etaria dos 65 aos 74 anos de idade, é também diagnosticado
em mulheres com idade média em torno de 65 anos (HOWLANDER et al., 2020).

No Brasil, dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude
(DATASUS) mostram que foram diagnosticados aproximadamente 1.941 casos de carcinoma
renal, exceto pelve renal, dentre os 259.542 casos de cancer registrados. Este quantitativo de
casos de carcinoma renal representa uma incidéncia de cerca de 0,75% dos casos de cancer no

ualtimo ano. Em 2020, as mortes por carcinoma renal representaram cerca de 0,23% das mortes
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relacionadas a cancer no pais, 0 que em numeros brutos representa aproximadamente 3.630

mortes por carcinoma renal (INCA, 2020).

Sobrevida Relativa de 5 Anos
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Estagio

Figura 1: Taxa de sobrevida de 5 anos (1969-2019), para pacientes com carcinoma renal e pelve renal a
partir do estadiamento da doenga.
Fonte: Adaptado SEER, 2022.

Por se tratar de uma patologia multifatorial, existem diversos fatores (Tabela 1) que
podem influenciar na sua progressdo, relacionados as caracteristicas ambientais, o estilo de
vida, doencas pré-existentes relacionadas a sindromes genéticas ou neoplasias hereditéarias,
como por exemplo Sindrome de von Hippel-Lindau, Esclerose Tuberosa, Sindrome papilar
hereditaria, Sindrome de Birt-Hogg-Dubé, e entre outros fatores (NABI et al., 2018; MOTZER
et al., 1996; PADALA et al.,2020).

Tabela 1:Fatores de Risco Relacionados ao Carcinoma Renal

Fatores de Risco

Modificaveis Nao-modificaveis
Tabagismo Idade
Obesidade Sexo

Dieta Raca
Hipertensao Doencas pré-existentes

Exposic¢do Ocupacional
Fonte: Nabi et al.(2018), Motzer et al. (1996), Padala et al. (2020).

3.2. FISIOPATOLOGIA DO CANCER DE RIM

Os rins sdo 6rgdos bilaterais, em conjunto das outras estruturas que compdem o sistema

urinario, localizam-se em regido retroperitoneal, entre os musculos do dorso e o periténio
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parietal (Figura 2a). Ao observar superficialmente, o rim tem um formato estrutural equivalente
ao de um feijdo, possuindo uma coloragdo castanha-avermelhada, em adultos saudaveis.
Quando se realiza um corte coronal em sua estrutura é possivel visualizar internamente as
seguintes estruturas: cortex renal, medula renal e o seio renal (Figura 2b) (MARTINI et
al.,2009).
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Figura 2:(a) Posicionamento anatémico, (b) corte coronal do rim.
Fonte: Martini et al., 2009.

Sabe-se que o cancer renal esta fortemente relacionado aos fatores de risco ao qual o
paciente pode estar exposto, como os listados anteriormente na secdo 3.1 e extensamente
discutidos por Nabi et al. (2018), Motzer et al. (1996) e Padala et al. (2020). A origem do cancer
de rim ocorre no cortex renal, que tem em sua estrutura o glomérulo, os aparatos tubulares e o
ducto coletor (Figura 2b) e se classifica histologicamente em trés tipos (Tabela 2).

Como apresentado na Tabela 2, a partir de sua classificacdo histoldgica o cancer renal
apresenta uma taxa de incidéncia, relacionando o subtipo e sua ocorréncia perante 0s casos
registrados. O carcinoma renal de células claras € 0 mais comum entre os trés tipos, com uma
incidéncia variando entre 70% e 80%, ja os papilares e os cromdfobos sdao menos comuns com
taxas de incidéncia que variam de 10% a 15%, e de 5%, respectivamente. Independentemente
do tipo célula que Ihe deu origem, o carcinoma renal pode manifestar-se tanto unilateral quanto
bilateralmente, ou seja, tanto somente em um ou nos dois rins (DALL’OGLIO et al.,2006).



Tabela 2:Classificacdo histologica do Carcinoma Renal.

Incidéncia

Tipo Caracteristicas (%)

Caracteriza-se pela coloragdo clara, “cristalina”, que as células
Carcinoma neoplésicas assumem depois de passar pelo tratamento
Renal de Células histoldgico e ao ser visualizada pelo equipamento de 70-80
Claras microscopia optica.

As células neoplésicas apresentam um padrdo de crescimento

papilar e o epitélio tumoral ainda apresenta resquicios do

tecido epitelial proximal dos ductos contorcidos, onde iniciou- 10-15
se 0 processo de oncogénese.

Carcinoma
Renal Papilar

E caracterizado pela presenca de células neoplasicas em
Carcinoma formatos poligonais e com as membranas celulares bem
Renal proeminentes, e diferentemente do carcinoma de células 5
Croméfobo claras, 0s vasos sanguineos tumorais sao bastante espessos e
hialinizados de forma excéntrica.

Fonte: Prasad et al. (2006) e Dall’Oglio et al. (2006).

Por se tratar de uma doenga silenciosa, devido ao tamanho da estrutura de origem, o
diagndstico do carcinoma renal ocorre frequentemente de maneira inesperada durante exames
clinicos de rotina, como exames de urina, imagens (ultrassonografia, tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética), ou em metastases, quando o paciente apresenta
quadro clinico da classica triade de hematuria, dores lombares e presenca de massas palpaveis
na lombar, chegando também a ter sinais de febre, perda de peso e leucocitose (NKF, 2017).

3.3. MECANISMOS MOLECULARES E INFLUENCIA DOS RNAs NAO
CODANTES NO CANCER

Os tumores renais, mesmo de uma mesma origem celular, apresentam uma
heterogeneidade entre si, ou seja, podem apresentar caracteristicas histolégicas e clinicas
distintas fazendo com que diferentes progndsticos e tratamentos sejam identificados e
aplicados. Essas diferencas podem, de certa forma, serem justificadas pela existéncia de
diversas classificagdes do carcinoma renal (Tabela 2) a partir da sua origem celular, exigindo
uma terapia especifica (DALL’OGLIO et al.,2006).

Modifica¢bes a nivel do genoma, transcriptoma e proteoma sdo comuns dentro do
processo de oncogénese e estadiamento da doenca, e diversos estudos tém sido realizados para
conhecer essas variagdes, como eles influenciam no desenvolvimento, no prognostico, na
intervencéo terapéutica utilizada e afins (GUIMARAES, 2020).



Com este propésito, o programa Atlas do Genoma do Céancer (TCGA, 2013) realizou
diversos estudos a partir de uma base de dados composta por 537 pacientes diagnosticados com
carcinoma renal de células claras (KIRC-TCGA). Estudos voltados para as caracteristicas
clinicas e patologicas, alteracBes gendmicas, como a alteracdo no nimero de copias, perfis de
metilacdo de DNA, expressdo de RNAs e assinaturas proteicas foram realizados, permitindo
assim uma andlise global dos mecanismos moleculares desta patologia.

Neste estudo (TCGA, 2013) foi identificada uma gama de alteracGes a nivel do genoma,
como a perda do braco cromossémico 3p, abrangendo todos 0s quatro genes mais comumente
mutados (VHL, PBRM1, BAP1l e SETD2). Foram identificados também 19 genes
significativamente mutados, como o gene supressor de tumor VHL, envolvido no processo de
oxigenacdo celular, e 0 gene PBRML1 e o complexo SWI/SNF, que atuam na manutencdo dos
estados das cromatinas. Além disso, foi observado que varias destas podem estar relacionadas
com o estadiamento e severidade da doenca. Adicionalmente, a partir da analise do
sequenciamento de mRNAs e miRNAs, foram identificados clusters distintos, indicando as
interacdes destes subtipos de RNAs como um importante componente da regulacéo do ccRCC
(TCGA, 2013). Os subtipos moleculares do ccRCC e os eventos que promovem a letalidade
do tumor, bem como a interacdo entre as células tumorais e seu microambiente, foram revistos
e também foram elucidados os mecanismos essenciais no desenvolvimento do processo

tumoral, e os estudos apontam suas possiveis implicacOes terapéuticas (JONASCH et al., 2021).
3.4. RNAs E SEUS PAPEIS NA ONCOGENESE

O papel dos RNAs para a biologia molecular foi estabelecido desde a década de 50,
apos o conhecimento da estrutura de dupla hélice do DNA, e foi inicialmente relacionado a
maquinaria envolvida na sintese de proteinas, incluindo os RNAs mensageiros (MRNA), 0s
RNAs ribossémicos (rRNA) e os RNAs transportadores (tRNA) (MORRIS e MATTICK,
2014). Entretanto, apenas no fim do seculo 20 comecou a se perceber a real complexidade do
transcriptoma. O consoércio Enciclopédia Elementos do DNA (ENCODE) atraves do projeto
GENCODE, analisou 0 genoma humano e dos 85% que é transcrito, apenas cerca de 1% (Figura

3) é composto por RNA codificador de proteina, como apresentado por Djebali et al. (2012)
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Figura 3: RNAs codificantes e ndo codificantes do genoma humano e suas classificagdes em relacdo a
guantidade de nucleotideos.
Fonte: Adaptado de Gomes et al. (2019).

