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RESUMO

O cancer de mama (CM) € o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e o mais frequente
entre as mulheres. E considerada uma doenca multifatorial que resulta de interagdes entre
fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais. O sistema imune desempenha um papel
fundamental e complexo na biologia do CM. O crescimento de células cancerosas ¢
determinado, em grande parte, por sua capacidade de proliferar e invadir tecidos do hospedeiro.
A resisténcia ao ataque da resposta imune e a presenca de inflamagao pré tumoral sdo duas das
principais caracteristicas do cancer. Nesse contexto, as citocinas medeiam muitas interagdes
entre c€lulas imunes e ndo imunes no microambiente tumoral. Analises de expressdao génica
diferencial, estudos de redes génicas e investigacdo de variantes genéticas sdo ferramentas
poderosas para identificar genes relacionados as citocinas e seus receptores que podem estar
associados ao desenvolvimento, progressdo e manutengdo do CM. Duas andlises foram
realizadas. A primeira analise buscou iz silico assinaturas moleculares de expressao génica para
distinguir tecido tumoral do tecido adjacente ndo tumoral de mama, através de amostras de
expressao génica disponiveis em bancos de dados publicos obtidas a partir de RNA-seq.
Modulos de coexpressao foram estabelecidos com o auxilio do pacote WGCNA no ambiente
R. O enriquecimento funcional de termos do GO e vias do KEGG também foi realizado. O
estudo identificou 2.020 transcritos diferencialmente expressos. As via do KEGG enriquecidas
relacionadas as citocinas foram a de interagao citocina e receptor de citocina e via de sinalizagao
da IL-17. Ambas as vias desempenham papéis cruciais nas respostas imunoldgicas. Destacam-
se os transcritos que foram considerados como bons marcadores para o tecido tumoral na
interacao citocina e receptor de citocina: ACVR1C, BMP2, BMP3, BMP8A, CCL11, CCL14,
CCLI16, CCL21, CCR8, CNTFR, CSF3, CXCL2, CXCL9, CXCL10,CXCL11, GDF10, GHR,
IL-6, IL-9R, IL-17D, IL-19, IL-20, IL-21R, IL-33, INHBA, LEP, LEPR, LIFR, PPBP,
TNFRSF9, TNFRSF18, TNFSF4 ¢ TSLP. Na via de sinalizacao da IL-17 destacam-se os
transcritos CCL11, CXCL10, MMP1, MMP3, MMP9 ¢ MMP13. Os achados das analises in
silico podem ser alvos de verificagdo experimental. Na segunda andlise variantes dos genes
TNFRSF1A (rs1800693) e IFNLRI (rs4649203) foram avaliadas em um estudo caso-controle
com 243 pacientes com CM e 294 mulheres sem historico da doenga por meio de ensaios de
genotipagem TagMan® SNP por qPCR. Para IFNLRI, o genotipo AA (p=0,008; OR=0,38) e o
alelo A (p=0,02; OR=0,71) foram significativamente associados a um menor risco de
desenvolver CM. Ao analisar a idade, observou-se que cada ano a mais contribui para o
desenvolvimento do CM (p<0,001; OR=1,03). Além disso, o héabito de fumar (p<0,001;
OR=5,32) e o indice de massa corporal (p=0,018; OR=1,04) aumentam o risco de
desenvolvimento da doenca. Analisando o fator receptor de progesterona, foi encontrada
associagdo com o genotipo AA do IFNLRI (p=0,02; OR=0,23). Os resultados sugerem que o
polimorfismo no gene IFNLRI contribui para a suscetibilidade ao CM em uma populacao
brasileira. Essas descobertas podem contribuir para o melhor entendimento do papel de genes
relacionados as citocinas e seus receptores no desenvolvimento do CM.

Palavras-chave: Citocinas. Transcriptoma. Coexpressao. I[FNLRI. 1L-17.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the second most common type of cancer globally and the most frequent
among women. It is considered a multifactorial disease resulting from genetic, immunological
and environmental. The immune system plays a fundamental and complex role in BC biology.
The growth of cancer cells is primarily determined by their ability to proliferate and invade host
tissues. Resistance to immune attack and the presence of pro-tumor inflammation are two of
the main characteristics of cancer. In this context, cytokines mediate many interactions between
immune and non-immune cells in the tumor microenvironment. Differential gene expression
analysis, gene network studies, and genetic variants investigation are powerful tools to identify
genes related to cytokines and their receptors, which may be associated with BC’s development,
progression, and maintenance. We performed two main analyzes. The first analysis employed
publicly available RNA-seq samples to search molecular gene expression signatures
distinguishing tumor tissue from adjacent normal breast tissue. Then, we established
coexpression modules using WGCNA and functional enrichment of GO terms and KEGG
pathways. We have found We have found 2,020 differentially expressed transcripts. Cytokine-
related enriched KEGG pathways were: cytokine and cytokine receptor interaction and IL-17
signaling pathway, both of them with pivotal roles in immune responses. The following
transcripts were considered good markers for tumor tissue in the cytokine and cytokine receptor
interaction: ACVRIC, BMP2, BMP3, BMPSA, CCL11, CCL14, CCL16, CCL21, CCRS,
CNTFR, CSF3, CXCL2, CXCL9, CXCL10,CXCL11, GDF10, GHR, IL-6, IL-9R, IL-17D, IL-
19,1L-20, IL-21R, IL-33, INHBA, LEP, LEPR, LIFR, PPBP, TNFRSF9, TNFRSF18, TNFSF4,
and TSLP. In the IL-17 signaling pathway, the CCL11, CXCL10, MMP1, MMP3, MMP9, and
MMP13 transcripts stand out. Findings from in silico analyzes may be targets of functional
validation. In the second analysis, we evaluated the TNFRSFI1A (rs1800693) and IFNLRI
(rs4649203) association in a case-control study with 243 BC patients and 294 women with no
history of disease using TagMan® Assay qPCR. For /FNLRI, the AA genotype (p=0,008;
OR=0,38) and the A allele (p=0,02; OR=0,71) are significantly associated with a lower risk of
developing BC. Concerning age, we found that each additional year contributes to the BC
development (p<0,001; OR=1,03). In addition, smoking (p<0,001; OR=5,32) and body mass
index (p=0,018; OR=1,04) increase the risk of developing the disease. For the progesterone
receptor factor, we found an association with the /JFNLRI AA genotype (p=0,02; OR=0,23).
The results suggest that the /FFNLRI SNP contributes to BC susceptibility in the Brazilian
population. These findings may provide a better understanding of the role of genes related to
cytokines and their receptors in the development of BC.

Keywords: Cytokines. Transcriptome. Coexpression. /JFNLRI. 1L-17.
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1 INTRODUCAO GERAL

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de doengas que t€ém em comum a proliferacao
descontrolada de células e a capacidade de invadir tecidos adjacentes (NATIONAL CANCER
INSTITUTE - NCI, 2021). As células cancerosas possuem a capacidade de reproduzir-se sem
obedecer aos limites normais de divisdo celular e de invadir e colonizar areas destinadas a outras
células, formando tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Uma vez que estes tumores
crescem, devido a proliferacao celular, algumas células cancerosas podem se desprender e se
deslocar no corpo através dos sistemas circulatorio e linfatico, formando novos tumores longe
do tumor primario, o que caracteriza o processo de metastase (NCI, 2021).

Considerado uma doenga de etiologia complexa, o cancer pode apresentar causa
multifatorial, ou seja, pode ser atribuido a uma série de fatores externos, como exposi¢do a
radiacdo, agentes quimicos e organismos infecciosos, e fatores internos, como mutacdes e
polimorfismos genéticos herdados, niveis hormonais e a condigdo imunologica do individuo
(AMERICAN CANCER SOCIETY - ACS, 2021). Além disso, todo cancer também ¢ uma
doenca resultante do acumulo de mutacdes em genes que regulam a divisdo celular,
sobrevivéncia, invasdo e outras caracteristicas em células somaticas (CHAKRAVARTY;
SOLIT, 2021).

Os dados do projeto Globocan 2020, da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer e da Organizacdo Mundial da Saude, apontaram a ocorréncia de quase 20 milhdes de
novos casos de cancer e um total de 9,9 milhdes de mortes por cancer em todo o mundo, no ano
de 2020 (WORD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2020). Nos Estados Unidos da
América, houve cerca de 1,8 milhdo de diagndsticos e mais de 600 mil mortes por cancer em
2020 (RAHIB et al., 2021). No Brasil, a estimativa aponta para 625 mil novos casos de cancer
em 2021. Entre os homens sdo esperados 309.230 casos, e entre as mulheres, 316.140 novos
casos de cancer (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA - INCA, 2019).

1.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama (CM) se desenvolve no tecido mamario, composto principalmente
pelos 1obulos (glandulas produtoras de leite), ductos (pequenos tubos que transportam o leite
dos l6bulos a0 mamilo) e estroma (tecido adiposo e tecido conjuntivo que envolve os ductos e

l6bulos, vasos sanguineos e linfaticos) (Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da composi¢ao de uma mama normal com vista frontal
e lateral.

Fonte: adaptado de ACS, 2021.

O carcinoma ductal invasivo (que se inicia nas células que revestem os ductos) € o tipo
mais comum de CM, totalizando, aproximadamente, 80% dos casos. Ao longo do tempo, o
carcinoma ductal invasivo pode se espalhar para os linfonodos e, possivelmente, para outras
areas do corpo por metastase. O carcinoma lobular invasivo é o segundo tipo mais comum,
cerca de 10% dos CM. Ha ainda outros tipos de CM menos comuns, como: carcinoma tubular
de mama, carcinoma medular de mama, carcinoma papilar de mama, cancer de mama
inflamatorio e Doenca de Paget, que juntos somam, aproximadamente, 10% dos casos (ACS,
2021; BREASTCANCER.ORG, 2021).

O CM ¢ o primeiro tipo de cancer mais frequente no mundo € o mais frequente entre
as mulheres. Dados do projeto Globocan 2020 relataram a ocorréncia de 2,2 milhdes de novos
casos e, aproximadamente, 700 mil mortes no ano de 2020 por CM no mundo (WHO, 2020).
Para os Estados Unidos da América, sdo esperados para 2021 mais de 281 mil casos e mais de
43 mil mortes por CM (ACS, 2021). No Brasil, sdo esperados para 2021, 66.280 casos novos
de CM e para o Estado de Santa Catarina, 3.370 novos casos (INCA, 2019).

1.1.1 Fatores de risco envolvidos no desenvolvimento do cincer de mama

O CM ¢ considerado uma doenca multifatorial que resulta de interagdes entre fatores

genéticos, imunoldgicos, ambientais, comportamentais, hormonais e reprodutivos (INCA,
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2019; ZENDEHDEL et al., 2018). Diversos fatores de risco sao associados ao desenvolvimento
do CM. Além de ser do sexo feminino, o envelhecimento ¢ um dos fatores de risco mais
importantes para o desenvolvimento do CM (ACS, 2021; MOMENIMOVAHED;
SALEHINIYA, 2019; SUN et al., 2017; YANG et al., 2011). O risco aumenta se ha histérico
pessoal ou familial da doenca, especialmente com parentes de primeiro grau afetados, e quanto
maior for o nimero de familiares afetados (ACS, 2021). Dados de um estudo de coorte com
mais de 113 mil mulheres no Reino Unido mostram que mulheres com um parente de primeiro
grau com CM tém um risco 1,75 vez maior de desenvolver a doenca que mulheres sem nenhum
parente afetado. O risco torna-se 2,5 vezes ou maior em mulheres com dois ou mais parentes
de primeiro grau com CM (BREWER et al., 2017).

Outro fator de risco importante, relacionado ao CM, ¢ a exposicdo prolongada a
elevados niveis dos hormonios estrogénio e progesterona. O principal efeito desses hormonios
¢ estimular a proliferagdo celular, principalmente em 6rgaos femininos como o utero, ovarios e
as mamas (0rgaos responsivos a hormonios). Uma maior exposi¢do a esses hormonios acontece
em mulheres com: menarca precoce (menor que 12 anos); menopausa tardia (apos os 55 anos
de idade); nuliparidade; uso prolongado de anticoncepcionais hormonais e uso de terapia de
reposi¢do hormonal (TRH) (ACS, 2021; FENG et al., 2018; SAMAVAT; KURZER, 2015).
Um estudo de coorte com mais de 108 mil mulheres demonstrou que as que fazem TRH por
um periodo mais longo de tempo tém maior risco de desenvolver CM invasivo do que mulheres
que utilizam estes tratamentos por um periodo mais curto (CANCER, 2019).

Habitos de vida como o consumo de 4lcool e tabaco também estdo relacionados ao
desenvolvimento do CM. O consumo de alcool pode elevar o nivel do estrogénio no sangue.
Uma meta-analise baseada em 53 estudos epidemioldgicos indicou que a ingestdo de 35-44
gramas de alcool por dia pode aumentar o risco de CM em 32% (HAMAIJIMA et al., 2002;
JUNG et al.,, 2016). A relacdo da exposicdo ao tabaco e o desenvolvimento do CM ¢
controversa. Entretanto, tem sido demonstrado que mulheres regularmente expostas ao cigarro,
incluindo fumantes passivas, apresentam um aumento no risco de desenvolver CM, em
comparagdo aquelas que nunca se expuseram ao tabaco (CATSBURG; MILLER; ROHAN,
2015; GAUDET et al., 2017; KISPERT; MCHOWAT, 2017).

O sobrepeso e a obesidade sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento
do CM e sdo definidos como um acimulo anormal ou excessivo de gordura, que pode prejudicar
a saude do individuo, e que resulta da interagdo entre estilo de vida e fatores genéticos. O indice

de massa corporea (IMC) ¢ a medida comumente usada para classificar o sobrepeso (IMC>25)
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e a obesidade (IMC>30) em adultos (“Body mass index - BMI”, 2021). Uma meta-analise com
43 estudos relatou um risco aumentado de aproximadamente 30% de recorréncia de CM ou
morte em mulheres obesas versus mulheres com peso normal com diagnéstico de CM
(PROTANI; COORY; MARTIN, 2010). Outro estudo com 67.214 mulheres na menopausa,
mostrou que as que eram obesas tiveram maior risco de desenvolver CM em comparagao com

as de peso normal (NEUHOUSER et al., 2016).

1.1.2 Genética e resposta imune do cincer de mama

Cada célula cancerosa possui seu proprio arranjo de alteragcdes genéticas, mutacdes
que modificam de forma permanente a sequéncia do Acido desoxirribonucleico (DNA, do
inglés desoxyribonucleic acid), e epigenéticas, que alteram o padrao de expressao, sem alterar
a sequéncia do DNA, herdéaveis, mas nao permanentes (VOGELSTEIN et al., 2013). Individuos
com CM e a mesma classificacdo histologica, podem apresentar diferentes combinagdes de
polimorfismos e de modificagdes na expressao génica, corroborando a ideia de ser uma doenga
heterogénea. O desenvolvimento do cancer requer um acumulo gradual de mutagdes em um
nimero de genes diferentes, porém, algumas mutagdes sdo mais determinantes que outras
(BENNETT; GATTAS; TEH, 1999; BRUCE ALBERTS, ALEXANDER JOHNSON,
JULIAN LEWIS, MARTIN RAFF, KEITH ROBERTS, 2010; POMERANTZ; FREEDMAN,
2011).

O CM pode ser classificado como hereditario quando o componente genético ¢é
determinante para o desenvolvimento da doenga, como no caso de herancga de polimorfismos
em genes de alta penetrancia, cujos produtos participam no reparo, na replicagdo e na
transcricdo do DNA (&cido desoxirribonucleico, do inglés desoxyribonucleic acid). O CM
hereditario ¢ responséavel por 5-10% do total dos casos (ACS, 2021; MAHDAVI et al., 2019).
Em 90% dos casos hereditarios de CM polimorfismos dos genes BRCA1/ BRCA2 (Cancer de
mama 1-2 inicio precoce, do inglés Breast cancer 1-2, early onset) estao envolvidos (FORD et
al., 1998). Existem mais de 1.600 ¢ 1.800 variantes conhecidas em BRCA1 ¢ BRCA2,
respectivamente, a maioria das quais leva a producdo de proteinas ndo funcionais, afetando o
funcionamento do mecanismo de reparo do DNA (PETRUCELLI; DALY; FELDMAN, 2010;
WOOSTER et al., 1995).