Os RNAs néo codificantes (ncRNASs) sdo aqueles que ndo sdo traduzidos em uma
proteina funcional. Estruturalmente, os RNAs ndo codificantes podem ser classificados pela
quantidade de nucleotideos que os compdem - caso 0 RNA possua menos de 200 nucleotideos
ele é tido como um RNA pequeno ndo-codificante (SNncRNA) e caso possua mais de 200
nucleotideos, é chamado de RNA longo ndo-codificante (IncRNA) (KLINGE, 2018).
Funcionalmente, os ncRNAs desempenham diversos papéis no ambiente celular, dependendo
de sua localizacdo e interagcdes especificas com DNA, proteinas ou outros RNAs. Varias
evidéncias mostram que 0s ncRNA estdo envolvidos com processos de regulagdo do ciclo
celular, diferenciacdo e desenvolvimento, como apoptose e metastases, alem de processos de
regulacao epigenética, guiando as enzimas modificadoras de cromatina para os sitios de acdo
(MORRIS e MATTICK;2014).

Quando desregulados, os IncRNAs agem em conjunto, afetando os genes relacionados
ao cancer, modificando a atividade dos fatores de transcricdo (TF), das proteinas ligantes de
RNA (RBPs) e os efetores de miRNAs ou reguladores candnicos. A partir da construcao e
analise de uma rede de IncRNAs, Chiu et al. (2018) sugere que inimeros IncCRNAs sdo
especialistas em transcricdo quanto em pds-transcri¢do, agindo de diversas formas: (i) como
“iscas” para modular os efetores de seus alvos; (i) como cofatores ou guias para alterar as
interagOes promotor-TF; (iii) e como um “interruptor molecular” para alterar atividade de TF,

ou RBPs, atraves de mdaltiplos alvos.



As evidéncias do envolvimento dos InCRNAs na oncogénese permitiram que eles
fossem reconhecidos como marcadores de prognosticos tumorais, relacionado-os aos dados
clinicos dos pacientes, como na progressdo tumoral, sobrevida do paciente e infiltracdo imune
(STAELLO et al., 2020).

3.4.1. REDE DE RNAs ENDOGENOS COMPETIDORES (ceRNAS)

Com o avanco dos estudos a respeito dos RNAs ndo codantes, como apresentado
anteriormente, tém-se aumentado o entendimento sobre a associacdo dos IncRNAs com
atividades de regulacdo, mas esse entendimento ainda é raso, quando comparado com 0
entendimento das funcgdes desempenhadas pelos RNAs codantes. Em um ensaio publicado em
2011, Salmena e colaboradores apresentam a hipotese do “RNA enddégeno competidor”
(ceRNA), tido por ele como a “Pedra Rosetta da comunicagao escondida do RNA”, por
apresentar uma "linguagem/comunicacdo” mediada pelos sitios de ligacbes dos miRNAs, ou
elementos reconhecedores de miRNAs (MREs) (SALMENA et al., 2011). Essa comunicagéo
se torna uma forma de regulacdo desempenhada pelos miRNAs, uma vez que um unico
miRNAs pode regular mMRNAS e também sdo regulados por outros ncRNAS, como 0s INcCRNAS,
formando uma rede de regulagcdo/competicdo enddgena. (ALA, 2020).

Como os IncRNAs podem desempenhar a fungdo de modular os efetores dos seus alvos,
diversos estudos mostram que ao realizar essa funcdo com os miRNAs eles modulam a
expressao génica e caso exista um descontrole em algum componente dessa rede isso poderia
afetar o complexo regulatorio e culminar no desenvolvimento e na progressdo do cancer
(CHAN E TAY, 2018).

Com isso, a partir dessa necessidade de entender o papel desempenhado pelos RNAs
ndo codificantes na oncogénese e no prognostico de pacientes com cancer, o intuito deste
trabalho € analisar os dados de carcinoma renal de células claras, partindo da perspectiva da
rede de RNAs enddgenos competidores composta pela triade INCRNA-miRNA-mRNA.

3.5. REPOSITORIO DE DADOS E FERRAMENTAS PARA ANALISE EM
BIOINFORMATICA

Como mencionado anteriormente, os estudos a respeito das atividades a nivel de genoma
e de transcriptoma vém sendo desenvolvidos para compor os estudos relacionados a diversas
patologias, o que resulta na existéncia de um grande quantitativo de dados biologicos. Apesar

da existéncia deste montante de dados, as informacdes que eles trazem ndo se apresentam de
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forma sucinta e direta, fazendo com que necessite de uma aplicagdo computacional para a
extragcdo das informagOes mais relevantes. Agindo como um ponto de intersecgéo entre a
biologia e a ciéncia da computacéo, a Bioinformatica é o campo de estudo que busca além de
extrair as informacdes, realizando analises e tratamento dos dados que muitas vezes se
apresentam em um elevado grau de complexidade para o entendimento, realizar modelagem e

simulaces de sistemas bioldgicos e afins.

Os resultados obtidos por analises de bioinformatica podem contribuir para um melhor
entendimento da patologia, ou outro tdpico que esteja sendo estudado, demonstrando as causas
e efeitos da doenca, a incidéncia/prevaléncia, a influéncia do tratamento e/ou técnicas
utilizadas, como também auxiliar na criacdo e identificacdo de novos modelos e hipéteses de
estudo. Alguns dos repositorios de dados e o ambiente de desenvolvimento utilizados no

desenvolvimento deste estudo sdo apresentados a seguir.

3.5.1. GENOMIC DATA COMMONS - GDC

O repositorio Genomic Data Commons (GDC) (https://portal.gdc.cancer.gov)
desenvolvido pelo NCI apresenta 0s maiores e mais abrangentes conjuntos de dados genémicos
do cancer, dentre eles 0 TCGA e Pesquisa Terapeuticamente Aplicavel para Gerar Tratamentos
Eficazes (TARGET) (ZHANG,2021). Cada um desses projetos possui uma variedade de tipos
de dados moleculares processados e ndo processados, incluindo genémica, epigenémica,

protedmica, imagem, clinica e outros.

3.5.2. XENA BROWSER

O Xena Browser (https://xenabrowser.net) € uma plataforma que supre a necessidade
que os bioinformatas tém de visualizar os dados de cancer a partir de diferentes fontes, publicas
ou privadas, permitindo ao usuario uma forma segura e possivel de integragdo com outros
conjuntos de dados dmicos (GOLDMAN et al.; 2020). O Xena complementa algumas outras
ferramentas de andlise de dados existentes, tais como cBioPortal, Portal ICGC, Portal GDC,
IGV e se destaca em mostrar tendéncias em coortes de mostras, células ou linhagens celulares,
sendo de extrema importancia para os pesquisadores, auxiliando-os a descobrir e validar seus
resultados. Apesar de apresentar um foco para a gendémica do cancer, a plataforma é completa

o suficiente para hospedar quaisquer outros dados gendémicos funcionais.
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3.5.3. BIOCONDUCTOR

O Bioconductor (https://www.bioconductor.org) é uma iniciativa de criacdo
colaborativa de software para biologia computacional e bioinformética baseada em linguagem
R (GENTLEMAN, 2004). Desde 2001, o projeto tem como meta possibilitar o acesso a métodos
estatisticos e graficos para a analise de dados genémicos, fornecer uma plataforma para rapido
desenvolvimento e implementacdo de softwares e facilitar a inclusdo de metadados bioldgicos
na analise de dados gendmicos. Os objetivos do Bioconductor sdo: (i) simplificar os processos;
(if) promover analises estatisticas e melhor compreensao de ensaios bioldgicos; (ii) habilitar os
usuarios e desenvolvedores a explorar e interagir com dados e algoritmos para obter inferéncias
precisas. Para tanto, este projeto apresenta uma documentacdo acessivel e escalavel, além de

ser open-source e open-development.

3.5.4. RSTUDIO

O RStudio (https://www.rstudio.com) é um ambiente de desenvolvimento open-source
para a linguagem de programacao estatistica R, disponivel para diferentes tipos de sistemas
operacionais, o qual, através de uma interface dindmica e intuitiva, torna possivel o estudo
estatistico de dados e sua visualizacdo em graficos. Visualmente a ferramenta é dividida em
quatro janelas que permitem uma maior exploragdo dos seus recursos: o console onde o cédigo
é executado, o0 ambiente de desenvolvimento do cédigo, o ambiente de exibicao de varidveis e
0 ambiente de plotagem de gréficos e manuseio dos arquivos, pacotes e ajuda. Neste software
existem algumas funcdes pré-definidas, mas por meio de rotinas de instalacdo e ativacdo de
pacotes desenvolvidos para fins especificos é possivel ter um maior aproveitamento de uma

infinidade de outras funcbes para complementar 0 seu estudo.
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4. METODOLOGIA
4.1. DADOS DOS PACIENTES

Os dados dos pacientes com carcinoma renal de células claras do projeto KIRC-TCGA
foram consultados a partir do portal Genomic Data Commons (GDC) e do Xena Browser, sendo
obtidos os dados na versdo de Data Release v18.0 (07-19-2019). Foram analisados 3 conjuntos
de dados (Figura 4): (1) dados clinicos, composto por informacdes sobre idade ao ser
diagnosticado, tempo de remissao do paciente sem sintomas da doenca, tempo de sobrevida,
ocorréncia de diagnostico de cancer anterior, entre outros; (2) dados gendmicos, obtidos a partir
do sequenciamento completo do exoma (WXS) de cada paciente e apresentado em arquivos do
Formato de Anotacdo de Mutacdo (MAF); (3) dados de contagem transcriptoma, obtidos a partir
do sequenciamento dos transcritos (RNASeq).