Outros polimorfismos em genes de alta penetrancia foram identificados como
associados a susceptibilidade ao CM familial, tais como em TP53 (tumor protein p53), CDHI
(cadherin 1, type 1) e PTEN (phosphatase and tensin homolog). Assim, os casos de CM

hereditarios revelam um padrao de heranga aparentemente dominante e sdo frequentemente
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caracterizados por uma idade de inicio precoce, bilateral e, também, maior risco de
desenvolvimento de cancer de ovario (ELLISEN; HABER, 1998; LARSEN et al., 2014; LEE;
MOON; KIM, 2020).

E pertinente ressaltar que a maioria dos CM ¢ do tipo denominado esporadico, nos
quais existe uma complexa interag¢ao entre polimorfismos e modificagdes na expressdo de genes
de média e baixa penetrancia com fatores ambientais. Esses genes possuem papel importante
para a compreensdo da etiologia multifatorial do CM (KENEMANS; VERSTRAETEN;
VERHEIJEN, 2004). No CM esporadico diversos genes e vias podem estar envolvidos no
desenvolvimento da doenga, como proto-oncogenes, genes supressores de tumor, genes de
apoptose, receptores de estrogénio e de progesterona, genes de invasao e adesao celular, genes
relacionados a angiogénese, genes relacionados a inflamacao, entre outros (LEREBOURS;
LIDEREAU, 2002; SLEDGE; MILLER, 2003).

Os eventos iniciais do desenvolvimento de um tumor maligno na mama podem ocorrer
em uma variedade de genes especificos, conduzindo por diferentes vias e, provavelmente, a
diferentes tipos de tumor, que tém um desfecho clinico diferente (KENEMANS;
VERSTRAETEN; VERHEIJEN, 2004). O sistema imune desempenha um papel fundamental
e complexo no CM (CIMINO-MATHEWS et al., 2015). O crescimento de células malignas ¢
determinado, em grande parte, por sua capacidade de proliferar e invadir tecidos do hospedeiro
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2019; FARES et al., 2020). Assim, mecanismos que inibem
a resposta imune e induzem tolerdncia sdo fundamentais para a sobrevivéncia dos tumores
(ROBINSON et al., 2001). A resisténcia ao ataque da resposta imune e a presenga de inflamagao
sao duas das principais caracteristicas do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Os mecanismos de manipulagdo imunologica também sdo considerados caracteristicas
essenciais das células cancerosas. Os tumores tém a capacidade de influenciar seu
microambiente imunologico exercendo sinalizagdo imunossupressora, evitando o
reconhecimento imunoldgico ou mantendo e aumentando a inflamag¢do que promove o tumor.
Dadas as condi¢cdes adequadas, a ativacdo leucocitaria iniciada por células mutadas pode
(CAVALLO etal., 2011). Nesse contexto, as citocinas medeiam muitas interagdes entre células

imunes ¢ ndo imunes no microambiente tumoral (BRIUKHOVETSKA et al., 2021).

1.1.3 Citocinas e cincer

As citocinas sdo um grupo de proteinas funcionais rapidamente sintetizadas e

secretadas por diferentes tipos de células do sistema imune. Foram descritas inicialmente como
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moduladoras da resposta imune e da inflamagdo (O’SHEA; GADINA; SIEGEL, 2013;
WATKINS; MAIER; GOEHLER, 1995). Elas agem em muitas células alvo adjacentes
diferentes (pleiotropismo) e induzem o crescimento, diferenciagdo e sinais inflamatdrios ou
anti-inflamatorios para diferentes tipos celulares (BERRAONDO et al., 2019). Em organismos
multicelulares, as citocinas sao mediadores intercelulares que regulam a sobrevivéncia, o
crescimento, a diferenciacdo e as fungdes efetoras das células. Portanto, ndo ¢ surpreendente
que as citocinas afetem significativamente o crescimento de tumores in vivo. Elas também sao
produzidas por células cancerosas e representam uma rede com uma grande variedade de
membros molecular e funcionalmente distintos que podem atuar como fatores de promog¢ao ou
inibicao do crescimento tumoral (NICOLINI; CARPI; ROSSI, 2006).

Um numero crescente de estudos vem investigando se as elevacdes de alguns tipos de
citocinas estdo associadas a inducdo e progressao de tumores (AMIN et al., 2020; HANAHAN;
WEINBERG, 2011; LANDSKRON et al., 2014; ZAMARRON; CHEN, 2011). Dentro do
microambiente tumoral, as citocinas medeiam as interagdes célula a célula para promover o
crescimento do tumor. A producdo de citocinas induzidas por tumor e a inflamag¢do no
microambiente tumoral promovem e aceleram o desenvolvimento do cancer (GRETEN;
GRIVENNIKOV, 2019; KARTIKASARI et al., 2021; QUINN et al., 2020).

Muitas citocinas atuam recrutando tipos especificos de células para um microambiente
inflamatorio com impacto direto no processo metastatico, na progressdo do tumor e na
angiogénese (CONLON; MILJKOVIC; WALDMANN, 2019). A superexpressao de citocinas
que induzem a inflamagao, por exemplo, foi relatada em alguns trabalhos com tumores de mama
(DRANOFF, 2004; ESQUIVEL-VELAZQUEZ et al., 2015; KAWAGUCHI et al., 2019).

As citocinas e seus receptores podem ser agrupados estruturalmente em familias
diferentes: interleucinas (IL), interferons (IFN), quimiocinas, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a, do inglés Tumor Necrosis Factor alfa) e fator de crescimento transformador beta
(TGF-B do inglés transforming growth factor beta) (TURNER et al., 2014).

Dentre as citocinas, varias IL sdo importantes no desenvolvimento e progressdao dos
canceres. A multiplicidade de fontes celulares, receptores e vias de sinalizagcao definem o papel
pleiotropico das IL no cancer (BRIUKHOVETSKA et al., 2021; MANTOVANI et al., 2019),
constituindo um grupo de proteinas secretadas com diversas estruturas e fungdes. Essas
proteinas se ligam a receptores e estdo envolvidas na comunicagdo entre os leucocitos. Elas
estdo intimamente relacionadas com a ativagao e supressao do sistema imune e divisdo celular.
As IL sao sintetizadas principalmente por linfocitos auxiliares, monécitos, macrofagos, células

NK e células endoteliais (FERREIRA et al., 2018). No contexto da formagdo do tumor a
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inflamacgao cronica destaca-se como um fator importante. Apds o surgimento do cancer, a
sinalizagdo de IL nas células cancerosas pode se tornar um mecanismo de crescimento,
progressdo tumoral e disseminagdo metastatica (BREVI et al., 2020; BRIUKHOVETSKA et
al., 2021).

As IL e seus receptores podem ser classificados conforme sua estrutura em
superfamilia, familias e subfamilias diferentes. Algumas IL foram investigadas no contexto

tumoral como as elencadas no quadro 1.

Quadro 1 — Interleucinas investigadas no contexto tumoral e suas respectivas familias.

Superfamilia ou familia Interleucinas
Superfamilia IL-1 - subfamilia IL-1 IL-10, IL-1B e IL-33
Superfamilia IL-1 - subfamilia IL-18 IL-18 e IL-37
Superfamilia IL-1 - subfamilia IL-36 IL-360, IL-36p, IL-36y e IL-38
Familia IL-2 1L-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21
Familia IL-3 IL-3 eIL-5
Familia IL-6 IL-6, IL-11 e IL-31
Familia IL-10 1L-10, 1L-19, 1L-20, IL-22, IL-24 e IL-26
Familia [L-12 IL-12,1L-23,1L-27, 1L-30 e IL-35
Familia IL-17 IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F
Familia IFNA (IFN tipo III) IL-28A, IL-28B e IL-29
Outras IL IL-8, IL-13, IL-140, IL-14p, IL-16, IL-32 ¢ IL-34

Fonte: elaborado pela autora com informagdes de (BRIUKHOVETSKA et al., 2021).

Com relagdo a IL-6, por exemplo, efeitos pro-oncogénese foram demonstrados em
varios tipos de cancer, incluindo CM (SUN et al., 2019). A IL-6 pode atuar com proteinas da
familia de Transdutores de sinal e ativadores da transcrigao (STAT, do inglés Signal Transducer
and Activator of Transcription) para auxiliar os processos tumorigénicos (ROSE-JOHN;
SCHOOLTINK, 2007). Sobre a IL-1 um estudo de 2016 verificou um papel funcional da
sinalizagdo da IL na progressdo e metastase do tumor de mama (HOLEN et al., 2016). Para a
IL-2, foi observado em estudos clinicos que a sua expressao era maior em tumores infiltrantes
de mama em comparagdo com as amostras normais (GARCIA-TUNON et al., 2003).

Com relagao a IL-17, um estudo demonstrou a correlacdo entre taxas elevadas de
células produtoras de IL-17 com alto grau histologico, status de receptor de estrogénio (RE) e
receptor de progesterona (PRG) negativo e subtipos moleculares triplo-negativos. Niveis
elevados de expressdo de células produtoras de IL-17 no microambiente tumoral da glandula
mamaria estdo correlacionados a fatores de pior prognostico para estadiamento, sobrevida geral
e remissdo da doenga (WELTE; ZHANG, 2015). Diante destes e de outros estudos, observamos

o papel das IL na formacao, proliferacdo e migragao do CM, afetando o perfil invasivo e
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metastatico da doenga, induzindo angiogénese e crescimento tumoral, atuando como fatores
prognosticos e até determinando as taxas de sobrevida da doenga (FASOULAKIS et al., 2018).

A familia dos IFN representa um grupo de citocinas amplamente expresso, crucial para
os processos inflamatorios. Inclui trés classes principais com mais de 20 IFN, designadas como
IFN tipo I, IFN tipo II e IFN tipo III, classificadas conforme suas caracteristicas e os receptores
especificos aos quais se ligam (FERREIRA et al., 2018; LAN; CHEN; WEI, 2021; MCNAB et
al., 2015; PARKIN; COHEN, 2001). No contexto tumoral, os IFN podem afetar o metabolismo
e a proliferacdo de células cancerosas por meio de uma ampla variedade de vias moleculares e
também podem induzir a apoptose (CHAWLA-SARKAR et al., 2003). Os IFN do tipo I, por
exemplo, possuem uma forte capacidade inibidora tumoral. O IFN-I induz a ativagao de STAT-
3 e ativa uma série de sinais a jusante para atingir a inibi¢cdo da progressao do tumor. Alguns
IFN do tipo I e do tipo II j& foram aplicados direta ou indiretamente no desenvolvimento de
terapias anticancer.(LAN; CHEN; WEI, 2021; LU et al., 2019).

Os IFN podem erradicar as células cancerosas diretamente por meio de seus efeitos
antitumorais ou indiretamente pela regulacdo da expressdo de genes e aumento das respostas
imunologicas (HAJI ABDOLVAHAB; MOFRAD; SCHELLEKENS, 2016; PARKER;
RAUTELA; HERTZOG, 2016). Com relacdo ao CM, por exemplo, IFN-B inibe a expansao das
células-tronco do cancer, impede o recrutamento de neutrofilos para o tumor e diminui a
liberagdo do Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés Vascular endothelial
growth fator), regula a angiogénese e o crescimento do tumor (DOHERTY et al., 2017). O IFN-
vy induz falta de fornecimento de sangue para o tumor em CM (NI; LU, 2018). E o IFN-A suprime
a angiogénese tumoral, induz respostas de células T, induz imunidade inata, principalmente
células natural killers (NK) (LASFAR et al., 2019).

As quimiocinas sdo pequenas proteinas que regulam principalmente o trafego de
leucocitos em condigdes homeostaticas e durante respostas imunologicas especificas. As
quimiocinas guiam a migracao e adesdo dos leucocitos e influenciam fungdes celulares como
proliferacdo, angiogénese e formacdo de tumores (COUSSENS; WERB, 2002; ROT; VON
ANDRIAN, 2004). O sistema de quimiocinas em humanos compreende aproximadamente 50
proteinas classificadas em quatro subfamilias: CXC, CC, C e CX3C (GAO; FISH, 2018). As
quimiocinas estdo intimamente associadas a progressdo do cancer, as metdstases e a
angiogénese (KUNDU; SURH, 2008). Muitos trabalhos foram desenvolvidos utilizando
abordagens anticancer projetadas para direcionar quimiocinas para inibir os processos de
metastases e angiogénese (GERMANO et al., 2013; GERMANO; MANTOVANI;
ALLAVENA, 2011).
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Com relacdo ao CM, a super expressao do CXCR4 (do inglés C-X-C chemokine
receptor type 4) foi relatada em alguns tipos de cancer, incluindo o de mama (SARVAIYA et
al., 2013). O papel das interagdes CCL5-CCRS (do inglés C-C motif chemokine ligand 5 e C-C
motif chemokine receptor 5) na promog¢ao da tumorigénese do CM tem sido estudado. Os niveis
de CCLS sdo elevados em formas mais agressivas de CM e sdo preditivos de rapida progressao
da doenga (AZENSHTEIN et al., 2002; LUBOSHITS et al., 1999). CXCR4 ¢ CCR7 (do inglés
C-C motif chemokine receptor 7) sdo altamente expressos em tumores malignos de CM que
metastizam para linfonodos locais, medula 6ssea, pulmdes e figado (SHARMA et al., 2010).
Niveis elevados de CCL19 (do inglés C-C motif chemokine ligand 19) e CCL21 (do inglés C-
C motif chemokine ligand 21), ligantes do CCR7, sdo encontrados nos linfonodos de pacientes
com CM (MULLER et al., 2001). Em contraste, a CXCL14 (do inglés C-X-C motif chemokine
ligand 14), que ¢ abundantemente expressa no tecido normal de mama, mas regulada
negativamente no tecido tumoral e linhagens celulares, regula negativamente o crescimento € a
metastase do CM (GU et al., 2012).

O TNF-a (também conhecido como TNF) ¢ uma citocina que teve o nome derivado
de sua descoberta em 1975 como uma molécula que causava necrose tumoral in vitro. Pouco
tempo depois, observou-se que a expressao do TNF-a foi promovida por células do sistema
imune. Essas descobertas foram importantes para uma posterior caracterizagao da superfamilia
do TNF e da superfamilia dos receptores do TNF (FERREIRA et al., 2018). O TNF-a ¢ uma
citocina inflamatoria que participa da regulagdo de uma variedade de processos de sinalizagao
(ATZENI; SARZI-PUTTINI, 2013). Ela ¢ encontrada no microambiente tumoral em CM,
sendo secretada por células estromais e pelas proprias células tumorais (YANG; ZHAO;
ZHAO, 2017). Ao ligar-se ao seu receptor, o TNFR1 (Receptor do Fator de Necrose Tumoral
1, do inglés tumor necrosis factor receptor superfamily member 1), a citocina influencia a
formagdo do tumor através de varios mecanismos como contribuir para a transi¢do epitelial-
mesenquimal, aumentar a taxa de proliferacdo celular e acelerar a angiogénese, entre outros
(CAO, 2005; KUMAR et al., 2013; LI et al., 2009a).

A expressao aberrante de TNF-a foi encontrada em tipos de canceres, incluindo o de
mama (CRUCERIU et al., 2020). Essa citocina foi encontrada em niveis mais elevados em
carcinomas invasivos de mama em comparagdo com tecidos normais de mama. Além disso, o
numero de células que expressavam TNF-o aumentou com o grau do tumor. Os niveis de TNF-
a ndo influenciaram a angiogénese diretamente, mas foi observada uma correlagao entre o TNF-

a ligado aos seus receptores na superficie da célula tumoral e o status do linfonodo, sugerindo
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uma ligacdo com o potencial metastatico do tumor (LEEK et al., 1998). Estudo posterior
mostrou que o TNF-a também foi altamente expresso por células tumorais em bidpsias de CM,
enquanto em células do ducto epitelial da mama normal seu nivel era minimo (SORIA et al.,
2011). O TNF-a também foi encontrado em concentragdes mais altas no soro de pacientes com
CM em comparagdo com individuos saudaveis e também foi relacionado ao estagio tumoral
(HAMED; ZAKHARY; MAXIMOUS, 2012).

O TGF-B ¢ uma citocina pleiotropica relacionada a muitas vias oncogénicas
(MARSON et al., 2008; SANTIBANEZ; QUINTANILLA; BERNABEU, 2011). O TGF-
produzido por células inflamatdrias, incluindo neutréfilos e macrofagos, desempenha um papel
substancial na iniciagdo e progressao do tumor, e estudos demonstraram que o bloqueio de
TGF-B aumentou significativamente os efeitos dos tratamentos anticancer (BATLLE;
MASSAGUE, 2019; MARIATHASAN et al., 2018). O TGF-p é um importante regulador do
desenvolvimento e fungdes normais da glandula mamaria, bem como do desenvolvimento e
progressdo dos tumores da mama. O TGF- inibe a progressdo do ciclo celular das células
epiteliais, incluindo as dos 16bulos e ductos da glandula maméria (ARTEAGA; DUGGER;
HURD, 1996). No CM, o TGF-B aumenta a vasculatura dentro do microambiente tumoral ao
regular a expressao de VEGF e CCL2 (do inglés C-C motif chemokine ligand 2) (LIAO et al.,
2011).

1.2 JUSTIFICATIVA

O CM ¢ o cancer mais comumente diagnosticado em mulheres no mundo. Trata-se de
uma doenga heterogénea a nivel molecular. O desenvolvimento do CM ¢ regulado pela
inflama¢do, quando ocorre uma interagdo complexa de células e moléculas, com o
envolvimento de diversas citocinas pro e anti-inflamatorias. As citocinas desempenham um
papel chave no direcionamento da resposta imune inata e adaptativa, tém uma fun¢do na
ativacdo de células T regulatérias, angiogénese e potencial metastatico, podendo se relacionar
a uma maior agressividade da doenga.

Apesar de todos os esforcos que vém sendo realizados para caracterizar
molecularmente os tumores de mama, muitas lacunas permanecem e a identificagdo de novos
biomarcadores ¢ necessaria a fim de aumentar o entendimento sobre a patologia. Assim, a busca
de potenciais marcadores moleculares associados ao CM relacionados as citocinas, seus

receptores e vias metabolicas envolvidas € essencial para avangos cientificos da area.
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1.3 HIPOTESES E ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho foi organizado em dois capitulos (itens 2 e 3). O capitulo I
investigou alteracdes transcricionais do tecido tumoral em CM comparado ao tecido adjacente
ndo tumoral, partindo da hipdtese de que estes tecidos apresentam diferencas de expressdao dos
transcritos relacionados as citocinas € seus receptores.

No capitulo II sdo apresentados resultados de um estudo caso-controle com amostras
de CM de pacientes de Santa Catarina. Foram investigados polimorfismos genéticos de dois
genes que codificam receptores de citocinas e as possiveis associagdes ao CM (dados clinicos
e epidemiologicos). Tivemos por hipotese que os grupos de casos e controles apresentariam
diferencas significativas em relacdo as frequéncias alélicas e genotipicas de variantes
localizadas nos genes TNFRSFIA e IFNLRI, influenciando na susceptibilidade a doenga.
Também foi investigada a hipdtese de associagdo dessas variantes aos dados clinicos e

epidemiologicos de CM.
1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar alteracdes transcricionais e variantes genéticas relacionadas as citocinas e seus

receptores e possiveis associacoes ao CM.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Identificar genes diferencialmente expressos entre o tecido tumoral e o tecido adjacente nao
tumoral de mulheres diagnosticadas com CM através de dados disponiveis em bancos de dados
publicos;

- Identificar redes de coexpressdo génica a partir dos dados de genes diferencialmente
eXpressos;

- Identificar vias metabolicas e processos biologicos enriquecidos relacionados as citocinas e
seus receptores;

- Analisar de forma conjunta os resultados de enriquecimento dos genes diferencialmente
expressos € das duas andlises de redes de coexpressdo, a fim de identificar genes relacionados
as citocinas mais importantes dentro das vias enriquecidas e na sequéncia investigar o potencial

do gene como marcador para o tecido tumoral de mama,;
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- Identificar a variabilidade dos SNP rs1800693 do gene TNFRSFIA e rs4649203 do gene
IFNLRI em mulheres com e sem CM no estado de Santa Catarina e sua possivel associacao
com o desenvolvimento da doenga;

- Identificar a presenca de associacdo entre alelos e gendtipos dos SNP rs1800693 e rs4649203
com as principais caracteristicas clinicas das mulheres com CM e relacionar os dados

encontrados com o desenvolvimento e a patogénese do CM.
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2 CAPITULO 1 - TRANSCRIPTOMA COMPARATIVO E REDES DE
COEXPRESSAO EM TECIDOS TUMORAIS E NORMAIS ADJACENTES EM
PACIENTES COM CANCER DE MAMA

2.1 INTRODUCAO

O CM ¢ a neoplasia maligna mais frequente em mulheres no mundo, representando
cerca de um terco dos diagnosticos de cancer e a primeira causa de morte relacionada ao cancer
em mulheres A evolu¢do do CM ¢ um processo complexo influenciado por fatores genéticos e
estimulos extracelulares, que coordenam a interag@o entre as células tumorais e a vigilancia do
sistema imune (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).

Os mecanismos imunoldgicos que controlam a progressao do CM tém sido o foco de
pesquisas (BAXEVANIS; FORTIS; PEREZ, 2021; KAEWKANGSADAN et al., 2016;
SPELLMAN; TANG, 2016), que permitiram uma compreensao mais ampla de como o sistema
imune interage com o CM. A partir disso, foram descobertas muitas cé€lulas e citocinas
envolvidas no ambiente imunologico do CM, algumas com fung¢des antitumorigénicas, outras
com fungdes protumorigénicas ou imunossupressoras. Essas citocinas também sdo capazes de
promover a progressao tumoral por meio da inflamagdo cronica. Logo, investigar como o
sistema imune funciona e afeta o CM ¢ parte fundamental no desenvolvimento de novos
tratamentos, bem como para um prognostico mais preciso da doenca (AMENS;
BAHCECIOGLU; ZORLUTUNA, 2021).

Além disso, a disponibilidade crescente de dados de sequenciamento de mRNA
fornece um valioso recurso para investigar mecanismos moleculares de doencas complexas
como o CM, incluindo genes criticos para o desenvolvimento da doenga, vias e redes
relacionadas ao sistema imune. A analise de rede de coexpressao de gene ponderada (WGCNA,
do inglés Weighted Correlation Network Analysis) ¢ um método amplamente utilizado na
exploracdo de modulos de coexpressao correlacionados com caracteristicas ou fenotipos
baseados em dados de expressdao (LANGFELDER; HORVATH, 2008).

No presente trabalho, foram realizadas duas analises de rede de coexpressdo génica
com base em dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) de CM para identificar modulos e
vias de coexpressao criticos relacionados com o desenvolvimento do tecido tumoral, o que pode
fornecer novas ideias para explorar os mecanismos moleculares subjacentes de CM. O foco das

analises foram genes e vias relacionados as citocinas e seus receptores.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostras e analises dos dados do TCGA

Foram utilizados dados moleculares e clinicos de pacientes diagnosticados com CM
disponiveis no banco de dados publicos do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA do inglés The
Cancer Genome Atlas). O TCGA ¢ uma plataforma que agrupa dados genomicos publicamente
disponiveis para pesquisadores (WEINSTEIN et al., 2013).

No projeto BRCA-US do TCGA estao disponiveis dados moleculares de 1.093
pacientes diagnosticados com CM, dos Estados Unidos da América. Entre as informagdes estdo
disponibilizadas estdo dados de expressdao génica de CM (1.041 pacientes) obtidos através de
RNA-seq utilizando a plataforma Illumina® HiSeq, baseados na versdao hg37 do genoma
humano. O download dos dados de expressdo das amostras e dos dados clinicos e
epidemioldgicos foi realizado através do Portal de Dados do International Cancer Genome
Consorcium (ICGC Data Portal) em outubro de 2020 (dbGaP Study Accession: phs000178).
Das 1.041 amostras com dados de RNA-seq disponiveis, foram selecionadas amostras de 112
mulheres diagnosticadas com CM, do tipo carcinoma ductal invasivo, e que possuiam dados de
expressdo génica do tecido tumoral e do tecido adjacente ndo tumoral. Para cada paciente
selecionada, os dados de expressdo foram obtidos na forma de contagens de leituras de RNA-
seq mapeadas ao genoma humano.

As analises foram realizadas utilizando-se o software R (v. 4.0.4) (R CORE TEAM
(2020), [s.d.]). Os pacotes utilizados para gerar as analises bioinformaticas foram obtidos

através do repositorio digital Bioconductor (v. 3.12) (GENTLEMAN et al., 2004).

2.2.2 Identificacdo e anotacdo dos genes diferencialmente expressos

Os genes diferencialmente expressos (GDE) foram detectados com o uso do pacote
DESeq2 versao 1.30.1 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Esse pacote ¢ uma das bibliotecas
estatisticas desenvolvidas em software R e disponibilizadas pelo projeto Bioconductor
(GENTLEMAN et al., 2004) utilizados para analises de expressdo diferencial. O pacote
DESeq2 fornece métodos para testar a expressdo diferencial pelo uso de modelos lineares
generalizados binomiais negativos. As estimativas de dispersdo e alteracdes logaritmicas
incorporam distribui¢des anteriores baseadas em dados (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

A partir dos dados de expressdo génica, foi montada uma matriz com contagens nao
normalizadas com o auxilio do software R. O pacote DESeq2 utiliza como método de

normalizac¢do a mediana das razdes. A média geométrica foi calculada para cada gene em todas
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as amostras (total de 20.005 genes). A contagem de um gene em cada amostra foi dividida por
essa média. A mediana dessas propor¢des em cada biblioteca foi o fator de tamanho dessa
amostra. Esse procedimento corrige o tamanho da biblioteca e o viés da composi¢do do RNA,
que pode surgir, por exemplo, quando apenas um pequeno nimero de genes ¢ altamente
expresso em uma condi¢do de experimento, mas nao na outra. Um valor de dispersao foi
estimado para cada gene por meio de um procedimento de ajuste de modelo. O modelo DESeq2
corrige internamente o tamanho da biblioteca, portanto, valores transformados ou
normalizados, como contagens escalonadas pelo tamanho da biblioteca, ndo devem ser usados
como entrada (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

Previamente as analises estatisticas foi realizada uma filtragem, na qual genes com
contagem igual a zero foram removidos (genes ndo expressos: outliers) das analises seguintes.
O pacote DESeq?2 detecta a contagem de outliers usando a distancia de Cook (mede o efeito de
excluir uma dada observagao) e removendo esses genes da analise. Apds a filtragem, 20.005
genes foram analisados para expressao diferencial. O pacote DESeq2 permite uma analise mais
quantitativa de dados de RNA-seq pelo melhoramento das estimativas de dispersdo
(estimateSizeFactors) e fold change. As etapas de andlise de expressao diferencial sdo
agrupadas em uma fun¢ao chamada DESeq, na qual ¢ feita uma normalizagdo (estimar fatores
de normalizacdo), uma dispersdo (estimar valores de dispersdo) e obtencdo das contagens
normalizadas e em logaritmo para plotagem. O DESeq2 aplica modelos lineares generalizados
binomiais negativos para cada gene, usa o teste de Wald para avaliar significancia e as taxas de
falsos positivos (FDR, do inglés False Discovery Rate) para ajustar o valor de p. Os modelos
lineares generalizados aumentam as possibilidades de analises. O teste de Wald realiza a
comparagdo entre a estimativa de maxima verossimilhanca do parametro e a estimativa de seu
erro padrao. O FDR expressa a propor¢ao esperada de hipdteses nulas rejeitadas erroneamente
possibilitando o controle dos falsos positivos. Foram considerados significativos os transcritos
que apresentavam valor de p ajustado < 0,05 e log2-fold-change >2 e <-2.

Na sequéncia, a anotagdo dos genes que apresentaram expressdo diferencial entre o
tecido tumoral e tecido adjacente nao tumoral foi feita no software R com o auxilio do pacote
biomaRt versdo 2.46.3 do Ensembl (DURINCK et al., 2009), disponibilizado pelo projeto
Bioconductor (GENTLEMAN et al., 2004).

Ainda foi realizada uma analise de componente principal (PCA, do inglés Principal
Component Analysis), com o auxilio do software R, para detectar as relagdes entre as variaveis

de expressao génica. A PCA ¢ um algoritmo matematico que reduz a dimensionalidade dos
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dados, enquanto retém a maior parte da variagdo no conjunto de dados. A PCA realiza essa
reducdo identificando dire¢des, chamadas de componentes principais, ao longo das quais a
varia¢do nos dados ¢ maxima. Usando alguns componentes, cada amostra pode ser representada
por relativamente poucos niimeros em vez de valores para milhares de variaveis. As amostras
podem entdo ser plotadas, tornando possivel avaliar as semelhancas e diferencas entre as
amostras ¢ determinar se as amostras podem ser agrupadas (PEARSON, 1901; RINGNER,
2008).

2.2.3 Analise de redes de coexpressiao génica

A andlise de redes de coexpressdo génica foi executada utilizando o pacote WGCNA
disponivel em CRAN (Comprehensive R Archive Network) (https://cran.r-project.org). Essa
analise pode ser usada para encontrar mddulos (clusters) de genes altamente correlacionados.
Redes de correlacdo facilitam métodos de triagem de genes baseados em rede que podem ser
usados para identificar biomarcadores candidatos (LANGFELDER; HORVATH, 2008;
ZHANG; HORVATH, 2005).

Para andlise coexpressao génica através do WGCNA, primeiramente, ¢ construida uma
matriz de correlacdo de Pearson que mensura a similaridade entre os perfis de expressdo génica
de todas as amostras. Na sequéncia, esta matriz de similaridade ¢ transformada em uma matriz
de adjacéncia que ¢ elevada a um expoente f (soft threshold) baseado no critério de topologia
de escala livre conforme indicado por Zhang e Horvath (2005). Foi utilizada a fun¢do
pickSoftThreshold, que realizou a analise da topologia da rede e auxiliou na escolha de uma
poténcia de limiar adequada.

Para minimizar os efeitos de ruido e associacOes espurias, a adjacéncia foi
transformada em matriz de sobreposicao topologica (TOM, do inglés Topological overlap
matrix) e foi calculada a dissimilaridade correspondente. A TOM, foi utilizada para defini¢ao
dos médulos baseados na dissimilaridade (1-TOM), que, segundo Zhang e Horvath (2005), gera
modulos mais distintos entre si. Os modulos (conjuntos de genes com alta sobreposi¢do
topoldgica) foram formados com base em TOM.

Posteriormente foi realizada uma clusterizagdo hierarquica com a fungdo
“flashClust(as.dist(dissTOM),method="average")”. Na sequéncia os modulos foram separados
com a funcdo “dynamicMods = cutreeDynamic(dendro = geneTree, method="tree",
minClusterSize = minModuleSize)” definindo o nimero minimo de genes em cada moédulo.
Modulos altamente correlacionados entre si, foram agrupados baseado na dissimilaridade de

seus genes, definidos como o primeiro componente principal de cada modulo e, considerados
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uma representacdo do perfil de expressdo génica dentro do moédulo (LANGFELDER;
HORVATH, 2008; ZHANG; HORVATH, 2005). Por fim, a cada m6dulo de genes formado foi
atribuida uma cor. Genes que ndo foram atribuidos a nenhum moédulo foram agrupados no
moédulo Cinza (Gray).

Duas andlises de redes de coexpressdao génica foram realizadas: uma utilizando todos

os genes (analise 1) e uma utilizando apenas os GDE (anélise II).

2.2.4 Analises de enriquecimento funcional

Os GDE encontrados na etapa anterior ¢ os genes dos modulos de coexpressao
encontrados nas analises I e II foram utilizados nas andlises de enriquecimento funcional
realizado pelo método clusterProfiler versao 3.18.1 (YU et al., 2012), disponivel no projeto
Bioconductor. O método calcula o teste de enriquecimento para os termos do Gene Ontology
(GO) (CONSORTIUM, 2000) como componente celular, fungdo molecular e processos
biologicos e vias da Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto (KEGG, do inglés Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA et al., 2009) com base na distribuicao
hipergeométrica. Para controlar as FDR em multiplos testes, os valores p ajustado também
foram estimados (STOREY, 2002).