A mesma estrutura de cdédigo de barras TCGA é usada para dados clinicos e
moleculares, permitindo a analise integrada de dados clinicos de pacientes e dados moleculares
baseados em amostras. Amostras de DNA normais foram fornecidas como aliquotas de rim

normal ndo envolvido no processo tumoral ou aliquotas de sangue de pacientes.
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Figura 4:Subconjuntos dos dados do projeto KIRC-TCGA.
Fonte: Autor.

4.2. AQUISICAO E ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS

Para a aquisi¢do dos dados junto ao GDC utilizou-se dos pacotes TCGAWorkflow,
versdo 1.19.1 (SILVA et al., 2016) e TCGADbiolinks, versao 2.24.3 (COLAPRICO et al., 2015)

e para a etapa de pre-processamento e andlise dos dados clinicos foram utilizados os pacotes
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Tidyverse, versao 1.3.0 (WICKHAM et al., 2019), SKimR, verséo 2.1.4 (WARNING, et al.,
2022), Finalfit, versdo 1.0.4 (HARISSON et al., 2021), Tableone versdo 0.13.2 (YOSHIDA et
al, 2022). Inicialmente, para a limpeza dos dados clinicos, todas as variaveis que apresentavam
menos de 50% de observacbes foram removidas e mantidas apenas as que apresentavam
registros unicos dos pacientes. A aplicacdo de boas praticas no tratamento dessas variaveis,
como a checagem das frequéncias, alteracbes no nome, e adequacdo do tipo e niveis das
variaveis foram realizadas.

A analise exploratoria da distribuicdo das variaveis numéricas, feita a partir da inspecao
visual de gréaficos univariados, de histogramas e tabelas para dados categoricos, possibilitou o
reconhecimento de 24 variaveis significativas, tomando um p-valor <0.01 como nivel de
significancia, para este estudo (APENDICE A).

4.3. ANALISE DE ALTERACOES GENOMICAS

As andlises gendmicas foram realizadas sobre arquivos do tipo Mutation Annotation
Format (MAF) utilizando o pacote Maftools, verséo 2.6.05 (Mayakonda et al., 2018).

Foi realizado um panorama do conjunto de dados e algumas importantes alteracdes a
nivel de genoma, como: (i) os tipos de variacdes existes; (ii) a classificacdo dessas variagdes;
(iii) as classes das variag@es de nucleotideo Unico; (iv) a quantidade de variantes por amostra
e (v) os 10 genes mais mutados na coorte. Por fim, foi realizada a checagem das vias de
sinalizacdo oncogénicas, analisando por meio de gréaficos de barras, as fracbes das vias afetadas

e a quantidade de amostras do conjunto de dados que apresentaram altera¢Ges nestas vias.

4.4. ANALISE DE ALTERACOES DO TRANSCRIPTOMA

As analises relacionadas as alteracfes do transcriptoma (Figura 5) foram realizadas
utilizando dados de sequenciamento de RNAs (RNASeq) e os pacotes GDCRNATools, versao
1.16.2 (Li et al., 2022) e gprofiler2, versdo 0.2.1 (KOLBERG et al., 2020).
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Figura 5: Organizacédo da analise transcriptémica.
Fonte: Autoral.

4.4.1. ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Os dados de expressdao dos RNAs foram obtidos a partir dos dados de contagem de
RNASeq e de miRNA-Seq, seguindo 0 método da média comparada do componente M (TMM),
gue consiste numa forma simples e efetiva de estimar os niveis de RNA (Robinson e Oshlack,
2010), e da transformacéo dos dados de contagem para o formato de log2-contagens por milhdo
(logCPM), estimando a relagdo média-variancia (Ritchie et al., 2015), para os dados de
sequenciamento.

Com os dados de expressao ja normalizados e transformados, foi realizada a analise de
expressdo diferencial entre os grupos de tecidos normais (72 amostras) e tumorais (530
amostras), baseando-se na metodologia aplicada pelo DESeq2, versdo 1.36.0 (LOVE et al.,
2014), utilizando log2FC = |2| e FDR < 0.01 , incorporado ao pacote GDCRNATOools. Este
método foi escolhido por conseguir detectar um maior nimero de genes diferencialmente
expressos (MONTI et al., 2022).

4.4.2. ANALISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

A anotacéo funcional dos genes diferencialmente expressos foi realizada contra bancos
de dados especialistas (APENDICE E) Para a analise de enriquecimento funcional foi utilizado
0 pacote gprofiler2, versdo 0.2.1 (KOLBERG et al., 2020) com FDR < 0,01.

4.4.3. REDE DE ceRNAs

A rede de ceRNAs foi construida a partir dos dados de expressdo diferencial de mMRNAs

e ncRNAs, visando estabelecer as interacdes existentes entre 0s INCRNAs-miRNAs-mRNAS.
Foi utilizado o pacote GDCRNATools, versdo 1.16.2 (LI et al.,2022) e a base de dados
15



desenvolvida por Li et al. (2013), starBase (https://starbase.sysu.edu.cn/), que tem como
objetivo decodificar as redes de interagdes celulares através de inimeras RBPs e RNAs. A
selecdo dos pares INCRNAs-mRNA e miRNA-mRNA foi feita a partir de 3 analises: (i) teste
hipergeométrico, que analisa a quantidade de miRNAs que um INncRNA e um mRNA
compartilham de forma significativa; (ii) da correlacdo de Pearson, que avalia a forga da
associagdo entre 0s INCRNAs e os miRNAS; e por fim (iii) dos padrdes de regulacdo que
avaliam a similaridade de regulacéo, a partir da correlacdo de expressao entre INCRNA-miRNA
e mMRNA-miRNA, e avaliam a sensibilidade de correlacdo, para medir a correlacdo entre os
MRNAs e INcCRNAs e se ela é mediada por um miRNA (LI et al.,2022). Os pontos de corte
desses resultados foram: p-valor do teste hipergeométrico e p-valor da correlacdo de Pearson <
0,01 e os padrdes de regulacao diferentes de 0, por fim foi utilizado o software Cytoscape,
versao 3.9.1 (SHANNON et al., 2003) para visualizacdo da rede.

4.5. ANALISE DE SOBREVIDA

Para as analises de sobrevida, se considerou o overall survival status e o survival time
dos pacientes com alta ou baixa expressao dos INCRNAs que compdem a rede de ceRNAs. A
probabilidade de sobrevida foi estimada usando 0 método de Kaplan-Meier e o teste de log-

rank p < 0,01, seguindo as funcdes disponibilizadas no pacote GDCRNATOools.
4.6. DESENVOLVIMENTO

Os scripts desenvolvidos neste estudo foram baseados na linguagem de programacao
estatistica R, versdes 4.0.4 e 4.2.0, utilizando o ambiente de desenvolvimento RStudio versdo
2022.02.3+492. As implementacdes computacionais foram realizadas no servidor do Centro
Multiusuario Bioinformatica (BioME) do Instituto Metrdpole Digital. Os codigos e datasets
foram disponibilizados em um repositorio no GitHub
(https://github.com/epfarias/INCRNASKIRC _analysis).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE EXPLORATORIA

Inicialmente, foi realizada uma analise exploratoria dos dados clinicos para descrever
as caracteristicas basicas da coorte do TCGA-KIRC e apds uma verificacdo cautelosa de cada
uma das variaveis, foram selecionadas as 23 variaveis que traziam informacdes importantes
relacionadas a aspectos demograficos e clinicos da coorte (APENDICE A). Este grupo
apresentou uma idade mediana ao diagndéstico de 61 anos, sendo que 65% dos pacientes eram
do sexo masculino, 35% do sexo feminino e em relacdo a raca 93% se declararam caucasianos,
3,4% afro-americanos/negros e 1,6% asiaticos. Uma representacao consideravel foi fornecida
por sites europeus, alterando adicionalmente o equilibrio de amostras de tumores em favor de
doadores caucasianos. Os tumores apresentaram uma distribuicdo de estagio tumoral e grau
tipico da doenca. Especificamente, 372 tumores representam doenca localizada (fase I-estagio
I11), com 74 ocorrendo com doenca metastatica sincronica (estagio 1V).