Também foi utilizado na analise de enriquecimento funcional realizada no software R
o pacote DOSE versao 3.16.0 (YU et al., 2015) disponivel no Bioconductor. O DOSE fornece
calculos de similaridade semantica entre os termos e genes de ontologia de doengas para

explorar as fun¢des de determinados genes no contexto de doencas complexas como o CM.

2.2.5 Investigacao integrada de genes relacionados as citocinas que foram enriquecidos

nas analises anteriores

Nesta etapa foram realizadas andlises integradas com os genes enriquecidos em vias
relacionadas as citocinas observados nas etapas anteriores. O primeiro passo foi selecionar vias
enriquecidas no KEGG relacionadas as citocinas que estavam presentes em mais de uma
analise. Os genes enriquecidos nessas vias selecionadas foram submetidos a diagramas de Venn
para visualizar as sobreposi¢des entre os conjuntos de dados. O pacote VennDiagram (CHEN;
BOUTROS, 2011) do software R foi utilizado para elaborar os diagramas. Esse pacote suporta
de 2 a 5 conjuntos de dados e possui parametros que permitem aos usuarios customizar os

diagramas.
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Na sequéncia os genes que apareceram sobrepostos foram submetidos as analises de
interacdo entre as proteinas. O banco de dados Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes (STRING) (https://string-db.org/) foi utilizado para analisar a interacdo entre as proteinas
com pontuagdo de confianga >0,7 através da plataforma de software Cytoscape (versao 3.8.2)
(disponivel em https://cytoscape.org/). A extensao cytoHubba foi usada para construir as redes
de interagdo. Os dez principais genes foram selecionados como candidatos a genes hub (genes
que possuem um alto grau de conectividade entre os mddulos) de acordo com o algoritmo
Maximal Clique Centrality (MCC) (CHIN et al., 2014; ZHU et al., 2019b).

Posteriormente, foram realizadas anélises de curva Receiver Operating Characteristic
(ROC), que sao utilizadas na area clinica para quantificar a qualidade com que determinado
teste ou sistema discriminou entre dois estados, por exemplo, pessoa com doenga e pessoa
saudavel (SWETS, 1986). Essa analise também pode ser utilizada para avaliar os papéis
preditivos de genes selecionados. Assim, essa analise foi aplicada em RNA relacionados as
citocinas que estavam diferencialmente expressos entre o tecido tumoral e o tecido adjacente
ndo tumoral e que foram enriquecidos dentro dos modulos gerados, ou seja, os que possuiam
maiores condi¢des para desempenhar o papel de marcadores do CM.

Os resultados da andlise sdo visualizados em graficos da curva ROC, gerados com o
auxilio do pacote pRoc versao 1.17.0.1 no software R (ROBIN et al., 2011). O indice de
precisdo utilizado foi a drea abaixo da curva (AUC, do inglés Area Under the Curve), sendo o
valor aceitavel neste trabalho maior que 0,75. Os graficos gerados estdo baseados na nogao de
escala de separagdo, nos quais os resultados da média de expressao do transcrito para o tecido
tumoral e adjacente ndo tumoral formam um par de distribui¢cdes sobrepostas. A completa
separacdo entre as duas distribuigdes implica numa discriminagao perfeita dos dois estados. Ja
uma completa sobreposi¢ao implica em ndo discrimina¢do. A AUC tem valor maximo de 1 e é
uma medida de precisdo que combina a sensibilidade e a especificidade, descrevendo a

qualidade do marcador predito (ROBIN et al., 2011).

2.3 RESULTADOS

Através do projeto BRCA-US foram obtidos dados de expressdo de RNA de 1.041
individuos. Foram considerados no presente trabalho apenas dados das amostras de tecido
tumoral e tecido adjacente ndo tumoral provenientes das mesmas pacientes. Com isso, ao final
dessa filtragem, restaram dados de 112 mulheres (112 amostras de tecido tumoral e 112
amostras de tecido adjacente ndo tumoral) que seguiram para as analises. Foi encontrado um

total de 20.501 tipos de transcritos nessas amostras. Na Tabela 1 estao mostradas as informagdes
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clinicas e epidemiologicas das pacientes incluidas no estudo, disponiveis no TCGA. As
mulheres apresentaram uma idade média de 57 anos, 67% estavam vivas no ultimo

acompanhamento e entre as que faleceram 68% sobreviveram menos de 5 anos.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das pacientes com cancer de mama

selecionadas.
Caracteristica Informacio Amostras: n (%)
Fonte das amostras TCGA 112 pacientes
Médiat+Desvio Padrio 57,09+14,67
. 30-50 anos 42 (38%)
Idade das pacientes 51-70 anos 48 (43%)
>70 anos 22 (20%)
Status das pacientes no ultimo Viva 75 (67%)
acompanhamento Morta 37 (33%)
<5 anos 25 (68%)

Sobrevida das pacientes que morreram > 5 anos 12 (32%)

Abreviagdes: n: nimero.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

2.3.1 Identifica¢ao dos genes diferencialmente expressos

Dos 20.005 transcritos iniciais obtidos apés a filtragem, 2.020 foram identificados
como diferencialmente expressos em tecido tumoral em relacdo ao tecido adjacente ndo
tumoral, considerando-se um valor de p ajustado menor que 0,05, e um log2FoldChange menor
que -2 para 0s menos expressos, € maior que 2 para os mais expressos (lista completa dos genes
com os respectivos valores de log2FoldChange e valor de p ajustado na tabela S1 no
APENDICE A). Desses, 1.152 estavam mais expressos em tecido tumoral (superexpressos ou
upregulated) e 868 estavam menos expressos (subexpressos ou downregulated) quando

comparados ao tecido adjacente ndo tumoral (Figura 2).
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Figura 2 — Genes diferencialmente expressos. (a) Volcano plot da analise de expressao
diferencial dos transcritos em tecido tumoral com relagdo ao tecido adjacente ndo tumoral.
Em vermelho, os transcritos mais expressos (upregulated). Em azul, transcritos menos
expressos (downregulated). A linha tracejada horizontal representa o corte em 1 no eixo do
logl0(FDR). As linhas tracejadas verticais representam os cortes no eixo do log2FoldChange
em -2 e 2. (b) Grafico apresentando a quantidade de genes diferencialmente expressos,
upregulated e downregulated, no tecido tumoral em comparagdo com o tecido adjacente nao
tumoral.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para confirmar se os GDE eram capazes de distinguir as amostras de tecido tumoral
das amostras de tecido adjacente ndo tumoral foi realizada uma PCA (Figura 3). O componente
principal 1 (Dim1) contribuiu em 23,2% para a separagdo dos grupos e o componente principal
2 (Dim2) contribuiu em 9,8%. A andlise grafica da PCA mostrou a formacdo de grupos
distintos, indicando que houve diferenca na expressao dos genes entre os grupos tecido tumoral

e tecido adjacente nao tumoral.
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Figura 3 - Analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis)
da andlise de expressdo diferencial do RNA em tecido tumoral e tecido adjacente ndo tumoral.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

2.3.2 Analise de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos

Para interpretar o papel biologico dos GDE foi realizada a anélise de enriquecimento

funcional das vias do KEGG e dos termos do GO. O resultado da analise do KEGG demonstrou

27 vias metabolicas significativamente enriquecidas (apenas as 10 vias mais enriquecidas estao

detalhadas na Tabela 2, padrao que se repete nas demais tabelas com resultados de

enriquecimento).

Tabela 2 - Anélise de enriquecimento do KEGG de genes diferencialmente expressos.

Termo KEGG Genes: n (%)

p valor ajustado

hsa04080: Via de interacao ligante-receptor neuroativa 78 (11,14%) < 0,000
hsa04060: Interacdo citocina e receptor da citocina 56 (8%) < 0,000
hsa04020: Via de sinalizacdo do calcio 45 (6,42%) < 0,000
hsa04024: Via de sinalizacdo de cAMP 35 (5%) 0,005
hsa05034: Alcoolismo 28 (4%) 0,033
hsa04974: Digestao e absorcao de proteinas 27 (3,85%) < 0,000
hsa04657: Via de sinalizacdo da IL-17 25 (3,57%) < 0,000
hsa04728: Sinapse dopaminérgica 24 (3,42%) 0,006
hsa04261: Sinalizagdo adrenérgica em cardiomidcitos 24 (3,42%) 0,028
hsa04110: Ciclo celular 23 (3,28%) 0,006

Abreviagdes: n = nimero; KEGG = Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto.
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Os GDE foram enriquecidos principalmente em vias como, por exemplo, interacao
citocina e receptor da citocina e via de sinalizagao da IL-17. O resultado de enriquecimento dos
processos biologicos do GO listou 166 termos, das fungdes moleculares listou 81 termos e dos

componentes celulares do listou 65 termos (Tabela S2 no APENDICE B).

2.3.3 Analise I: identificacio de redes de coexpressio génica utilizando todos os

transcritos disponiveis

Os modulos de coexpressdao da Analise [ foram construidos pelos valores de expressao
de 19.559 genes em 112 amostras tumorais e 112 amostras de tecido adjacente ndo tumoral das
mesmas pacientes diagnosticadas com CM. Os valores de poténcia foram selecionados pelo
algoritmo WGCNA na construgdo de moédulos de coexpressao. A independéncia de escala e a
analise de conectividade média de mdédulos com diferentes valores de poténcia foram realizadas
por teste de gradiente (valor de poténcia variando de 1 a 20) (Figura 4). O valor de poder
apropriado foi determinado quando o valor de independéncia da escala era igual a 0,8. O
algoritmo WGCNA foi entdo usado para construir os médulos de coexpressao e extrair a
informagdo do gene em cada mddulo.

Figura 4 - Anélise da topologia da rede para varios poderes de limite suave da analise de
coexpressao I. O painel esquerdo mostra o indice de ajuste sem escala (eixo y) como uma

funcdo da poténcia de limiar suave (eixo x). O painel direito exibe a conectividade média
(grau, eixo y) como uma funcdo da poténcia de limiar suave (eixo Xx).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os transcritos foram agrupados em funcdo da similaridade segundo o algoritmo

dynamicTOM overlap formando 49 modulos de genes coexpressos. Esses modulos foram
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identificados seguindo um esquema de cores atribuidas aleatoriamente. A Figura 5 apresenta os
modulos definidos na andlise de coexpressao I. O Quadro S1 apresenta a quantidade de genes

enriquecidos em cada um dos médulos gerados (APENDICE C).

Figura 5 - Rede de coexpressao génica em 112 pares de amostras de tecido tumoral e de
tecido adjacente ndo tumoral de mama gerada pelo WGCNA (andlise I). A conectividade dos
19.559 transcritos considerados na andlise foi utilizada como medida de distancia para a
constru¢do do dendrograma. O algoritmo dynamicTOM overlap foi usado para fazer o
agrupamento dos transcritos em modulos da rede. Na barra horizontal, transcritos com a
mesma cor se encontram no mesmo modulo. Foram anotados 49 modulos no total.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

2.3.4 Analise I: enriquecimento funcional das redes de coexpressao construidas utilizando

todos os transcritos disponiveis

A andlise de enriquecimento do KEGG e do GO foi realizada com os genes dos 49

modulos construidos a partir das contagens dos transcritos.
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Na analise do KEGG 22 moédulos apresentaram vias enriquecidas (Tabela S4 no

APENDICE D), sendo que os médulos Black e Turquoise foram os mais relevantes por

apresentarem vias diretamente relacionadas as citocinas e seus receptores (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise de enriquecimento do KEGG dos modulos Black e Turquoise gerados na

analise de coexpressao génica .

Médulo Termo KEGG Genes: n (%) P Valor
ajustado
Black  hsa04060: Interagdo citocina e receptor de citocina 36 (19.25%) < 0,000
hsa04650: Citotoxicidade mediada por células NK 21 (11,23%) 0,001
hsa04062: Via de sinalizacao das quimiocinas 20 (10,70%) 0,002
hsa’()4612: Processamento e apresentacao de 19 (10,16%) 0,003
antigenos
hsa04659: Diferenciagao de células Th17 16 (8,56%) 0,004
h§a04660: Via de sinalizagdo do receptor de 15 (8.02%) 0,005
células T
hsa04630: Via de sinalizacdo JAK-STAT 13 (6,95%) 0,001
hsa05235: Expressdo de PD-L1 e via de
checkpoint P]g-l no cancer 10 (5,35%) < 0,000
hsa04064: Via de sinalizacdo NF-kappa B 10 (5,35%) 0,001
hsa04668: Via de sinalizacdo TNF 9 (4,81%) 0,007
Turquoise hsa04151: Via de sinalizagao PI3K-Akt 82 (6,72%%) < 0,000
hsa04080: Interacao ligante-receptor neuroativo 77 (6,31%) 0,001
hsa04020: Via de sinalizacao do calcio 76 (6,23%) < 0,000
hsa04010: Via de sinalizagdo MAPK 71 (5,82%) < 0,000
hsa04060: Interacdo citocina e receptor de citocina 64 (5,25%) 0,011
hsa05205: Proteoglicanos no cancer 49 (4,02%) 0,005
hsa04630: Via de sinalizacdo JAK-STAT 36 (2,95%) 0,046
hsa05224: Cancer de mama 34 (2,79%) 0,033
hsa04931: Resisténcia a insulina 33 (2,70%) < 0,000
hsa04152: Via de sinalizagago AMPK 33 (2,70%) 0,003

Abreviagdes: n = nimero; KEGG = Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Os genes do modulo Black foram principalmente enriquecidos em: interacdo citocina

e receptor da citocina; citotoxicidade mediada por células NK; via de sinalizacdo das

quimiocinas; processamento e apresentacdo de antigenos, diferenciagdo de células Th17; via de

sinalizacdo do receptor de células T; via de sinalizacio JAK-STAT (do inglés Janus

kinases/signal transducer and activator of transcription proteins); expressao de PD-L1 e via de

checkpoint PD-1 no céancer; via de sinalizacdo NF-kappa B ¢ via de sinalizagao TNF.

No moédulo Turquoise, os genes foram enriquecidos principalmente em: via de

sinalizacdo PI3K-Akt; interagdo ligante-receptor neuroativo; via de sinalizacdo do cdlcio; via


https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
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de sinalizagdo MAPK; interagao citocina e receptor da citocina; proteoglicanos em cancer; via
de sinalizagao JAK-STAT; CM; resisténcia a insulina; e via de sinalizagio AMPK.

O enriquecimento dos termos do GO foi realizado para processos bioldgicos, fungdes
moleculares e componentes celulares. Na analise dos processos bioldgicos, 8 moddulos
apresentaram termos enriquecidos (Tabela S4 no APENDICE E). Com relagdo as fungdes
moleculares, 11 médulos apresentaram termos enriquecidos (Tabela S5 no APENDICE E). O
modulo Darkgreen apresentou termos enriquecidos diretamente relacionados as citocinas e seus
receptores (Tabela 4).

Tabela 4 - Enriquecimento do GO (fungdes moleculares) de genes no mdodulo Darkgreen da
analise de coexpressao 1.

Médulo Termos do GO: fun¢des moleculares Genes: n (%) p valor
ajustado
Darkgreen GO:0140375 - atividade do receptor imunologico 16 (11,59%) < 0,000
G0:0005543 - ligacao de fosfolipidios 13(9,42%) < 0,000
G0:0030246 - ligacao de carboidratos 11(7,97%)  <0,000
G0:0042277 - ligagao de peptideo 11(7,97%)  <0,000
G0:0033218 - ligacao de amida 11 (7,97%) 0,002
11901981 - ligaga fosfat
GO0:0035091 - ligacao do fosfatidilinositol 9 (6,52%) 0,002
GO0:0051015 - ligagao do filamento de actina 8 (5,80%) 0,002
GO0:0004896 - atividade do receptor de citocinas 7 (5,07%) < 0,000
GO:0019955 - ligagao de citocinas 7 (5,07%) 0,001

Abreviagdes: n = numero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

No moédulo Darkgreen os genes foram principalmente enriquecidos em: atividade do
receptor imunologico; ligagdo de fosfolipidios; ligacdo de carboidratos; ligacao de peptideo;
ligacdo de amida; ligacdo do fosfato de fosfatidilinositol; ligacdo do fosfatidilinositol; ligagao
do filamento de actina; atividade do receptor de citocinas; e ligagcdo de citocinas. Nas duas
func¢des moleculares - atividade do receptor de citocinas e ligagdo de citocinas - os genes CCR1,
CD4,CD74, EBI3, ILIORA, ILI2RB1 ¢ IL2RA estavam enriquecidos, € nenhum destes apareceu
como diferencialmente expresso no presente estudo.

Com relagdo aos componentes celulares, 10 moddulos apresentaram termos

enriquecidos (Tabela S6 no APENDICE E).
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2.3.5 Analise II: identificacido de redes de coexpressdo génica utilizando apenas os genes

diferencialmente expressos

Os modulos de coexpressao da Andlise 11 foram construidos pelos valores de expressao
de 2.020 GDE em 112 amostras tumorais ¢ 112 amostras de tecido adjacente ndo tumoral das
mesmas pacientes diagnosticadas com CM usando o algoritmo WGCNA. Conforme demonstra
a Figura 6, os genes utilizados conseguiram diferenciar as amostras em dois grandes grupos
principais: amostras do tecido adjacente ndo tumoral (com coloragdo rosa claro — Cluster 1) e
amostras do tecido tumoral (com coloragdo azul — Cluster 2).

Figura 6 - Analise de cluster das amostras de tecido tumoral e de tecido adjacente ndo tumoral
de pacientes com cancer de mama. Os 2.020 genes diferencialmente expressos foram usados
para a analise por WGCNA e flashClust. As amostras foram divididas em dois clusters

principais, cluster 1 (rosa claro) e cluster 2 (azul claro). Um sub-cluster de amostras de tecido
tumoral foi identificado dentro do cluster 1 (rosa mais escuro).

Cluster dendrogram

Cluster 2
]

Cluster 1

Distance: conelation
Cluster Mo sveage

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O valor da poténcia foi um dos parametros criticos no processo de construcdo, que
afetou principalmente a independéncia de escala e a conectividade média dos modulos de
coexpressao. O limiar suave foi determinado pela independéncia de escala e analise de
conectividade média de modulos com diferentes valores de poténcia variando de 1 a 20. Como
mostrado na Figura 7, quando o valor de poténcia foi definido como 8, o valor de independéncia
de escala atingiu 0,8. Portanto, a matriz de coexpressao foi calculada com o valor de poténcia

determinado de 8.
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Figura 7 - Analise da topologia da rede para varios poderes de limite suave da analise II. O
painel esquerdo mostra o indice de ajuste sem escala (eixo y) como uma funcao da poténcia
de limiar suave (eixo x). O painel direito exibe a conectividade média (grau, eixo y) como
uma funcao da poténcia de limiar suave (eixo x).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Quando utilizamos somente os GDE, os transcritos foram agrupados em fun¢do da
similaridade segundo o algoritmo dynamicTOM overlap formando 5 mddulos. Esses modulos
sdo identificados seguindo um esquema de cores atribuidas aleatoriamente. A Figura 8

apresenta os modulos definidos na andlise de coexpressao II.
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Figura 8 - Rede de coexpressao génica em 112 pares de amostras de tecido tumoral e de
tecido adjacente nao tumoral de mama gerada pelo WGCNA (andlise II). A conectividade dos
2.020 transcritos considerados na analise foi utilizada como medida de distancia para a
constru¢do do dendrograma. O algoritmo dynamicTOM overlap foi usado para fazer o
agrupamento dos transcritos em modulos da rede. Na barra horizontal, transcritos com a

mesma cor se encontram no mesmo modulo. Foram anotados 5 modulos no total.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Foram observados 628 genes no modulo Blue, 130 genes no modulo Brown, 80 genes

no modulo Green, 1.061 genes no mddulo Turquoise e 86 genes no modulo Yellow.

2.3.6 Analise II: enriquecimento funcional das redes de coexpressio construidas

utilizando os genes diferencialmente expressos

A analise de enriquecimento do KEGG e do GO foi realizada nos genes dos 5 médulos
construidos a partir das contagens dos GDE.

Na andlise do KEGG o resultado demonstrou vias metabolicas enriquecidas
significativas nos médulos Blue, Turquoise e Yellow (Tabela 5). Os genes do modulo Blue
foram enriquecidos principalmente em: via de interacdo ligante-receptor neuroativa; via de

sinalizacdo do cdlcio; interagdo citocina e receptor da citocina; via de sinalizagdo cAMP;
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digestdo e absor¢do de proteinas; via de sinalizagdo PPAR; via de sinalizagdo AMPK; via de

sinalizag¢do da apelina; metabolismo do retinol; e metabolismo da tirosina.

Tabela 5 - Anélise de enriquecimento do KEGG de genes nos modulos gerados pela andlise

de coexpressao II.

Moédulo Termo KEGG Genes: n (%) p valor
ajustado
Blue hsa04080: Interacao ligante-receptor neuroativo 28 (10,94%) < 0,000
hsa04020: Via de sinalizac¢do do calcio 20 (7,81%) 0,002
hsa04060: Interagao citocina e receptor de
citocina 19 (7,42%) 0,029
hsa04024: Via de sinalizagdo cAMP 16 (6,25%) 0,021
hsa04974: Digestao e absorcao de proteinas 15 (5,86%) < 0,000
hsa03320: Via de sinalizacdo PPAR 13 (5,08%) < 0,000
hsa04152: Via de sinalizagio AMPK 13 (5,08%) 0,003
hsa04371: Via de sinalizagdo da apelina 12 (4,69%) 0,008
hsa00830: Metabolismo do retinol 10 (3,91%) < 0,000
hsa00350: Metabolismo da tirosina 10 (3,91%) <0,000
Turquoise hsa04080: Interagdo ligante-receptor neuroativo 37 (11,28%) < 0,000
hsa04060: Interagao citocina e receptor de
citocina 26 (7,93%) 0,006
hsa04110: Ciclo celular 22 (6,71%) < 0,000
hsa04114: Meiose do odcito 19 (5,79%) < 0,000
hsa04657: Via de sinalizacao da IL-17 15 (4,57%) < 0,000
hsa04728: Sinapse dopaminérgica 15 (4,57%) 0,008
hsa04742: Transducao do sabor 13 (3,96%) 0,002
hsa04727: Sinapse GABAérgica 12 (3,66%) 0,008
hsa05032: Dependéncia de morfina 12 (3,66%) 0,008
hsa05033: Dependéncia de nicotina 8 (2,44%) 0,006
Yellow  hsa04080: Interacao ligante-receptor neuroativo 4 (40,00%) 0,018
hsa05033: Dependéncia de nicotina 2 (20,00%) 0,018

Abreviagoes: n = nimero; KEGG = Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Os genes do modulo Turquoise foram enriquecidos principalmente em: via de

interacdo ligante-receptor neuroativa; interagdo citocina e receptor da citocina; ciclo celular;

meiose de odcitos; via de sinalizagdo IL-17; sinapse dopaminérgica; transdug¢do de sabor;

sinapse GABA¢érgica; dependéncia de morfina; e dependéncia de nicotina. Os genes do méddulo

Yellow foram enriquecidos em via de interacdo ligante-receptor neuroativa e em dependéncia

de nicotina.
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A andlise dos termos do GO enriquecidos demonstrou similaridades entre alguns
modulos. Na anélise dos processos biologicos os modulos Blue, Brown e Green apresentaram
genes enriquecidos relacionados ao sistema muscular. Enquanto que, os termos do GO
enriquecidos no modulo Turquoise estavam mais relacionados ao ciclo celular. Os termos
relacionados aos processos bioldgicos estdo apresentados na Tabela S7, os relacionados as
fungdes moleculares na Tabela S8 e os relacionados aos componentes celulares na Tabela S9

(APENDICE F).

2.3.7 Investigacao integrada de genes relacionados as citocinas que foram enriquecidos

nas analises anteriores

Nessa etapa foi realizada uma investigacao integrada de genes enriquecidos em vias
do KEGG relacionadas as citocinas das trés andlises de enriquecimento realizadas
anteriormente (com todos os GDE, anélise I e andlise II).

Em um primeiro momento foram elaborados Diagramas de Venn para reconhecer
genes em comum enriquecidos nas diferentes andlises. Comparando os genes enriquecidos na
via de sinalizacao IL-17 dos grupos GDE e modulo Turquoise da andlise II 14 estavam
sobrepostos: CXCL10 (do inglés C-X-C motif chemokine ligand 10), MMP1 (do inglés matrix
metallopeptidase 1), MMP3 (do inglés matrix metallopeptidase 3), MMP9 (do inglés matrix
metallopeptidase 9), MMP13 (do inglés matrix metallopeptidase 13), S10048 (do inglés S100
calcium binding protein A8), S10049 (do inglés S100 calcium binding protein A9), CCL7 (do
inglés C-C motif chemokine ligand 7), CCLI11 (do inglés C-C motif chemokine ligand 11),
CCL20 (do inglés C-C motif chemokine ligand 20), ILI17C, MAPKI5 (do inglés mitogen-
activated protein kinase 15), SI004A7A (do inglés S100 calcium binding protein A7A4) e
MUCS5B (do inglés mucin-5B) (Figura 9).
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Figura 9 — Diagrama de Venn com os genes enriquecidos no KEGG na via de sinalizagdo IL-
17 de dois grupos: GDE e mddulo Turquoise da anélise II. Os dois conjuntos mostram uma
sobreposi¢do de 14 genes enriquecidos.

GDE Turgquoise

count

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Comparando os genes enriquecidos na via interagdo citocina e receptor da citocina dos
grupos GDE, mddulo Turquoise da anélise I e modulo Black da andlise I nenhum estava
sobreposto. Entre o grupo GDE e o moédulo Turquoise da andlise 1 21 genes estavam
sobrepostos: CCLI4 (do inglés C-C motif chemokine 14), CCL16 (do inglés C-C motif
chemokine 16), e CCL21, que sdo quimiocinas da subfamilia CC; CXCL2 (do inglés C-X-C
motif chemokine ligand 2), PF4 (do inglés platelet factor 4) e PPBP (do inglés pro-platelet
basic protein) que sdo quimiocinas da subfamilia CXC; CNTFR (do inglés ciliary neurotrophic
factor receptor), CSF3 (do inglés colony stimulating factor 3), GHR (do inglés growth
hormone receptor), IL6, IL13, LEP (do inglés leptina), LEPR (do inglés leptin receptor), LIFR
(do inglés LIF receptor subunit alpha) e TSLP (do inglés thymic stromal lymphopoietin);
IL17D; BMP?2 (do inglés bone morphogenetic protein 2), BMP3 (do inglés bone morphogenetic
protein 3), GDF10 (do inglés growth differentiation factor 10) e ACVRIC (do inglés activin A
receptor type 1C) da familia TGF-§ e /L33. Entre o grupo GDE e o mddulo Black da analise |
3 genes estavam sobrepostos: CXCL9 (do inglés C-X-C motif chemokine ligand 9), quimiocina
da subfamilia CXC; IL12B e IL2 R (Figura 10).
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Figura 10 — Diagrama de Venn com os genes enriquecidos no KEGG em na via de interagao
citocina e receptor da citocina de trés grupos: GDE, médulo Turquoise da analise I e médulo
Black da analise 1. Os trés conjuntos ndo mostram uma sobreposicao de genes enriquecidos.
Entre os grupos GDE e mddulo Turquoise da analise I ocorreu uma sobreposi¢ao de 21 genes
enriquecidos e entre os grupos GDE e modulo Black da analise I ocorreu uma sobreposicao de
3 genes enriquecidos.

GDE

count

Turquoise Black

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Comparando os genes enriquecidos na via interagao citocina e receptor da citocina dos
grupos GDE, médulo Turquoise da andlise II e modulo Blue da andlise II nenhum estava
sobreposto. Entre o grupo GDE e o moédulo Turquoise da andlise 11 26 genes estavam
sobrepostos: CCRS (do inglés C-C motif chemokine receptor 8), CCL7, CCLI11, CCLI15 (do
inglés C-C motif chemokine ligand 15), CCL20, CXCL10, CXCL9, CXCLI1 (do inglés C-X-C
motif chemokine ligand 11), ILIR, IL2IR, EPO (do inglés eosinophil peroxidase), IL12B, IL24,
IL19,1L20,IFNBI,IL17C, BMPRIB (do inglés bone morphogenetic protein receptor type 1B),
INHA (do inglés inhibin subunit alpha), INHBA (do inglés inhibin subunit beta A), GDF'15 (do
inglés growth differentiation factor 15), BMP8A (do inglés bone morphogenetic protein 8a),
TNFRSF9 (do inglés TNF receptor superfamily member 9), TNFSF4 (do inglés TNF
superfamily member 4) e TNFRSF18 (do inglés TNF receptor superfamily member 18). Entre
o grupo GDE e o modulo Blue da andlise II 19 genes estavam sobrepostos: CCLI4, CCLI6,
CCL21, PF4, PPBP, CNTFR, CSF3, GHR, IL13, IL6, LEP, LEPR, LIFR, IL17D, ACVRIC,
BMP2, BMP3, GDF10 e IL33 (Figura 11).
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Figura 11 — Diagrama de Venn com os genes enriquecidos na anadlise KEGG em via de
interacdo citocina e receptor da citocina de trés grupos: GDE, mddulo Turquoise da anélise 11
e modulo Blue da andlise 1. Os trés conjuntos nao mostram uma sobreposi¢ao de genes
enriquecidos. Entre os grupos GDE e mddulo Turquoise da analise I ocorreu uma
sobreposicdo de 26 genes enriquecidos e entre os grupos GDE e modulo Blue da analise I
ocorreu uma sobreposi¢do de 19 genes enriquecidos.

GDE

count

Turquoise Blue
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para extrair genes hub (genes com alta correlagdo em modulos candidatos) dos
conjuntos sobrepostos nas vias enriquecidas foi realizada uma andlise de bioinformatica
integrada. Em um primeiro momento esses genes foram submetidos a analise STRING e a rede
de interacdo proteina-proteina (PPI, do inglés Protein-Protein Interaction) foi construida com
o Cytoscape.