Entre as variaveis selecionadas, o status vital (vital_status) é uma varidvel importante
para explorar quais aspectos clinicos sdo mais correlacionados com a sobrevida, com a
vantagem de haver ambiguidade minima na definicdo do evento - 0 paciente esta vivo ou morto
(LIU et al., 2018). Esta relacdo é mostrada na Tabela 3, onde podemos observar uma relagédo
significativa entre o status vital e as variaveis estagio da doenca segundo o Comité Conjunto
Americano de Cancer (ajcc_pathologic_stage), etnia (ethnicity), tratamento ou terapia
farmacéutica (pharmaceutical_treatment_or_theraypy), terapia ou tratamento a base de
radiacdo (radiation_treatment_or_therapy), dias at¢é o dltimo acompanhamento
(days_to_last_follow_up), idade (age). Por outro lado, ndo foi observada uma correlagéo entre
doenca sincrona (synchronous_malignancy), doenca anterior (prior_malignancy), género

(gender).
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Tabela 3:Distribuicdo das variaveis clinicas em relacdo ao status vital na coorte TCGA-KIRC.
Variavel dependente: Status Vital

- - Vivo Morto p-valor
Variavel independente
No 308 (85.6) 153 (86.4)
synchronous_malignancy No reported 48 (13.3) 24 (13.6) 0.371
Yes 4(1.1) 0 (0.0)
Stage | 224 (62.6) 45 (25.6)
. . Stage Il 44 (12.3) 13 (7.4)
ajcc_pathologic_stage <0.001
Stage Il 74 (20.7) 51 (29.0)
Stage IV 16 (4.5) 67 (38.1)
Clear cell 346 (96.1) 177 (100.0)
. . . adenocarcinoma
primary_diagnosis Renal cell 0.018
ena ce 14 (3.9) 0 (0.0)
carcinoma
. . no 310 (86.1) 153 (86.4)
prior_malignancy 1.000
yes 50 (13.9) 24 (13.6)
. No 352 (97.8) 167 (94.4)
prior_treatment 0.069
Yes 8 (2.2) 10 (5.6)
asian 7(1.9) 1(0.6)
black or_afrlcan 45 (12.5) 11 (6.2)
race american 0.074
not reported 5(1.4) 2(1.1)
white 303 (84.2) 163 (92.1)
female 126 (35.0) 65 (36.7)
gender 0.767
male 234 (65.0) 112 (63.3)
hispanic or latino 23 (6.4) 3(1.7)
ethnicity not hispanic or 0.008
latino 227 (63.1) 132 (74.6)
no 164 (45.6) 29 (16.4)
pharmaceutical_treatment_or_theraypy not reported 171 (47.5) 89 (50.3) <0.001
yes 25 (6.9) 59 (33.3)
no 175 (48.6) 49 (27.7)
radiation_treatment_or_therapy not reported 170 (47.2) 86 (48.6) <0.001
yes 15 (4.2) 42 (23.7)
1534.2
days_to_last follow_up (1020.8) 890.4 (702.6) 0.003
Age 58.8(11.9) 64.2(12.0) <0.001

*As variaveis quantitativas sdo expressas como média e (desvio-padrao)
** As variaveis qualitativas sdo expressas como contagem e (porcentagem).
Fonte: Autoral.

5.2. ANALISE DE ALTERACOES GENOMICAS

A andlise das alteracGes a nivel do genoma possibilita avaliar o impacto destas sobre

seu produto, podendo ser a interrupcéo da producéo de proteinas, alteracdo da propria proteina,
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ou até mesmo, uma producdo de proteinas de forma desordenada e em alta quantidade.
Utilizando o pacote Maftools, avaliamos os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) no
genoma dos pacientes da coorte.

Dentre as mutacdes observadas em todo o conjunto de dados, Figura 6, a mutacao
missense foi a mais presente na coorte, apesar da maioria das mutacgdes terem sido do tipo SNPs,
com uma mediana de 44 mutagdes por amostra, também foram identificadas mutacGes baseadas
em insercdes e delecdes. Ao observar as alteracdes a nivel de nucleotideo, foi possivel notar
diversas transicOes e transversdes, onde a transversdo entre as bases nitrogenadas citosina e

timina foi a mais presente com 6.477 registros.

(a) - Classifica¢ao das mutagdes (b) Tipos de mutacgdes (C) Classificagdo de SNV
Missense_Mutation [ INNREGEG_G__— ™we =G | 1521
Frame_shit_De! [
Nonsense_Mutation . SNP A . 2035
Frame_shitt_ins [l e 3208
Splice_Site ONP
In_Frame_Del C=T - 6477
Translation Start Site INS e . 2300
In_Frame_Ins
Nonstop_Mutation DEL C=A - 3668
I I | 1 I 1 1 I I I 1 1 I I | I 1
(=] (=1 =]
§E § EE EEE 3 g g &8 & & Kk 8§
(d) Mutagdes por amostra (€)' Sumario de Classificagéo de (f) 10genes mais mutados
! mutagoes
554
73 -
FERM: W 0%
T I 15%
38 48 SETD? N 12%
BAP1 N I10%
MUC16 T
18 24 MTOR 7%
DNAHZ EEl5%
é CSMD3 5%
»J AN TS SGecs.  0 -~ S KDMEC B

a
53 —
107 =
167 =~

Figura 6: Sumario das alteracdes genéticas para TCGA-KIRC: (a) classificacdo e contagem das
mutacBes somaticas; (b) os tipos e contagem das variacdes; (c) contagens de transicOes e transversdes
dos SNVs; (d) a quantidade de mutagdes por amostra; (e) o b

Fonte: Autoral.

A Figura 7 apresenta os 10 genes mais mutados VHL, PBRM1, TTN, SETD2, BAP1,
MUC16, MTOR, DNAH9, CSMD3, KDM5C os tipos de mutagdes ocorridas para cada paciente
do estudo, a fragéo do tipo de mutacdo em cada um dos 10 genes alterados e o quanto alterado
0 gene esta dentro da coorte. Pode-se observar que cerca de 77,52% da coorte apresenta alguma
mutacdo génica e que dentre estas possiveis mutacfes, a missense e a fram_shitf_del, que

representa as dele¢des nas janelas de leitura, sdo as mais comuns. O gene mais alterado foi o

VHL, apresentando alteracdo em 45% dos pacientes do estudo.

19



Alterado em 269 (77.52%) das 347 amostras

554
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Figura 7: Oncoplot com os 10 genes mais frequentemente mutados. O histograma a direita do grafico
representa a porcentagem de alteracdo do gene em toda a coorte e os tipos de mutacGes sofridas, o
histograma acima representa o quantitativo de mutacfes por paciente.

Fonte: Autoral.

A Tabela 4 apresenta a funcéo e associa¢ao dos 10 genes mais frequentemente mutados.
Os genes VHL e BAP1 apresentam papel de supressor de tumor, diversos deles apresentam
alteracBes em canceres, como: CSMD3 aparece alterado no Carcinoma do Endométrio do
Corpo Uterino e Carcinoma de células escamosas de Cabeca e Pescoco; o VHL, PBRML,
MUC16 e KDM5C estéo relacionados com o ccRCC. (SAFRAN et al., 2021)

A analise das vias de sinalizacdo oncogénicas alteradas (SANCHEZ-VEGA et al., 2018)
possibilita observar quais estdo enriquecidas, tomando como base o nimero de genes alterados
em cada via na coluna a esquerda, e a fracdo de amostras alteradas para cada via, na coluna a
direita (Figura 8). Na coorte analisada as vias mais alteradas foram a RTK-RAS, NOTCH,
WNT, Hippo e PI3K.

Tabela 4: Funcdo e associagdes a doencas dos 10 genes mais frequentemente mutados.

(continua)
Gene Funcao Associagdo
VHL Codifica um conIpo_n(_ente~do Sindrome de Von Hippel-Lindau
complexo de ubiquitinacdo

Codifica complexos de Carcinomas renais: de células

PBRM1 remodelacdo da cromatina claras, ndo papilar e papilar de
dependentes de ATP células claras

TN Codifica uma proteina grande e Miopatia de Salih e Miopatia
abundante de musculo estriado. Miofibrilar, 9

SETD? Codifica uma proteina que interage Sindrome de Luscan-Lumish e

com a huntingtina.

Sindrome de Sotos
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Tabela 4: Funcéo e associagdo a doengas dos 10 genes frequentemente mutados

(concluséo)

GENE FUNCAO ASSOCIACAO
) . x Sindrome de Kury-Isidor e
Est4 envolvido na remog&o de . . o
BAP1 A : Sindrome de Predisposicao
ubiquitina de proteinas
Tumoral
COd'f'ca genes d_a fam|lla} de Displasia Cortical Focal, Tipo Il e
MTOR quinases relacionadas a , . .
o - Sindrome de Smith-Kingsmore
fosfatidilinositol quinase
MUC16 Codifica uma proteina que é Cistadenocarcinoma Seroso e
membro da familia das mucinas Adenocarcinoma de Célula Clara
CSMD3 Regulagdo do desenvolvimento Sindrome Tricorrinofalangeana,
dendritico Tipo Il e Carcinoma do
Endomeétrio do Corpo Uterino
Codifica a subunidade de cadeia Discinesia Celular Priméria e
DNAH9 L . .
pesada da dineina axonemal. Dextrocardia com Situs Inversus.
. x Transtorno do Desenvolvimento
Envolvidos na regulagéo da AP
. ~ Intelectual e Deficiéncia
KDM5C transcricdo e remodelacdo da .
. Intelectual, ambas do Tipo Claes-
cromatina
Jensen
Fonte: Genecards (https://www.genecards.org/).
Vias Fragéo de alteragéo da via Fragéo de amostras alteradas
oo [N s
Cell_Cycle - 515 | 7347
TGF-Beta _ 37 | 5347
U.lIJD D.IEE 0 .IED U.I]"E 1 .:Jﬂ D.iIJU U.IED D.llE 1 .iIJU

Figura 8: Principais vias oncogénicas alteradas. A esquerda a fracdo de alteracéo dos genes na viae a
direita a fracdo de amostras com a via alterada.

Fonte: Autoral
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5.3. ANALISE DE ALTERACOES DO TRANSCRIPTOMA

5.3.1. ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

Ap0s a andlise das alteracfes genémicas, realizamos a andlise de expressao diferencial
de genes codantes e ndo-codantes, entre os tecidos tumorais (530) e normais (72), utilizando
um log2FC = |2| e FDR < 0,01. Dos 13.266 RNAs codificantes, somente 2.842 estdo
diferencialmente expressos, sendo 1872 superexpressos e 970 sub expressos.

Em relacio aos RNAs ndo-codificantes, foram identificados 132 mIiRNAS
diferencialmente expressos, de um total de 418 miRNAs, sendo 60 superexpressos e 72 sub
expressos (Figura 09). Pode-se observar alguns miRNAs com uma grande varia¢do, como por
exemplo hsa-miR-508-3p e hsa-miR-514a-3p extremamente subexpressos, como também os

hsa-miR-155-5p e hsa-miR-122-5p extremamente superexpressos, com um logFC > |2.5]

hsa-miR-508-3 hsa-miR-210-3p hsa-miR-122-5p

hsa-miR-21-5p
100- hsa-miR-2355-5p hsa-miR-155-5p

hsa-miR-514a-3p
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-15a-5

hsa-miR-584-5p FDR <001
TRUE

-log10(FDR)

0-
5.0 25 00 25 5.0
log Fold Change

Figura 9: Volcano plot de miRNAs diferencialmente expressos entre amostras tumorais e normais. Os
pontos em vermelho indicam genes diferencialmente expressos a uma taxa de falsa descoberta de 1%
quando o ajuste de teste maltiplo de Benjamini-Hochberg é utilizado e logFC = 2.

Fonte: Autoral.

Em relagdo aos IncRNAs, foram identificados 271 diferencialmente expressos, de um
total de 816 IncRNAs, sendo 221 superexpressos e 49 sub expressos (Figura 9). Novamente
podemos observar INCRNAs com uma grande variacdo, como o AC079760.2, LINC00887,
LINCO00462, LINC02348 e TTC21B-ASL1, todos apresentando um aumento de expresséo, com
logFC > 5.
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Figura 10: Volcano plot de INcRNAs diferencialmente expressos entre amostras tumorais e normais. Os
pontos em vermelho indicam genes diferencialmente expressos a uma taxa de falsa descoberta de 1%
quando o ajuste de teste maltiplo de Benjamini-Hochberg é utilizado e logFC = 2.

Fonte: Autoral

5.3.2. ANALISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

Para avaliar os processos ou condi¢cdes em que os genes diferencialmente expressos
identificados neste estudo podem estar envolvidos, foi realizada a analise de enriquecimento
funcional contra as bases de dados listadas na metodologia. Na anotacdo destes dados contra
os termos do banco de dados Disease Ontology (DO) observamos que 0S genes
diferencialmente expressos estdo relacionados a diversas doengas como cancer no sistema
urinario, cancer renal, cAncer pulmonar e doengas virais e bacterianas, com valores estatisticos

significativos (Figura 12).

FDR
0.0100
DOID:4451~renal carcinoma &
DOID:3996~urinary system cancer|{ @ 0.0075
DOID:263~kidney cancer ® 0.0050
DOID:850~lung disease|{ @ 00025
DOID:4450~renal cell carcinoma L [ ] 0.0000
DOID:0050161~lower respiratory tract disease{ @ ‘
DOID:104~bacterial infectious disease L Counts
DOID:526~Human immunodeficiency virus infectious disease - . * 75
DOID:18~urinary system disease ® 100
DOID:0050338~primary bacterial infectious disease ¢ ® 125

161.71.81.92.021 @ 150
Fold enrichment

Figura 11: Principais vias enriquecidas pelo Disease Ontology para os mRNAs diferencialmente

eXpressos.
Fonte: Autoral.
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Quando feito o enriquecimento funcional contra as outras bases de dados funcionais
(Figura 12), foi observado uma via de miRNA enriquecida e também foi realizada uma
filtragem para as vias que estavam relacionadas diretamente com o cancer, independente do seu
sitio de origem e também com foco no carcinoma renal. A partir dessa filtragem foram
encontradas 6 vias metabdlicas enriquecidas relacionadas a cancer tanto renal quanto de outros
sitios de origem: HP:0012126, KEGG: hsa05200, KEGG: hsa05230, WP:WP4585,
WP:WP4018 e a via hsa-miR-335-5p relaciona com 0s miRNAs.

®
®
) ®
N [
®
® L
0 ;.. ®
[
© e P4 .‘
. N @ .. g * o ® ‘
(a)
id | source term_id term_name term_size | intersection_size p_value
1 HP HP:0012126 | Stomach cancer 28 13 2.3e-02
P [KEGG |KEGG:05200 |Pathways in cancer 517 120 1.3e-03
[ [KEGG |KEGG:05230 |Central carbon metabolism in cancer 69 20 4. Be-02
B WP WP WP4585 | Cancer immunotherapy by PD-1 blockade |23 13 1.5e-03
FE WP WP WP4018 | Clear cell renal cell carcinoma pathways | 85 v 9 2e-06
(b)

Figura 12: (a) Enriquecimento de mRNAs diferencialmente expressos contra base de dados; (b)
enriquecimento funcional para as vias: HP:0012126, KEGG: hsa05200, KEGG: hsa05230,
WP:WP4585, WP:WP4018 e hsa-miR-335-5p.

Fonte: Autoral.

5.3.3. REDE DE ceRNAs

A partir dos IncRNAs diferencialmente expressos (DEINncCRNAs) e dos mRNAs
diferencialmente expressos (DEmMRNAS) foi construida a rede de ceRNAs (Figura 13(a) e (b)),
sendo composta por 18 IncRNAs (APENDICE B), 128 mRNAs (APENDICE C) e 75 miRNAs,
onde destes 75, 18 apresentaram-se como diferencialmente expressos na coorte (APENDICE
D). Podemos observar a existéncia de um subgrafo maior com uma grande quantidade de
ligacGes entre 0s MiRNAS, 0s InNCRNAs e 0s MRNAS. Neste subgrafo, observamos tanto regides
de onde muitos mMRNASs se conectam por um ou dois miRNAs, com a presenca de 1 INCRNAs,

quanto regides que apresentam uma grande quantidade de miRNAs para poucos mRNAs. Além
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deste subgrafo maior, outros 9 subgrafos pequenos e independentes, compostos de 3 a 6

elementos, formam a rede de competicdo endogena.
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Figura 13: (a) e (b)Rede de ceRNAs da coorte KIRC-TCGA. Em laranja os miRNAS, em verde 0s
INcRNAs e em vermelho os mRNAs.
Fonte: Autoral.

5.4. ANALISE DE SOBREVIDA

Com as informagdes de status vital (vital_status) dos pacientes, disponibilizada pelos
dados clinicos e os 18 IncRNAs da rede ceRNA, foram construidas e analisadas as curvas de
sobrevivéncia para cada um deles, para avaliar a associacdo entre a sobrevida alta ou baixa
expressdo destes RNAs (APENDICE F). Como exemplo, foram destacados pela distingdo
significativa das curvas de sobrevida dois INCcRNAs: Small Nucleolar RNA Host Gene 15
(SNHG15) e o EPB41L4A Antisense RNA 1 (EPB41L4A-AS1). Como observado, a baixa
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expressdo de SNHG15 esta significativamente associada a uma maior sobrevida dos pacientes
(Figura 14), enquanto a baixa expressdo de EPB41L4A-AS1 esta significativamente associada
a uma menor sobrevida (Figura 15), indicando diferentes processos de regulacéo dos INCRNAS

no cancer renal.

1.00 group
=+ lowExp (N=265)
~+ highExp (N=265)

HR =2.18 (1.62-2.94)
logrank P value = 6.62e-07
0.75

Survival probability
e
o

0.25

0.00

0 1000 2000 3000 4000
Overall survival (days)

Figura 14: Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do SNHG15, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo
teste de log-rank.

Fonte: Autoral.
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Figura 15: Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do EPB41L4A-AS1, em relacdo ao tempo. p-valor determinado

pelo teste de log-rank.
Fonte: Autoral.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizada uma anélise utilizando técnicas de bioinformética dos
dados de sequenciamento completo de exoma do banco de dados do TCGA para identificar as
alteracdes genémicas e transcriptdmicas existentes na coorte, associadas ao estado de sobrevida
dos pacientes com carcinoma renal de células claras.

Os resultados das alteragfes gendmicas, corroborando com a literatura, indicam uma
alta taxa de mutacdo no gene VHL (Figura 7). Como se sabe, 0 VHL é um gene um supressor
de tumor que codifica um componente do complexo de ubiquitinacdo, e apresenta um papel
chave no sensoriamento de oxigénio celular, por meio da regulacdo do fator induzivel de
hipoxia (HIF), sendo um dos principais mecanismos relacionados ao ccRCC (GOSSAGE et al.;
2015).