Na primeira geracao de rede foram utilizados os genes sobrepostos da comparagdo da
via de sinalizag¢do da IL-17 (entre os enriquecimentos de GDE e do modulo Turquoise da analise
IT) e foram obtidos 14 nodes (nds - proteinas) e 27 edges (arestas - interagdes) com escore de
confianca > 0,7 (Figura 12a). A analise CytoHubba foi utilizada na sequéncia para avaliar a
importancia dos n6és com o algoritmo MCC onde os dez principais genes foram selecionados
como candidatos a genes hub: CXCL10, MMPI1, MMP3, MMP9, MMP13, S10049, CCL7,
CCLI11, CCL20 e IL17C (Figura 12b).
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Figura 12 - Identificacao de genes hub da via de sinalizagao da IL-17. (a) Andlise de rede PPI.
14 nodes (n6s - proteinas) e 27 edges (arestas - interagdes) foram obtidos com pontuagdo de
confianga >0,7. Cores distribuidas aleatoriamente. (b) Os dez principais genes foram
selecionados como genes hub candidatos com base no algoritmo MCC. Genes coloridos em
vermelho possuem uma maior importancia na rede de interacao e genes coloridos em amarelo
uma menor importancia na rede de interagao.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na segunda geracao de rede foram utilizados os genes sobrepostos da comparagdo da
via de interacgdo citocina e receptor da citocina (entre os enriquecimentos de GDE e do mddulo
Turquoise da analise 1) e foram obtidos 21 nodes (n6s - proteinas) e 64 edges (arestas -
interagdes) com escore de confianga > 0,7 (Figura 13a). A analise CyfoHubba foi utilizada na
sequéncia para avaliar a importancia dos nés com o algoritmo MCC onde os dez principais
genes foram selecionados como candidatos a genes hub: CXCL2, CNTFR, CSF3, IL6, IL13,
LEP, LEPR, LIFR, TSLP e IL33 (Figura 13b).
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Figura 13 - Identificacdao de genes Aub da via de interacdo citocina e receptor de citocina
(comparacao entre GDE e modulo Turquoise na analise I). (a) Anélise de rede PPI. 21 nodes
(nos - proteinas) e 64 edges (arestas - interagdes) foram obtidos com pontuacdo de confianga

>0,7. (b) Os dez principais genes foram selecionados como genes hub candidatos com base no
algoritmo MCC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na terceira geracao de rede foram utilizados os genes sobrepostos da comparagao da
via de interacdo citocina e receptor da citocina (entre os enriquecimentos de GDE e do mddulo
Turquoise da andlise II) e foram obtidos 26 nodes (n6s - proteinas) e 72 edges (arestas -
interagdes) com escore de confianga > 0,7 (Figura 14a). A analise CytoHubba foi utilizada na
sequéncia para avaliar a importancia dos nés com o algoritmo MCC onde os dez principais
genes foram selecionados como candidatos a genes hub: CCRS, CCL7, CCLI11, CCL15, CCL20,
CXCLI10, CXCLY9, CXCLI11,1L24 e IFNBI (Figura 14b).
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Figura 14 - Identificacao de genes hub da via de interagdo citocina e receptor de citocina
(comparacao entre GDE e modulo Turquoise na andlise II). (a) Anélise de rede PPI. 26 nodes
(nds - proteinas) e 72 edges (arestas - interagdes) foram obtidos com pontuagdo de confianga

>0,7. (b) Os dez principais genes foram selecionados como genes hub candidatos com base no
algoritmo MCC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na quarta geracdo de rede foram utilizados os genes sobrepostos da comparagdo da
via de interacgdo citocina e receptor da citocina (entre os enriquecimentos de GDE e do mddulo
Blue da analise II) e foram obtidos 19 nodes (n6s - proteinas) e 47 edges (arestas - interagdes)
com escore de confianca > 0,7 (Figura 15a). A analise CytoHubba foi utilizada na sequéncia
para avaliar a importancia dos n6s com o algoritmo MCC onde os dez principais genes foram
selecionados como candidatos a genes hub: CCL21, PPBP, CNTFR, CSF3, GHR, IL13, IL6,
LEP, LEPR e LIFR (Figura 15b).
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Figura 15 - Identificacdao de genes hub da via de interagdo citocina e receptor de citocina
(comparacao entre GDE e modulo Blue na andlise II). (a) Analise de rede PPI. 19 nodes (nos -
proteinas) e 47 edges (arestas - interagcdes) foram obtidos com pontuacao de confianca >0,7.
(b) Os dez principais genes foram selecionados como genes hub candidatos com base no
algoritmo MCC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Posteriormente, foram feitas analises de curva ROC para os genes que apareciam
sobrepostos (incluindo os genes hub). Com os resultados obtidos a partir das analises de
enriquecimento das vias do KEGG dos GDE, da andlise I de coexpressao e da analise II de
coexpressao 0s genes que apareceram sobrepostos foram submetidos a analise de curva ROC.
A intenc¢ao foi identificar possiveis genes associados as citocinas que teriam maior possibilidade
de servir como assinatura molecular, diferenciando o tecido tumoral do tecido adjacente nao
tumoral. Para estes transcritos, foi gerada uma curva ROC. Quando analisamos os genes da via
de sinalizac¢do da IL-17 encontramos 6 genes Ahub (Figuras 16 a 18) que atenderam ao critério
de significancia estatistica, com uma AUC de >0,75 e um intervalo de confianca de 95%. Todos

os demais obtiveram uma AUC abaixo de 0,75 (APENDICE G (Figuras S1-S2)).
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Figura 16 — Curva ROC de 2 genes enriquecidos na via de sinalizagdo da IL-17 destacando-se
o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracdo dos verdadeiros
positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos negativos). (a)

Curva ROC do gene CCLI1. (b) Curva ROC do gene CXCLI0.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Figura 17 — Curva ROC de 2 genes enriquecidos na via de sinalizagdo da IL-17 destacando-se
o valor AUC. No eixo y de todos os graficos, a sensitividade (fracdo dos verdadeiros
positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdo dos falsos negativos). (a)

Curva ROC do gene MMP]I. (b) Curva ROC do gene MMP3.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Figura 18 — Curva ROC de 2 genes enriquecidos na via de sinalizagao da IL-17 destacando-se
o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracdo dos verdadeiros
positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos negativos). (a)
Curva ROC do gene MMPY. (b) Curva ROC do gene MMP13.
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Quando analisamos os genes da interagdo citocina e receptor de citocina encontramos
34 (alguns genes hub) (Figuras 19 a 27) que atenderam ao critério de significancia estatistica,
com uma AUC de >0,75 e um intervalo de confian¢a de 95%. Todos os demais obtiveram uma

AUC abaixo de 0,75 (APENDICE G (Figuras S3-S5)).
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Figura 19 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os graficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene ACVRIC. (b) Curva ROC do gene BMP2. (¢) Curva ROC

do gene BMP3. (d) Curva ROC do gene BMPS8A.
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Figura 20 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene CCL!1. (b) Curva ROC do gene CCL14. (c) Curva ROC
do gene CCL16. (d) Curva ROC do gene CCL21.
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Figura 21 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene CCRS. (b) Curva ROC do gene CNTFR. (c) Curva ROC
do gene CSF3. (d) Curva ROC do gene CXCL?2.
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Figura 22 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene CXCLY. (b) Curva ROC do gene CXCLI10. (c) Curva
ROC do gene CXCLI11. (d) Curva ROC do gene TSLP.
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Figura 23 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdo dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene GDF'10. (b) Curva ROC do gene GHR. (c) Curva ROC do
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Figura 24 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene I/L17D. (b) Curva ROC do gene IL19. (c¢) Curva ROC do

gene IL20. (d) Curva ROC do gene IL2IR.

(a)

(©)

Sen silivity

04

Sensithvity

04

1.0

048

086

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.2

0.0

IL1TD

AUC: 0.78 (0.72, 0.84)

02 0.0

AUC: 0.75 (0.69, 0.82)

1.0 08 0.6 04 0.2
Specificity

o0

(b)

(d)

Sensitivity

0.4

Sensitivity

04

08

06

02

0.0

1.0

08

06

02

0.0

IL19

AUC: 0.78(0.72, 0.83)

1.0 0.8 08 0.4 0.2 00
Spedhcity

IL21R

AUC: 0.90 (0.86, 0.84)

10 08 0.6 04 02 00
Specificity

Fonte: Elaborada pela autora (2021).



68

Figura 25 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene /L33. (b) Curva ROC do gene INHBA. (c) Curva ROC do
gene LEP. (d) Curva ROC do gene LEPR.
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Figura 26 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene LIFR. (b) Curva ROC do gene PPBP. (c) Curva ROC do
gene TNFRSF9. (d) Curva ROC do gene TNFRSF18.

(a) LIFR (b) PPBP
e o |
= o
k=1 o
= Q ]
(=]
g £
- %
,§ - AUC: 0.84 (D.91, 0.97) .i - AUC: 0.76 (0.70, 0.82)
o 7 o 7
o o
=1 o
= e 4
o | =
1 1 I T T I ] T 1 1 1 1
10 08 0.6 04 02 0.0 1.0 08 06 0.4 02 00
Specificity Spadificity
© TNFRSF9 (d) TNFRSF18
3 - =
S -B
Q ]
z° = o
= =
3 H
g . AUC: 0.86 (0.81,0.91) g . AUC: 0.83 (0.7, 0.88)
e o
S g -
e o
= o
I L] L] T ] T T T T T T ]
10 08 06 04 02 0.0 10 08 086 04 02 0.0
Specificity Spadificity

Fonte: Elaborada pela autora (2021).



70

Figura 27 — Curva ROC do gene TNFSF4 enriquecido na via de sinalizagao citocina-receptor
de citocina, destacando-se o valor AUC. No eixo y a sensitividade (fragcdo dos verdadeiros

positivos). No eixo x a especificidade (fracao dos falsos negativos).
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2.4 DISCUSSAO

A identificagdo de biomarcadores com sensibilidade e especificidade para uso na
detec¢do do tecido tumoral de CM pode ser utilizado para melhorar o diagnostico, o progndstico
e auxiliar nas decisdes terapéuticas. Nesse estudo, foi realizada uma analise integrada utilizando
o perfil transcriptomico de mulheres com CM do TCGA. Os ensaios de enriquecimento
funcional, de coexpressdo e interacdo proteina-proteina permitiram identificar moléculas
relacionadas as citocinas e receptores associadas ao desenvolvimento da doenca.

A presente analise de expressdo génica foi realizada em amostras de tecido tumoral e
tecido adjacente ndo tumoral das mesmas pacientes, que proporciona equilibrio na
heterogeneidade das amostras, evitando que sejam analisadas amostras com expressao
excessivamente elevadas ou reduzidas sem seu respectivo controle de comparacao. Além disso,
reduz a possibilidade de influéncia de fatores externos as variagdes encontradas, de forma que
para cada amostra normal existe uma tumoral sujeita as mesmas condi¢des. Assim, a variagao
na expressao génica pode ser confiavelmente relacionada as influéncias do ambiente tumoral.

O WGCNA tem sido amplamente utilizado na triagem de biomarcadores que predizem
a progressao dos canceres (LIU et al., 2021; NIEMIRA et al., 2020; SHAN et al., 2020; TIAN
et al., 2020; VERNOCCHI et al., 2020; WAN et al., 2018; YANG et al., 2021; YE et al., 2020;
YIN et al., 2021; ZHENG; ZHANG; ZHONG, 2021). A elaboragdo de duas analises de
coexpressao (uma utilizando todos os transcritos iniciais — analise I e uma utilizando apenas os
transcritos que estavam diferencialmente expressos — analise II) possibilitou uma visdo
amplificada e comparativa de possiveis marcadores relacionados as citocinas no CM. A
identificacdo dos grupos de mddulos génicos, representados por cores, permitiu a caracterizagao
bioldgica através do enriquecimento para processos € vias metabolicas especificas relacionadas
as citocinas, levando a inferéncia de que alguns genes possam estar relacionados ao
desenvolvimento ¢ manuten¢ao do tumor no CM.

Nas diferentes analises de enriquecimento do KEGG realizadas no presente trabalho,
duas vias relacionadas as citocinas foram observadas em comum. A via de interag¢do citocina-
receptor de citocina apareceu enriquecida na analise dos GDE, nos mddulos Black e Turquoise
da analise de coexpressdo I e nos modulos Blue e Turquoise da analise de coexpressao II. E a
via de sinalizagdo da IL-17 apareceu enriquecida na andlise de GDE e no médulo Turquoise da

analise de coexpressao II.
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A interagdo citocina-receptor de citocina ¢ uma via do KEGG que apareceu
enriquecida em todas as andlises deste trabalho. Essa via contém quimiocinas, IL, IFN, TNF-q,
TGF-B, entre outros fatores. As citocinas sdo moléculas que desempenham papéis criticos na
regulagdo de uma ampla gama de fun¢des normais, levando a proliferacdo, diferenciagdo e
sobrevivéncia celular e podem ser liberadas em resposta a inflamagao e também podem inibir
o desenvolvimento e a progressao do cancer (DRANOFF, 2004; GOLDSTEIN; LASZLO,
1988). No presente trabalho, varios genes da via foram associados como bons marcadores para
diferenciar tecido tumoral de tecido adjacente nao tumoral.

Alguns estudos demonstraram que a via de interacao citocina-receptor de citocina pode
estar envolvida na formacao do carcinoma hepatocelular (CALVISI et al., 2006; HSU et al.,
2007; JIANG; HAO, 2018; NIWA et al., 2005). Um estudo de 2017 identificou uma assinatura
de oito genes na via interagdo citocina e receptor de citocinas, que estava significativamente
associada ao prognostico de cancer colorretal (DONG et al., 2017). No presente estudo,
identificamos assinatura de 33 genes nessa via que estdo relacionadas ao tecido tumoral de
pacientes com CM: ACVRIC, BMP2, BMP3, BMP8A, CCL11, CCL14, CCL16, CCL21, CCRS,
CNTFR, CSF3, CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, GDF10, GHR, IL6, IL9R, IL17D, IL19,
IL20, IL21R, IL33, INHBA, LEP, LEPR, LIFR, PPBP, TNFRSF9, TNFRSF18, TNFSF4 ¢ TSLP.

Com relacdo as citocinas e receptores da familia TGF-B 6 genes apareceram
enriquecidos na via e se mostraram bons marcadores para diferenciar tecido tumoral do tecido
adjacente conforme as andlises de curva ROC: ACVRIC, BMP2, BMP3 ¢ GDF10, INHBA e
BMPS8A. O transcrito ACVR1C estava subexpresso nas amostras tumorais do presente estudo,
resultado que vai de encontro aos relacionados na literatura. A superexpressao do transcrito
desse receptor de citocinas foi observada anteriormente em retinoblastomas invasivos
(ASNAGHTI et al., 2019) e ao crescimento e adesdo tumoral no CM (HU et al., 2017). Os
transcritos BMP2 ¢ BMP3 também foram observados como subexpressos nas amostras
tumorais. Em um estudo anterior a alta expressao de BMP2 foi observada em carcinoma de
mama invasivo (HUANG et al., 2017) e com relagdo ao BMP3 um estudo identificou que niveis
elevados do mRNA da citocina foram associados a uma melhor sobrevida global de pacientes
com CM (KATSUTA et al., 2019).

O transcrito da citocina GDF10 também apareceu subexpresso nas amostras tumorais.
Uma analise, recentemente publicada, vai ao encontro desse resultado, onde a regulacio
negativa de GDF10 foi relatada em diferentes subtipos de CM (RAHMAN et al., 2020). Outro
estudo com amostras de CM triplo-negativo mostrou que a proteina GDF10 atua como um

supressor de tumor nas células epiteliais mamarias, limitando a proliferagdo (ZHOU et al.,
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2019). Ja os transcritos INHBA ¢ BMP8A estavam superexpressos nas amostras tumorais
quando comparadas com o tecido adjacente nao tumoral. Um estudo também identificou a alta
expressdao do mRNA d de INHBA em tecido tumoral de mama quando comparado ao tecido
adjacente nao tumoral (WANG et al.,, 2016). Quanto ao transcrito BMP8A, um estudo
relacionou a superexpressao com uma pior sobrevida de pacientes com CM (KATSUTA et al.,
2019; SUI et al., 2021).

Com relag@o as quimiocinas e seus receptores, 5 genes da subfamilia CC apareceram
enriquecidos na via e se mostraram bons marcadores para diferenciar tecido tumoral do tecido
adjacente conforme as andlises de curva ROC: CCRS, CCLI11, CCLI14, CCL16 e CCL21. O
CCRS8 foi observado com alta expressao no tecido tumoral quando comparado ao tecido
adjacente ndo tumoral no presente estudo. A alta expressdo do receptor de quimiocinas em
células T reguladoras do ambiente tumoral de CM foi relatada e associada a doenca (PLITAS
etal., 2016). CCL11 também foi observado superexpresso no presente estudo. A sinalizacao de
CCL11 esté4 envolvida na regulagdo do microambiente tumoral e na progressdo do cancer e a
proteina foi observada superexpressa em CM (WANG; HUANG, 2020).

Por outro lado, os transcritos das quimiocinas CCL14, CCL16 e CCL21 estavam
subexpressos nas amostras tumorais quando comparadas com o tecido adjacente ndao tumoral
no presente estudo. CCL14 e CCL16 interagem com o mesmo receptor (CCR1, do inglés C-C
motif chemokine receptor 1) e sdo importantes nas infec¢des virais. Em referéncia aos canceres,
um estudo observou que a superexpressao do transcrito CCL14 levou a inibi¢do do crescimento
de tumor hepatocelular em camundongos (ZHU et al., 2019a), o que esta de acordo com o
observado no presente estudo, enquanto que o CCL16 estava superexpresso em linhagens de
CM e também foi relacionado com um pior prognéstico em camundongos (SHEN et al., 2021),
resultado que vai de encontro ao encontrado pelo presente estudo. A molécula de CCL21 foi
analisada em um estudo de 2020 com CM, onde verificou-se que a sua superexpressao estava
relacionada com um bom prognostico, atuando para prevenir o crescimento tumoral (CHEN et
al., 2020a).

Com relagdo as quimiocinas da subfamilia CXC, 5 genes apareceram enriquecidos e
se mostraram bons marcadores para diferenciar tecido tumoral do tecido adjacente conforme as
analises de curva ROC: CXCL2, CXCLY9, CXCL10, CXCL11 e PPBP. Os transcritos CXCL9 e
CXCLI10 estavam superexpressos nas amostras tumorais do presente estudo. A alta expressao

desses transcritos foi relatada, em um estudo anterior, associada a um melhor prognéstico em
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pacientes com CM (LI et al., 2020). A CXCLI11 foi observada superexpressa nas amostras
tumorais da presente analise e também em cancer de célon (CAO et al., 2021).

Por outro lado, os transcritos de CXCL2 e PPBP foram observados como subexpressos
no tecido tumoral do presente trabalho, diferentemente de resultados com céancer de outros
estudos. Com relagdo ao CXCL2 foi observado sua alta expressdao em cancer de ovario em
comparagao com tecido adjacente nao tumoral (ZHANG et al., 2021). O PPBP foi observado
com expressdao aumentada em tecidos de colangiocarcinoma em compara¢do com tecidos
normais adjacentes (GUO et al., 2017).

Com relagdo as citocinas e receptores da familia TNF-a, 3 genes apareceram
enriquecidos na via e se mostraram bons marcadores para diferenciar tecido tumoral do tecido
adjacente conforme as analises de curva ROC: TNFRSF9, TNFRSFI18 e TNFSF4. Os 3
transcritos apareceram superexpressos no tecido tumoral na presente andlise de expressao
diferencial. Com relacdo ao TNFRSF9, um estudo evidenciou que este auxilia a promover a
metastase 0ssea do CM, aumentando a migragdo e diferenciacdo de osteoclastos de mondcitos
(JIANG et al., 2019). Enquanto que a expressdo aumentada do transcrito TNFRSF18 foi
observada em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco (LECERF
et al., 2019). Com relacdo ao TNFSF4, recentemente um estudo publicou dados sobre suas
caracteristicas oncogénicas no CM. A alta expressdao do mRNA da citocina foi observada em
todos os tipos de CM, e essa alteragdo foi associada a uma menor sobrevida global livre de
doenca (LI et al., 2021).

Considerando a familia das IL, 14 genes apareceram enriquecidos na via e se
mostraram bons marcadores para diferenciar tecido tumoral do tecido adjacente conforme as
analises de curva ROC: CNTFR, IL6, LIFR, CSF3, GHR, IL9R, IL2IR, LEP, LEPR, TSLP,
IL17D, IL19, IL20 e IL33. O transcrito do IL-9R apareceu superexpresso nas amostras tumorais
no presente estudo e esse resultado estd de acordo com outros encontrados na literatura. Em um
estudo com céancer endometrial o receptor também foi relatado como superexpresso em
amostras tumorais (TONG et al., 2020). Analisando a expressdo proteica, um estudo com CM
observou a superexpressao, tanto do receptor como de seu ligante, no tecido tumoral (DING et
al., 2019). Outro transcrito de receptor de IL encontrado superexpresso nas amostras tumorais
foi IL-21R. Em céancer géstrico, a expressdao da molécula foi relatada como tendo um papel
oncogénico na tumorigénese (YAN et al., 2019). Em linhagens de CM foi observado que o
silenciamento de IL-21R suprimiu a proliferagao celular (WANG et al., 2015).

Os transcritos da IL-19 e a IL-20 apareceram superexpressos nas amostras tumorais

do presente estudo. A IL-19 tem um efeito autocrino nas células do CM, promovendo
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diretamente a proliferagdo e migracao e indiretamente fornecendo um microambiente para a
progressao do tumor (CHEN et al., 2013). Da mesma forma, a alta expressao de IL-20 e de seus
receptores em tecido tumoral de mama foi associada a um desfecho clinico ruim (HSU et al.,
2012).

A expressao positiva de CNTFR foi correlacionada com a expressio de RE em
linhagens celulares de CM em um estudo em 1997, sugerindo que as moléculas podem ser co-
reguladas (DOUGLAS et al., 1997). Em uma anélise de bioinformatica, o gene CNTFR foi
relatado como parte de uma assinatura prognostica com outros sete genes para analise de
sobrevida global em cancer de células escamosas da laringe (CHEN et al., 2020b). No presente
trabalho o transcrito do CNTFR estava subexpresso nas amostras tumorais de CM, quando
comparadas com as amostras de tecido adjacente ndo tumoral.

Considerando o transcrito IL-6, este estava subexpresso nas amostras tumorais de CM,
quando comparadas com as amostras de tecido adjacente ndo tumoral. Na literatura, encontra-
se dados de efeitos contraditorios dessa citocina. Alguns estudos relataram que a proteina IL-6
inibiu a proliferacao de linhagens celulares de CM (BADACHE; HYNES, 2001; DANFORTH;
SGAGIAS, 1993). Outro estudo identificou que a expressao da proteina ndo tem efeito sobre a
proliferagao celular de linhagens de CM (SUSUMU HONMA et al., 2002). Ainda, um estudo
descreveu que altos niveis séricos de IL-6 em pacientes com CM estdo associados a um
prognostico ruim (SANGUINETTI et al., 2015).

Outro transcrito que apareceu subexpresso nas amostras tumorais do presente estudo
foi o LIFR. Esse resultado confirma dados de um estudo com mulheres indianas, onde foi
observada a baixa expressao do mRNA nas amostras tumorais quando comparadas as amostras
normais adjacentes, e consequente baixa expressao da proteina (ABDUL et al., 2019). O mRNA
de LIFR também ¢ subexpresso em uma variedade de canceres humanos e ¢ relatado como
supressor metastatico de CM (HUYTON et al., 2007; IORNS et al., 2012; SALM et al., 2015).
O CSF3 também apareceu nas andlises de expressao diferencial como subexpresso. Em um
trabalho com cancer de célon e reto a expressao de CFS3 e de seu receptor foi observada alta
em alguns subtipos moleculares (APRYL S. SAUNDERS et al., 2021).

O GHR também foi encontrado, no presente trabalho, como subexpresso nas amostras
de tecido tumoral, e esse resultado vai de encontro a outros relatados na literatura. A
superexpressdo do transcrito de GHR foi relacionada a risco alto e intermediario de recorréncia

em pacientes com CM (BELLA; SCANFERLATO; COLORI, 2018). Outra analise revelou que
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o GHR estava mais expresso no tecido tumoral de pacientes com CM quando comparado com
o tecido adjacente ndo tumoral (GEBRE-MEDHIN et al., 2001).

Os transcritos das moléculas LEP e LEPR estavam subexpressos no tecido tumoral, no
presente estudo. Alguns estudos relacionaram a alta expressao de LEP com um mau prognostico
em diferentes tipos de cancer, incluindo o CM (GUI et al., 2017; LIPSEY et al., 2016). Em
contraste, uma metanalise revelou que os baixos niveis de LEP estdo diretamente relacionados
com a progressdo do CM (JIN et al., 2021). Quanto ao receptor, sua alta expressdo em tecido
de CM foi relacionada com um progndstico ruim das pacientes (MIYOSHI et al., 2006). A
TSLP também estava subexpressa no presente estudo no tecido tumoral. Em um estudo de 2016
os autores relataram que a molécula nao foi encontrada nem em células hematopoiéticas e nem
em células do estroma do microambiente do tumor primario em CM (GHIRELLI et al., 2016).
Um outro estudo que investigou os fatores que promovem o microambiente em tumores de
mama descobriu que o TSLP ¢ produzido diretamente por células tumorais em pacientes com
CM (PEDROZA-GONZALEZ et al., 2011).

O transcrito da IL-33 apareceu subexpressa nas amostras tumorais. Em termos de mau
prognostico, niveis elevados da proteina IL-33 foram detectados no soro e tumores de pacientes
com CM (LIU et al., 2014). Outra IL que apareceu menos expressa no tecido tumoral no
presente estudo foi a IL-17D (mais explorada em um paragrafo posterior).

Outra via do KEGG enriquecida nas analises do presente estudo que ¢ relacionada as
citocinas foi a via de sinalizagdo IL-17, que inclui as interacdes das proteinas da familia da
interleucina 17 (IL-17), pertencente a resposta das células T CD4+helperl7 (Thl7)
(LANGRISH et al., 2005). As células Th17 tém um papel destacado em muitas doengas onde
a inflamagdo estd presente, como o CM, por meio da producdo de citocinas pro-inflamatorias
como a IL-17 (SEGURA et al.,, 2013). A familia de citocinas IL-17 e seus receptores
desempenham fungdes cruciais nas respostas imunoldgicas normais do hospedeiro,
participando tanto da resposta inflamatoria aguda quanto da cronica (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI 2019). A expressao desregulada de citocinas e de receptores dessa familia tem sido
associada a muitas doengas humanas, principalmente inflamagdo e cancer (MCGEACHY;
CUA; GAFFEN, 2019). Em uma revisao recente sobre o papel das citocinas da via de
sinalizagdao da IL-17 no CM os autores concluiram que os efeitos promotores de cancer de IL-
17A, IL-17B e IL-17RB sdo relativamente claros, e seus inibidores podem ser sintetizados
como drogas direcionadas para tratar pacientes com CM no futuro (SONG; WEI; LI, 2021).

A IL-17 foi primeiramente caracterizada em 1993 (ROUVIER et al., 1993) e hoje ¢

chamada de IL-17A. Posteriormente outros membros da familia de citocinas foram descobertos:
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IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também chamada de IL-25) e IL-17F (KOLLS; LINDEN,
2004). As citocinas da familia IL-17 compartilham 16-50% de identidade de aminoacidos com
IL-17A, sendo a IL-17F a mais semelhante (50%) e IL-17E a mais divergente (16%) (FOSSIEZ
etal., 1996; GERHARDT et al., 2009). Cada membro da familia IL-17 sinaliza através de uma
familia especifica de receptores denominados receptores de interleucina-17 (IL-17R) para
induzir a sinalizacdo em suas células-alvo (MOSELEY et al., 2003). A maioria desses
complexos sao heterodiméricos e consistem na subunidade IL-17RA expressa de forma ubiqua
e em uma segunda subunidade especifica do ligante (IL-17RB-RE) (RICKEL et al., 2008;
SONG et al., 2014; TOY et al., 2006). O receptor da IL-17D permanece desconhecido.

A IL-17A ¢ uma citocina pro-inflamatoria que possui papel essencial na defesa do
hospedeiro contra infec¢cdes microbianas e estd implicada em vérias condi¢des inflamatorias,
como doencas autoimunes e cancer (GU; WU; LI, 2013; OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008).
Ela atua nas células apresentadoras de antigeno, como macrofagos e células dendriticas,
induzindo a producdo de citocinas e quimiocinas e recrutando neutrofilos (GUGLANI;
KHADER, 2010; LINDEN; LAAN; ANDERSON, 2005; YU et al., 2007). Embora produzida
principalmente pelas células T, a IL-17A ativa muitos dos eventos sinalizados por citocinas da
resposta imune inata, tais como: TNF-a e IL-1p, sendo considerada uma molécula de ligagao
entre essa resposta e a resposta imune adaptativa. A IL-17 também regula a expressao do fator
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF, do inglés granulocyte colony-stimulating-
factor) e IL-6 (KOLLS; LINDEN, 2004).

Quando a IL-17A interage com o complexo de receptor IL-17RA/ IL-17RC duas vias
de sinalizagdao podem ser ativadas. A sinalizagdo candnica induz mecanismos transcricionais e
pOs-transcricionais envolvidos na autoimunidade, hipersensibilidade e reprogramacao
metabolica dos tecidos linfoides. A via canonica ativa ACT1 (do inglés adaptor protein CIKS),
o que leva a ativacao de TRAF6 (do inglés TNF receptor-associated factor 6). Segue a ativagao
das vias NF-xB (do inglés nuclear factor kappa B) e MAPK (do inglés mitogen-activated
protein kinase). Em ultima analise, isso leva a transcricdo de genes da resposta inflamatoria
como CXCLI10, MMPI, MMP3, MMP9 e MMPI3 que nas andlises do presente estudo
apareceram superexpressos.

No contexto tumoral a alta expressdo de CXCL10 foi associada a um melhor
progndstico em pacientes com CM (LI et al., 2020). As moléculas MMP1, 3,9 e 13 sdo enzimas
que desempenham papéis importantes em varios processos fisioldgicos e patologicos e sdo

investigadas no CM. A alta expressaio do mRNA MMPI1 estd associada ao aumento do



78

crescimento de CM e metéstases e também pode predizer mau prognoéstico (SHEN et al., 2017)
e seu silenciamento inibe o comportamento maligno das células tumorais in vitro (WANG et
al., 2019). Em relagdo a MMP3, um estudo identificou que a alta expressdo da proteina foi
observada em tecidos tumorais de mama (MEHNER et al., 2015). A expressao elevada da
proteina MMP9 no CM ¢ um preditor de menor sobrevida do paciente (JOSEPH et al., 2020).
A expressao do transcrito MMP13 foi significativamente maior nos tecidos cancerosos da
mama em comparacdo com os tecidos normais da mama e seus niveis elevados parecem estar
relacionados a detec¢do positiva de células tumorais em linfonodos - entre pacientes com CM
(KOTEPUI et al., 2016). A alta expressao dos transcritos MMP1, 3, 9 e 13 juntos pode servir
como uma assinatura génica para diferenciar o tecido do tumor da mama do adjacente ndo
tumoral e pode ser explorado como um tratamento plausivel através, por exemplo, de
silenciamento génico.

A outra via de sinaliza¢do possivel de ser ativada pela interagdao de IL-17A e seu
completo de receptor ¢ a sinalizacdo nao canodnica, que atua em sinergia com outros sistemas
receptores e ¢ principalmente responsavel pelo reparo e regeneracdo do tecido. A via nao
canodnica ¢ ativada e recruta TRAF2 e TRAFS5. Em seguida, moléculas de estabilizagdo de
mRNA sdo ativadas, e em paralelo, fatores desestabilizadores, sdo inibidos. Ao final da via,
esta ativagdo leva, assim como a via candnica, a produgdo de elementos inflamatérios como os
observados superexpressos no presente estudo e que podem estar relacionados a progressao de
CM. Pode-se concluir, entio que ambos os mecanismos (via candnica € ndo canonica)
participam da progressao de tumores (BREVI et al., 2020; LI et al., 2019; MONIN; GAFFEN,
2017).

Com relacdo ainda a IL-17A, suas expressdes génica e proteica desreguladas tém sido
associadas as doengas humanas, inclusive canceres (BASTID et al., 2020), mas o impacto em
contextos tumorais ainda estd pouco elucidado. Uma revisdo sistematica e meta-analise
investigou o papel da IL-17A e concluiu que a citocina promove a tumorigénese (PUNT et al.,
2015).

Resultados de alguns estudos suportam um papel pro-tumoral de IL-17A em CM. Em
um modelo murino com CM triplo negativo os autores observaram que o nivel da proteina no
ambiente tumoral estava aumentado e que esta estimula o crescimento tumoral e o processo de
angiogénese (DU et al.,, 2012). Em mais uma investigacdo com CM triplo negativo em
linhagens celulares observou-se que a citocina IL-17A ¢ superexpressa no ambiente tumoral e
que esta implicada na angiogénese tumoral (QIAN et al., 2020). Uma pesquisa utilizando uma

linhagem celular de CM identificou que a IL-17A promoveu o desenvolvimento do tumor e
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inibiu diretamente a apoptose (NAM et al., 2008). Outro estudo observou, pela primeira vez,
que a IL-17A sérica ¢ regulada positivamente em pacientes com CM e que os niveis mais
elevados estdo associados com desfechos clinicos ruins (KAWAGUCHI et al., 2019). Uma
investigacdo por meio de imuno-histoquimica constatou o aumento da expressao de IL-17A em
tumores mamarios malignos e metastaticos de modelos caninos (BUJAK et al., 2020).