Outros genes identificados como frequentemente mutados foram PBRM1, SETD2 e
BAP1, que apresentam importantes funcdes na biologia da cromatina (Figura 7). Estas
alteracdes podem estar associadas a mutacdes ou com a perda do braco cromossdémico 3p. A
perda ou alteragdo do PBRM1, esté relacionada a uma potencializacdo do HIF1-alpha, a perda
do BAP1 ao crescimento celular e uma assinatura transcricional de HIF (JONASCH et al.;
2021), e a perdo do SETD2 ao aumento da perda de metilacdo de DNA nas regides nao
promotoras (TCGA; 2013) e a um alto grau de Fuhrman, uma classificacdo patoldgica e
preditora de prognéstico de ccRCC (BRUGAROLAS, 2013; GOSSAGE et al., 2015).

As modificacBes que ocorrem a nivel de genoma podem gerar alteracBes em vias
oncogénicas, e foram identificadas 5 vias alteradas: RTK-RAS, WTN, Hippo, NOTCH, PI3K
(Figura 8). Todas estas vias atuam em processos celulares basicos, como proliferacéo celular,
diferenciacédo, apoptose, e quando desreguladas no cancer podem estar associadas a metastase
e sobrevida dos pacientes. Alem disso, algumas apresentam fungdes especificas como as vias
PI3K e WNT estdo associadas a resposta e resisténcia terapéutica, a via Hippo com o
crescimento de 6rgdos e a via NOTCH relaciona-se com a homeostase (ZYGULSKA et al.,
2017; BUGTER et al.,2021; REGAD, 2015; VARA et al., 2004; YUAN et al., 2015).

Para avaliar as alteracfes a nivel de transcriptoma, inicialmente foi feita uma analise de
expressdo diferencial entre o grupo de pacientes com ccRCC e o grupo controle foram
identificados 271 IncRNAs, 132 miRNAs e 2.999 mRNAs diferencialmente expressos, sendo
que alguns exibindo ampla e significativa variacdo - miRINAs com log2FC > |2.5| e InCRNAs
apresentando log2FC > 5.
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Entre os miRNAS subexpressos, podemos citar o hsa-miR-508-3p e 0 hsa-miR-514a-
3p, que quando subexpressos, apresentam relacdo com cancer de mama, de ovario e germinativo
de células testiculares, afetando a definicdo dos subtipos mesenquimais no ovario (ZHAO et
al., 2019) e desregulando o gene PEG3, que regula a via NF-kappa-B no testiculo (OZATA et
al., 2017). Entre os miRNAs identificados como superexpressos, hsa-miR-155-5p e hsa-miR-
122-5p apresentam funcdes relacionadas ao carcinoma renal. O miR-155-5p regulando o papel
do IncTCL6 que quando superexpresso induz apoptose as células do cancer renal (KULKARNI
et al., 2021), e 0 miR-122-5p induzindo um aumento da proliferacdo celular e invasdo das
células tumorais promovendo uma sub expressdo do FOXO3 e ativando a via de sinalizacao
PI3K/Akt (LIAN et al., 2013; NIE et al., 2018). Em relacdo aos INCRNASs superexpressos,
alguns se mostraram relacionados a carcinogénese (i) AC079760.2; (ii) LINC00887: IncRNA
associado a diversos canceres, como no carcinoma renal, e influenciando negativamente os
niveis de sobrevida quando superexpressos no cancer das células ndo pequenas pulmonares
(TIAN et al., 2019); (iii) LINC00462: promove progressao no cancer hepatocelular, por meio
da via PI3K/AKkt; (iv) LINC02348 e (v) TTC21B-AS1.

A partir dos resultados da analise de expressao diferencial dos mMRNAs, foi realizada
uma analise de enriquecimento funcional contra varios bancos de dados especialistas. As vias
enriquecidas contra 0 DO confirmam a relacdo dos genes diferencialmente expressos com
carcinoma renal e diversas doencas do sistema geniturinario, de outros sistemas e também
relacionadas a doencas infecciosas (Figura 11). Quando feito contra outras bases de dados
funcionais (Figura 12) foi observado que existia um enriquecimento de vias de cancer bem
discutidas na literatura, como por exemplo a via WP:WP4585 que envolve a regulacdo das
células T imunoldgicas e se encontra alterada e inibida em processos cancerigenos Sadreddini
et al. (2019) propdem que a utilizacdo de imunoterapicos nesta via pode fornecer uma resposta
positiva para o tratamento do cancer.

Para analisar como os ncRNAs participam da regulacdo do ccRCC, foi construida uma
rede de ceRNAs mediada pelos IncRNAs, composta por 18 IncRNAs, 75 miRNAs e 128
MRNAs, identificados como diferencialmente expressos, e levando em consideragdo os testes
hipergeométricos, a correlagcdo de Pearson e os padrbes de regulagdo. Além disso, foram
analisadas as curvas de sobrevida dos pacientes da coorte, associadas a cada um dos 18
INcRNAs. A partir das curvas de sobrevida, do p-valor e do log-rank associado a elas, 0s
INcRNAs EPB41L4A-AS1 e SNGH15 foram destacados por apresentarem padrdes de baixa e

alta expressdes distintas e possuirem diferentes curvas sobrevida significativas.
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O EPB41L4A-AS1 é um IncRNA anti-sense localizado na regido 5¢22.1 do
cromossomo. Nossos resultados mostram que, em baixa expressdo, o EPB41L4A-AS1
apresenta uma associacdo negativa e significativa (p-valor = 1le-04) na probabilidade de
sobrevida dos pacientes com ccRCC, e resultado que € corroborado por estudos ja publicados.
Yang e Lv (2022) realizaram testes laboratoriais e confirmaram que para o cancer de mama
EPB41L4A-AS1 atua como um gene supressor de tumor e que sua baixa expresséo implica no
desenvolvimento da doenca. Ja Liao et al. (2019) também confirma que sua baixa expresséo,
ou delecdo, esta ligada ao baixo prognostico em pacientes com cancer e complementa que
alteracOes nele estdo relacionadas com o aumento da glicolise aerdbica e a glutamindlise, que
ficam mais acelerada devido a presenca do HDAC?2 nas regides promotoras do VHL.

De forma contréria, a baixa expressdo do RNA longo intergénico SNHG15, por sua vez,
apresenta uma associacao significativa (p-valor = 6.7e-07) com uma melhor sobrevida destes
pacientes. O SNHG15 tem sua localizagdo no cromossomo 7p13, e a familia SNHG tem sido
associada a diversas func@es celulares, como também na oncogénese e na metastase de diversos
canceres. Du et al. (2018) demonstram que em estado de super expressao, COmo em nosso
estudo, 0 SNHG15 pode ser um onco-IncRNA que esta relacionado com a proliferacao, invasdo
e migracdo de células cancerosas do ccRCC, por meio da via de sinalizacdo NF-kappa -B,
influenciando negativamente no progndéstico de pacientes com ccRCC. Shuai et al. (2019),
corroborando também com estes resultados, mostra que em um estado de sub expressao as fases
G1/G0 do ciclo celular sdo afetadas,induzem a apoptose e quando em knockdown, ocorre a
regulacao dos processo de transicao epitélio-mesénquima.

Apesar da literatura apresentar descricOes testadas e validadas, o estudo sobre os
INCRNAs e suas atividades como participante de uma rede de ceRNAs no contexto da
progressdo dos canceres e de outras patologias, ainda continua em desenvolvimento. O estudo
atual apresenta diversas contribui¢cdes, mas ainda sim ha limitacdes. O TCGA fornece uma
grande quantidade de dados, possibilitando as andlises utilizando técnicas de bioinformatica,
possibilitando a exploracdo da ceRNA construida, entretanto existe uma lacuna no estudo dos
IncRNASs o que dificulta o entendimento das alteragdes e os mecanismos moleculares ao qual

eles estdo relacionados.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivos, explorar os dados clinicos do projeto TCGA-KIRC,
identificar as principais alteracdes gendémicas na coorte, identificar os RNAs codificantes e ndo
codificantes diferencialmente expressos, avaliar o enriquecimento funcional dos RNAs
diferencialmente expressos, construir uma rede de RNAs enddgenos competidores a partir dos
RNAs codificantes e ndo codificantes e por fim avaliar a curva de sobrevida a partir da
expressao dos RNAs participantes da rede de ceRNAs. Os resultados encontrados mostram que
as (i)alteracbes gendmicas e do transcriptoma indicam importantes alteracdes genéticas e
funcionais no ccRCC corroborando com dados da literatura; (ii) a incorporagéo de informacdes
relacionadas aos ncRNAs possibilita analisar os mecanismos relativos ao ccRCC sob uma nova
perspectiva; (iii) a construcdo e andlise de redes de ceRNAs auxilia o entendimento da
regulacdo do RCC a nivel transicional e pode sugerir possiveis novos alvos terapéuticos e
biomarcadores para o ccRCC; (iv) p6r fim a andlise dos 18 IncRNAs diferencialmente
expressos participantes da rede, mostrou uma relacéo significativa da expressdo deles com a

sobrevida dos pacientes.

Em relag&o aos trabalhos futuros, pretende-se ampliar o estudo sobre os outros INCRNAs
componentes da rede, para entender melhor como os processos bioldgicos aos quais eles
participam se relacionam ao carcinoma renal ou a outros canceres. Além disso, pretende-se
aplicar técnicas de aprendizagem de maquina para realizar a selecdo de variaveis (features) para
a construcdo de assinaturas transcricionais de genes ndo codificantes relacionadas ao

progndstico dos pacientes.
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APENDICE A

Tabela 5: Informagdes associadas aos dados clinicos — TCGA-KIRC

Variavel Tipo Descricao
patient_id chr* Identificacdo de cada paciente
synchronous_malignancy fot* > Presenga_dfe ou'Era céncer. durante
participagdo do projeto
ajcc_pathologic_stage fct Estadiamento da Doenca
days_to_last_follow_up num=** Dias até o Gltimo acompanhamento
prior_malignancy fct Diagnostico anterior de cancer
year_of diagnosis num Ano de Diagnostico
prior_treatment fct Tratamento prévio
ajcc_pathologic _t fct Classificagdo do tamanho tumoral
ajcc_pathologic_n fct Grau de espalhamento tumoral
ajcc_pathologic_m fct Classificacdo de distancia metastatica
race fct Raca
gender fct Género
ethnicity fct Etnia
vital_status fct Status de sobrevivéncia
age num Idade
year_of birth num Ano de nascimento
pharmaceutical_treatment_or_therapy fct Utilizagao de terapiia_o | tratamento
farmacéutico
radiation, treatment_or_therapy fot Utilizacdo de terapia ou tratamento

radioterapico

*Caracter
** Fator
**Numeérico

Fonte: Autoral.
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APENDICE B

Tabela 6: INcRNAs da ceRNAS

INcRNA LogFC p-valor FDR
PVT1 4,6699E+14 0 0

AC016876.2 2,00427E+13 1,90139E-67 5,94132E-66
SNHG1 1,62174E+14 8,20628E-45 1,20199E-43
SNHG15 1,77383E+14 1,47247E-45 2,12462E-43
GASS5 1,71819E+14 1,2035E-40 1,53394E-39
MAGI2-AS3 -1,63937E+14 1,20123E-37 1,39631E-36
AC021078.1 1,76055E+14 9,29266E-37 1,0524E-35
EPB41L4A-AS1 1,40784E+14 1,10275E-29 9,65241E-30
SNHG20 1,17689E+14 7,39169E-29 6,08506E-27
AC005154.1 1,63469E+14 3,92023E-27 3,14701E-26
C1RL-AS1 1,52538E+13 6,84728E-21 4,45549E-20
MIR497HG 1,46701E+14 6,0323E-18 3,4562E-17
AC015813.1 1,65621E+14 2,06128E-17 1,15952E-16
SNHG5 1,12029E+13 3,91405E-13 1,86097E-12
AF117829.1 1,11369E+14 1,13561E-09 4,62585E-09
NEAT1 1,5715E+13 9,78378E-07 3,53452E-06
MALAT1 1,24428E+14 0,01029378 0,030934564
H19 1,22691E+14 38887736,13 70145300,72

Fonte: Autoral
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APENDICE C

Tabela 7: mRNAs diferencialmente expressos participantes da ceRNA.

MRNAS Log2FC p-valor FDR
SCARB1 4,08183E+14 3,0338E-200 4,0074E-197
ATP1Al -2,78382E+14 6,3981E-176 4,4269E-173
AHNAK?2 4,08349E+14 1,5221E-118 2,3038E-116
PTHLH 6,42007E+14 2,9298E-104 3,1302E-102
DGKD 2,1064E+14 2,9092E-103 2,956E-101
IL2RB 3,01186E+14 1,4902E-101 1,4532E-99
RELT 2,09074E+14 1,51826E-93 1,19893E-91
PFKFB4 2,42103E+14 3,00341E-92 2,26112E-90
RNF149 1,31407E+14 5,89672E-87 3,74146E-85
TNFRSF10B 1,50585E+14 1,06938E-85 6,42069E-84
FAM111B 2,52046E+14 3,57607E-85 2,07013E-83
EZH2 1,85936E+14 1,3694E-78 6,19855E-77
LOX 4,05092E+14 4,00939E-76 1,69844E-74
APLN 2,46288E+14 7,38053E-65 2,13624E-63
MXD3 2,58312E+14 1,72045E-63 4,7525E-62
SPARC 1,82467E+13 3,43032E-63 9,35132E-62
KIF21B 2,12804E+14 3,59783E-62 9,48757E-61
MYO9B 1,16665E+14 6,18216E-61 1,5704E-59
INTS6L 1,75746E+14 1,70855E-57 3,82515E-56
LOXL?2 2,69089E+14 1,62265E-54 3,32072E-53
CSNKI1E 1,11511E+14 6,86921E-53 1,32373E-51
SH2D2A 2,75421E+14 7,12822E-53 1,37183E-51
CD276 1,21264E+14 7,25124E-53 1,39366E-51
CHFR 1,12043E+14 9,21742E-53 1,76921E-51
ZNF469 2,07153E+14 3,25696E-52 5,89335E-51
FHOD1 1,26884E+14 7,72672E-51 1,31003E-48
GFI1 2,48888E+13 4,07458E-48 6,60018E-47
PTTG1 2,39149E+14 5,23039E-47 8,23376E-46
SLAMF6 2,5291E+14 4,31092E-46 6,38508E-44
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SGPP1
CORO1C
UNCS5B
GATA3
MARCH3
NMB
P3H1
COL5A2
TNK?2
TET3
PROCR
RASD1
BRIP1
SLC41A2
ANLN
NHSL1
PHLDA3
PLXNA3
POLE2
TBX3
CNTNAP1
COL1A1
PXDN
CREB5
FGFR10P
INSR
NFKBIE
CCNL2
SIPAL1L2
PMEPA1
APBB3

JMY

-1,27863E+14
1,06197E+14
1,75291E+14
-3,08467E+14
1,44201E+14
2,58873E+14
1,33451E+14
2,06604E+14
1,39562E+14
1,01269E+14
1,60024E+14
-2,53109E+14
1,80406E+14
1,20905E+14
2,31616E+14
-1,25008E+14
1,66751E+14
1,35504E+14
1,33917E+14
-1,84524E+14
1,6477E+13
2,82095E+14
1,68253E+14
1,48735E+14
1,35648E+14
1,25311E+14
1,21977E+14
1,8094E+14
1,13631E+14
1,6071E+14
1,48491E+14

-1,21216E+14

1,3849E-42
1,04086E-41
4,84431E-41
9,9163E-41
7,1554E-40
1,00095E-39
2,48442E-39
3,63179E-40
4,30774E-39
5,95359E-39
6,50163E-40
4,08934E-38
9,27197E-36
2,59455E-35
7,95164E-34
1,17131E-33
5,15567E-33
1,03865E-31
1,19038E-31
1,25806E-31
6,32727E-30
1,76233E-29
2,50284E-28
6,35217E-28
2,09615E-27
2,8576E-27
2,884E-27
6,77997E-28
3,83014E-26
7,93845E-26
1,30284E-25

1,64824E-25

1,88414E-41
1,37755E-40
6,26784E-40
1,27508E-39
8,89375E-39
1,242E-38
3,04373E-38
4,4233E-38
5,23778E-38
7,19681E-38
7,85275E-38
4,8229E-37
1,00689E-34
2,78631E-34
8,09652E-34
1,1827E-32
5,08567E-32
9,76806E-31
1,11661E-30
1,17933E-30
5,59557E-29
1,53425E-28
2,10089E-27
5,25011E-27
1,70151E-26
2,31185E-26
2,33062E-28
5,4128E-26
2,98882E-26
6,14849E-25
1,0016E-24

1,2658E-24
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ATADS
HUNK
AATK

PPM1H
SPRY4
RFLNB

TRIMS52

SNAP25

KMT5C

ANKRD13B

ARL10

CLK2
CORO2B
VKORC1

DNA2

FSTL3

CA2

PRKCA

LYGE

IL15

RPL28

SH3RF3
SCOoC
SPRY1

IRX3

CLK1

CCND2

DNAJC6

PSTPIP2

PFKFB3

PLAGL1

TCF4

1,24491E+14
-1,73276E+14
1,38529E+14
-1,91676E+14
1,27172E+14
1,44534E+13
1,08986E+14
2,01169E+14
1,2872E+14
1,46476E+14
1,30789E+14
1,05415E+14
-2,01168E+14
1,17703E+14
1,4762E+14
1,76809E+14
-1,50101E+14
-1,22496E+14
1,69497E+14
1,00849E+13
1,12731E+14
1,15905E+13
-1,00719E+14
1,33455E+14
1,51018E+14
1,15724E+14
1,19241E+14
-1,4626E+14
1,09616E+14
-1,25291E+14
1,2306E+14

1,17186E+14

3,1497E-24
4,10831E-25
1,50713E-23
2,07144E-23
2,04341E-22
6,18085E-23
2,75915E-21
4,06116E-20
4,55998E-20
4,69832E-20
1,02642E-19
1,60273E-19
4,46456E-19
5,1376E-19
1,08829E-18
1,85823E-18
2,371E-18
2,82048E-18
2,91135E-18
5,14695E-19
8,2691E-18
3,68335E-17
5,15114E-17
1,40296E-17
1,51443E-16
6,88707E-17
8,72806E-16
3,01368E-15
7,00955E-15
1,14003E-14
4,06963E-14

1,10571E-13

2,31487E-24
3,00119E-23

1,0813E-22
1,47179E-22
1,41452E-21
4,19466E-21
1,83062E-20
2,54787E-19
2,85342E-19
2,93494E-19
6,30339E-19
9,76424E-19
2,67285E-18
3,06946E-18
6,43847E-18
1,08696E-17
1,38189E-17

1,6373E-18
1,68937E-17
2,9571E-17
4,72102E-18
2,04976E-16
2,85454E-16
7,63769E-16
8,22912E-16
3,66017E-15
4,62167E-16
1,55776E-14
3,57741E-14
5,73964E-14
2,01197E-13

5,38402E-13
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BCL11A
RCN3
ADGRG2
L1CAM
AMT
HECW?2
TSPYL2
FGFR2
IRF4
TLL1
WNK3
SLC25A37
MYO10
GXYLT2
KCNN4
SLC25A5
CBFA2T3
HMMR
CELSR3
KIFC2
RNF165
WSB1
LPL
WNT5A
CXCL2
RSRP1
CITED4
LDLR
NID2
PCDHY7
MN1

SCARA3

1,54115E+14
1,52461E+14
2,54108E+14
-3,19645E+14
-1,10507E+14
1,39887E+14
1,17383E+14
-1,27885E+14
1,98921E+14
1,51031E+14
-1,72098E+14
1,01696E+14
-1,14001E+14
1,95459E+14
1,58516E+14
-1,15851E+14
1,04998E+14
1,37698E+14
1,49734E+14
1,22996E+14
1,38501E+14
1,00528E+13
-1,23124E+13
-1,27922E+14
1,65503E+14
1,03267E+14
1,05182E+14
-1,27286E+14
1,00438E+14
-1,36979E+14
1,00207E+14

-1,19418E+14

2,9349E-14
4,16665E-13
5,69376E-13
7,16055E-13
4,12197E-12
4,15901E-12
4,88867E-12
6,55928E-12
1,89628E-11
5,31236E-11
6,31741E-11
1,64131E-10
7,4271E-10

1,29933E-09
6,52147E-09
8,42436E-09
9,24838E-10
7,0274E-08

8,42325E-08
1,38336E-06
4,50895E-06
2,42344E-06
9,26748E-05
0,04016336
0,059259536
0,168736737
0,606452994
2,868511382
0,998011306
69,49792917
24,82989182

5056,049575

1,40462E-12
1,97719E-13
2,68779E-13
3,3573E-12
1,88045E-11
1,89556E-11
2,22393E-11
2,9635E-11
8,40285E-11
2,29865E-10
2,72461E-10
6,9266E-10
3,04675E-09
5,26619E-09
2,56933E-08
3,30381E-09
3,6211E-08
2,66184E-07
3,18226E-07
4,96057E-06
1,57678E-05
8,22341E-05
0,000306595
0,011737201
0,171487961
0,478295902
1,674285008
7,685685115
26,00162144
173,2975649
601,8991126

11351,11253
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UST
BTBD11

SLC25A27

-1,27048E+14
-1,43442E+14

1,05083E+14

5552,048186
5940,874848

15746,6542

1242,242996
13271,97287

34318,11692

Fonte: Autoral.
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APENDICE D

Tabela 8: 18 miRNAs diferencialmente participantes da rede de ceRNA.
miRNA Log2FC p-valor FDR

hsa-miR-21-5p 2,16097E+14 1,02741E-88 8,58918E-87
hsa-miR-16-5p 1,00895E+14 5,56881E-41 1,05807E-39
hsa-miR-429 -1,91674E+14 7,84777E-36 1,26168E-35
hsa-miR-181b-5p 1,1947E+14 2,8082E-27 3,00982E-27
hsa-miR-93-5p 1,0119E+14 4,98106E-26 4,95734E-26
hsa-let-7g-5p -1,02642E+14 2,01385E-25 1,95765E-24
hsa-miR-200b-3p -1,62143E+14 9,71807E-25 9,02701E-24
hsa-let-7e-5p -1,25654E+14 5,68936E-23 4,75631E-22
hsa-miR-200a-3p -1,36956E+14 2,34997E-18 1,51121E-17
hsa-miR-590-3p 1,14282E+14 3,08842E-17 1,9268E-16
hsa-miR-200c-3p -3,152E+14 2,30498E-12 1,16082E-11
hsa-miR-1-3p -1,74508E+14 3,74086E-10 1,77691E-09
hsa-miR-1271-5p 1,26318E+14 1,80996E-07 7,79961E-07
hsa-miR-20b-5p -1,23432E+14 2,3269E-05 8,92333E-05
hsa-miR-204-5p -1,66042E+14 0,000159463 0,000584699
hsa-miR-130b-3p 1,02041E+14 0,005712187 0,018949955
hsa-miR-141-3p -2,61534E+14 1,318655439 3,881675869
hsa-miR-133a-3p -1,11811E+14 4330,990048 10525,31302
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APENDICE E

Tabela 9: Bancos de dados de vias funcionais

Banco de dados Caracteristica Site Referéncia
Enciclopédia de Genes e _ _ keqa.in/pathwayv/h (KANEHISA, 2000,
Genomas de Kyoto vias envolvidas no WWW.Kegg.jp/pathway 2019; KANEHISA et al.,
(KEGG) carcinoma renal sa05211

descrigcOes consistentes de
termos de doencas humanas,
Disease Ontology (DO) caracteristicas fenotipicas e
caracteristicas das doengas
relacionadas ao vocabulario
médico

identifica os processos

Gene Ontology (GO)  bioldgicos, os componentes
celulares e as fungoes
moleculares envolvidas
base de dados de moléculas
metabolicas e sinalizadoras e
Reactome (REAC)

suas relagOes, organizadas
em processos e vias
bioldgicas

plataforma colaborativa para
a curadoria de vias
bioldgicas

WikiPathways (WP)

Atlas de Proteina Humana
(HPA)

mapeamento de todas as
proteinas humanas nas
células, tecidos e 6rgaos
Comprehensive Resource
of Mammalian Protein
Complexe (CORUM)

colecdo de complexos
proteicos de mamiferos
validados experimentalmente

informac0es abrangentes
sobre os motifs de ligacdo do
fator de transcricéo e seus
genes regulados para cinco
organismos modelo e
humanos

Transcription Factor
database (TF)

banco de dados composto
pelas interacdes miRNA-
alvo

mirTARbase (MIRNA)

banco de dados com
vocabulario de
anormalidades fenotipicas
encontradas em doencas
humanas.

Fenétipo Humano (HP)

www.proteinatlas.org

muenchen.de/corum

mirtarbase.cuhk.edu.cn

2021)

disease-ontology.org (SCHRIML et al., 2018)

THE GENE ONTOLOGY
CONSORTIUM et al.,
2021

geneontology.org

reactome.org GILLESPIE et al.; 2022

wikipathways.org MARTENS et al.; 2020

UHLEN et al.; 2015

mips.helmholtz- 051 et al.; 2010

www.fiserlab.org/tf2dna

" db/index.html PUJATO et al., 2014

HUANG et al.; 2020

hpo.jax.org KOHLER et al., 2021
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APENDICE F
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Figura 16:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do AC005154.1, em relagéo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank
Fonte Autoral
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Figura 17:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do AC015813.1, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 18:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva

em vermelho) e baixa (azul) expressdo do AC016876.2, em relag&o ao tempo. p-valor determinado
pelo teste de log-rank.

Fonte Autoral
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Figura 19:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do AC021078.1, em relacdo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 20:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do AF117829.1, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 21:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do C1RL-AS1, em relacéo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 22:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do GAS5, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo teste
de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 23:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do H19, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo teste de
log-rank.

Fonte Autoral
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Figura 24:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressédo do MAGI2-AS3, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.
Fonte Autoral

1.00

Survival probability
o o
w ~
o o

o
N
a

0.00

group
~+ lowExp (N=265)
~+ highExp (N=265)

HR =148 (1.1-2)
logrank P value = 0.00882

0

1000 2000 3000 4000
Overall survival (days)

Figura 25:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do MALAT1, em relacdo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 26:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do MIR497HG, em relag&o ao tempo. p-valor determinado pelo
teste de log-rank.
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Figura 27:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do NEAT1, em relagéo ao tempo. p-valor determinado pelo teste
de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 28:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expresséo do PVT1, em relacdo ao tempo. p-valor determinado pelo teste

de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 29:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressédo do SNHG1, em relagéo ao tempo. p-valor determinado pelo teste

de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 30:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expresséo do SNHG5, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo teste
de log-rank.
Fonte Autoral
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Figura 31:Curva de Kaplan-Meier. Probabilidade de sobrevida de pacientes de ccRCC com alta (curva
em vermelho) e baixa (azul) expressdo do SNHG20, em relagdo ao tempo. p-valor determinado pelo

teste de log-rank.

Fonte Autoral.
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