A presenca ativa de IL-17A e IL-17F nos processos inflamatorios desencadeia a
sinalizagdo de IL-6, ativagdo da via inflamatoria NF-kB e via de sinalizagdo do fator de
transcrigdo STAT3, que consequentemente desempenha um papel fundamental na indugdo da
inflamacao aguda e, posteriormente, reparo de tecidos, inflamacao cronica e, eventualmente,
no desenvolvimento de muitos tipos de canceres (DE SIMONE et al., 2015). Os transcritos IL-
17A e IL-17F ndo foram observados no presente estudo com expressdo diferencial entre os
tecidos tumoral e adjacente ndo tumoral, mas em estudos anteriores ja foram relatadas fungdes
pré tumorais e as moléculas ja foram alvo de neutralizacdo em ensaios clinicos. Ja as outras
citocinas da familia IL-17 foram citadas com fungdes pré e antitumorais e nao foram utilizadas
em ensaios clinicos no contexto do cancer (BRIUKHOVETSKA et al., 2021).

O transcrito IL-17B ndo foi enriquecido em nenhuma via do KEGG do presente estudo,
mas foi observado subexpresso nas amostras tumorais quando comparado com amostras do
tecido adjacente ndo tumoral. A IL-17B ¢ expressa no nivel transcricional em muitos tipos de
células, incluindo condrécitos, neurdnios, células epiteliais intestinais e células de CM. Sua
interagdo ocorre com um receptor formado por IL-17RB (CHANG; DONG, 2011). Entre os
membros da familia IL-17, IL-17B tem 29% de homologia com IL-17A (KOLLS; LINDEN,
2004). Em um estudo analisando amostras humanas in vitro verificou-se que IL-17B nao induz
a expressao de IL-6, mas induz mondcitos a produzir TNF-a e IL-1p (LI et al., 2000).

No contexto do cancer, o papel da IL-17B parece pouco compreendido. A expressao
da proteina, especialmente nos compartimentos epitelial e estromal, esta aumentada no cancer
colorretal (AL-SAMADI et al., 2016). Altos niveis de IL-17B também foram associados a mau
progndstico em pacientes com cancer de pancreas, pulmao e mama, sugerindo que a mesma
sinalizacdo ¢é explorada por células cancerosas para sobrevivéncia, proliferacdo e migracao (BIE
etal., 2017). Por outro lado, altos niveis de IL-17B parecem exercer atividades antiangiogénicas
in vitro (SANDERS et al., 2010).

Com relacdo ao ligante IL-17RB (que faz parte do receptor das citocinas IL-17E e IL-
17B), um estudo de coorte com 69 pacientes com carcinoma ductal invasivo de mama

demonstrou que ele foi regulado positivamente em 19% delas. Além disso, a deteccao de IL-
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17RB proteica foi significativamente correlacionada com mau prognostico e alta taxa de
mortalidade nesta coorte (FURUTA et al., 2011). Em uma outra coorte de 179 pacientes com
CM, a correlagdo entre a expressdo de IL-17RB e o mau prognostico foi estatisticamente
significativa, mesmo apos ajuste para varios parametros clinicos (idade, tamanho do tumor,
estado do linfonodo e expressdao do RE (HUANG et al., 2014). Em outro estudo com uma coorte
de 143 pacientes, os resultados sugerem que a expressao de IL-17RB e também da citocina IL-
17B esta associada a redugdo da sobrevida das pacientes. A mesma pesquisa analisou ainda
dados de expressdo de 1.809 pacientes com CM e descobriu que a alta expressao de IL-17B foi
significativamente correlacionada com pior prognostico em toda a populagdo (LAPREVOTTE
et al., 2017).

A IL-17E ¢ a citocina mais divergente na familia IL-17, compartilhando apenas 25-
35% de homologia com os outros membros e ¢ produzida por células Th2 (FORT et al., 2001;
LEE et al., 2001). Em um estudo de 2016, os pesquisadores demonstraram em um modelo com
camundongo com CM, que a IL-17E foi expressa por células TCD4+ e macrofagos no tumor e
que um anticorpo neutralizante de IL-17E reduziu a metéstase pulmonar (JIANG et al., 2017b).
Um outro estudo investigando o papel da IL-17E no CM observou que a expressao do mRNA
em pacientes foi significativamente menor do que em tecido normal de mama e sugeriu que a
analise da proteina no soro de pacientes com CM pode ser um potencial fator prognostico
(BARATI etal., 2020). A IL-17E é uma citocina que atua nas células do estroma para orquestrar
a inflamacao por células do tipo Th2, por exemplo, através da producio de quimiocinas como
a CCL11 (CHENG et al., 2014). No presente estudo, o transcrito CCL11 foi enriquecido na via
de sinalizagao da IL-17 (além de também enriquecido na via de interagao citocina e receptor de
citocina) e foi regulado positivamente na analise de expressdo diferencial. No contexto do
tumor, CXCL11 também foi observada superexpressada em amostras tumorais de cancer de
colon (CAO et al., 2021).

Na via de sinalizagdo IL-17 enriquecida no médulo Turquoise da andlise 11 e na andlise
de enriquecimento dos GDE, o transcrito IL-17C foi observado e apareceu superexpresso no
presente estudo de expressdo diferencial, assim como a molécula IL-17RE que forma seu
receptor heterodimérico (junto com IL-RA) (SONG et al., 2011). A IL-17C foi identificada
durante a pesquisa de citocinas relacionadas a IL-17A. (LI et al., 2000). IL-17C compartilha
23% de homologia de aminoéacidos com IL-17A (KOLLS; LINDEN, 2004). E uma citocina
produzida predominantemente por células ndo imunes como células epiteliais do coélon e do
pulmao (PFEIFER et al., 2013; SONG et al., 2014), queratinocitos (JOHANSEN et al., 2011)
e células musculares lisas (BUTCHER; WASEEM; GALKINA, 2016).
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A IL-17C esta envolvida em doencas humanas. No contexto tumoral, um estudo com
cancer de colon demonstrou que o IL-17C ¢ regulado positivamente nesse tipo de tumor e que
a interleucina medeia a tumorigénese de célon induzida pela microbiota (SONG et al., 2014).
A alta expressdo proteica de IL-17C e de seu receptor IL-17RE foi associada ao mau
prognostico de carcinoma hepatocelular e ao aumento da recorréncia de pacientes com
carcinoma hepatocelular em um estudo realizado com 300 pacientes (LIAO et al., 2013). Em
um outro estudo de 2017, os pesquisadores obtiveram evidéncias de que a IL-17C medeia o
recrutamento de neutrdfilos associados ao tumor e o crescimento do tumor pulmonar
(JUNGNICKEL et al., 2017). No presente estudo, as duas moléculas (a IL e seu receptor)
também estavam superexpressas. A interagdo da citocina e de seu receptor leva no final da via
a produgdo de citocinas relacionadas a inflamagao, como, por exemplo, a IL-6, que no presente
estudo foi observada subexpressa nas amostras tumorais comparadas ao tecido adjacente nao
tumoral. Uma possivel explicagdo para esse resultado contraditorio é que esteja ocorrendo um
silenciamento de IL-17C ou de seu receptor, ndo sendo ativada a via para a consequente
producdo de IL-6.

IL-17D ¢ o membro menos investigado da familia 1L-17 (MCGEACHY; CUA;
GAFFEN, 2019). O mRNA de IL-17D ¢ detectado em varios tecidos, incluindo cérebro,
coragao, pulmao, pancreas, musculo esquelético e tecido adiposo. A IL-17D parece ndo
estimular a proliferacdo de células imunes proprias, mas, em resposta ao estresse, induz as
células endoteliais a produzirem IL-6, IL-8 e GM-CSF (do inglés Granulocyte-macrophage
colony-stimulating fator) (STARNES et al., 2002). Estudos recentes t€ém mostrado que a
expressao de IL-17D ¢ regulada pelo NRF2 (do inglés nuclear factor erythroid-derived 2-like
2), um fator de transcri¢do que € sensor de estresse oxidativo e xenobidtico. A expressdo de IL-
17D mediada por NRF2 em resposta a estimulos carcinogénicos inicia respostas imunes
antitumorais em camundongos pela ativagao da vigilancia imune mediada por células NK
(SADDAWI-KONEFKA et al., 2016).

Com relagdo ao papel da IL-17D em cancer, ¢ provavel que a citocina possa induzir
uma resposta antitumoral ao recrutar células NK (LIU; SUN; LIU, 2020). IL-17D ¢ um alvo
potencial para imunoterapia tumoral, pois foi descoberto que a inje¢ao da IL recombinante em
células de melanoma transplantadas em camundongos causou um atraso de crescimento
significativo em comparagdo com tumores tratados com controle, demonstrando o efeito
antitumoral da molécula (O’SULLIVAN et al., 2014). Em CM, a expressao alterada de IL-17D

foi, pela primeira vez, relatada no presente estudo, que verificou uma subexpressao do transcrito
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no tecido tumoral comparado ao tecido adjacente nao tumoral. Além disso, na analise de curva
ROC o transcrito foi observado como um bom marcador, sugerindo uma possibilidade de
investiga¢do em analises futuras.

Em uma andlise ampla, esses estudos somados aos achados aqui relatados,
demonstram que as citocinas da familia IL-17 exercem fungdes ndo redundantes e até opostas,
que vao desde a eliminagdo de células tumorais e reconstituicao de tecido, até atividades pro-

inflamatorias e pro-tumorais.

2.5 CONCLUSOES

Em conclusdo, o presente estudo identificou varios GDE utilizando uma andlise
abrangente de bioinformatica e bancos de dados publicos. Além disso, varios genes centrais e
vias envolvidas na progressdo do CM, potenciais preditores ou alvos terapéuticos, foram
identificados com destaque para duas vias do KEGG enriquecidas no presente estudo, a
interacao citocina e receptor de citocina e a via de sinalizagao da IL-17.

Nas analises de enriquecimento das vias do KEGG em GDE e na andlise de
coexpressao I e II, a via de interacdo citocina e receptor da citocina foi observada. Trinta e trés
transcritos enriquecidos na via foram considerados bons marcadores para o tecido tumoral de
mama: ACVR1C, BMP2, BMP3, BMPSA, CCL11, CCL14, CCL16, CCL21, CCRS8, CNTFR,
CSF3, CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, GDF10, GHR, IL-6, IL-9R, IL-17D, IL-19, IL-
20, IL-21R, IL-33, INHBA, LEP, LEPR, LIFR, PPBP, TNFRSF9, TNFRSF18, TNFSF4 e
TSLP.

Nas analises de enriquecimento das vias do KEGG em GDE e nos mddulos da anélise
de coexpressao II, a via de sinalizagao da IL-17 foi observada. Seis transcritos enriquecidos na
via se destacam e foram considerados bons marcadores para o tecido tumoral de mama: CCL11,
CXCL10, MMP1, MMP3, MMP9 ¢ MMP13.

Os achados do presente estudo in silico sao de grande importancia na definicdo de
melhores genes candidatos, cuja variagao da expressao pode estar relacionada com a progressao
tumoral. Assim, esses genes identificados podem representar alvos mais adequados para
verificagdo experimental, ajudando a elucidar mecanismos subjacentes a tumorigénese,
progressao ¢ manutengdo do CM. Além disso, bons genes candidatos podem ser utilizados
como biomarcadores, contribuindo para o estabelecimento de um melhor diagndstico e conduta

terapéutica.



83

3 CAPITULO II - ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES TNFRSF1A E
IFNLR1 COM O RISCO DE DESENVOLVIMENTO DE CANCER DE MAMA E
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

3.1 INTRODUCAO

O CM ¢ o cancer mais comumente diagnosticado e que mais causa mortes em mulheres
em todo o mundo (THE UNION INTERNATIONAL CANCER CONTROL, 2018). O projeto
GLOBOCAN estima, aproximadamente, 2 milhdes (24%) de novos casos e 622 mil mortes de
mulheres por CM em todo o mundo em 2018 (representando a quinta causa de morte no mundo)
(BRAY et al., 2018). O CM ¢ o principal tipo de cancer entre as mulheres brasileiras. Em 2018,
segundo o Instituto Nacional de Cancer, 17 mil mulheres morreram por CM no Brasil
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). Para
o triénio 2019-2021 sdo previstos 66.280 novos casos de CM a cada ano. Este valor corresponde
a um risco estimado de 61,61 novos casos a cada 100 mil mulheres.

A progressao de tumores ¢ controlada por uma interacdo complexa entre a resposta
imune do hospedeiro e as células cancerosas (GONZALEZ; HAGERLING; WERB, 2018). As
células cancerosas tendem a acumular mutacdes e podem adquirir fendtipos especificos, como
a capacidade de evitar e resistir a resposta imune do hospedeiro (DE KRUIJF et al., 2010;
PARCESEPE et al., 2016). Estudos anteriores demonstraram que a inflamagao crénica nas
proximidades do microambiente tumoral pode promover o crescimento, bem como a progressao
do CM (BEN-BARUCH, 2003; ELINAYV et al., 2013; IYENGAR; HUDIS; DANNENBERG,
2015; LU; OUYANG; HUANG, 2006). As respostas inflamatérias desempenham papéis
decisivos em diferentes estdgios do desenvolvimento do tumor, incluindo patogénese, invasao
e metastase e, portanto, as citocinas inflamatorias sd3o componentes criticos da progressao do
tumor. As citocinas ativam seus efeitos imunomoduladores por meio de sua interagdo com
receptores especificos. Assim, polimorfismos genéticos em genes responsaveis pela codificagao
desses receptores podem resultar em expressao alterada e/ou mudancas estruturais que podem
afetar a atividade bioldgica das citocinas (DHIMAN et al., 2010; MOUDGIL; CHOUBEY,
2011).

Variantes genéticas em genes de receptores de citocinas relacionados a inflamacao do
Receptor de Fator de Necrose Tumoral Membro Superfamilia 1A (TNFRSF1A) e receptor 1 do
interferon lambda (INF-A) (I/FFNLR1), também conhecido como receptor da interleucina 28, alfa
(IL-28RA) foram associados a doengas inflamatorias (DASHTTI et al., 2020; DE JAGER et al.,
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2009; GREGORY et al., 2012; HOFFJAN et al., 2015; JAVOR et al., 2018; LI et al., 2013;
LOPEZ DE LAPUENTE et al., 2012a; MA et al., 2017; PARK et al., 2013; SHAO et al., 2018;
STRANGE et al., 2010; WATTS et al., 2019; XU et al., 2014; YANG et al., 2013). A interagao
desses receptores com seus ligantes pode regular a inflamagao e aumentar a atividade invasiva
e o potencial metastatico das cé€lulas tumorais, conforme relatado por alguns estudos
(HENGEVELD; KERSTEN, 2015; JIANG et al., 2017a; XU et al., 2014). No entanto,
atualmente existem poucos estudos relacionando esses genes a suscetibilidade ao CM.

O TNFRI ¢ o principal receptor do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e pertence a
uma superfamilia de receptores para o TNF. O TNF-a ¢ produzido por células neoplasicas ou
células do microambiente tumoral e pode atuar como promotor tumoral enddégeno. No tecido
mamario normal, o TNF-a regula a proliferagdo celular por meio de seus efeitos pro-
apoptdticos, mas no CM, a inibi¢do da via apoptética e o aumento dos efeitos de sobrevivéncia
e proliferagdo contribuem para a proliferacio de células tumorais (GARCIA-TUNON et al.,
2006).

Como um dos receptores do TNF-a, o TNFR1 pode ativar o NF-Kappaf, mediar a
apoptose e regular a inflamacao (XU et al., 2014). Variantes genéticas no gene TNFRSF1A
podem ser responsaveis por causar alteracdes estruturais e/ou funcionais no receptor, que por
sua vez podem resultar em um desequilibrio na agdo das citocinas, do TNF (DHIMAN et al.,
2010). A variante rs1800693 foi identificada e estudos funcionais mostraram que ela leva a
produgdo de uma nova isoforma de TNFR1 (COMABELLA et al., 2013; KULAKOVA et al.,
2018). Esta isoforma nao possui a por¢cao C-terminal, incluindo o dominio transmembranar e
as regides intracelulares que sdo essenciais para sua localizacdo celular adequada
(COMABELLA etal., 2013; GREGORY et al., 2012). A variante rs1800693 esta localizada no
intron 6 do gene TNFRSF1A e acredita-se que influencie a remog¢ao do éxon 6. Em um ensaio
de splicing in vitro, o alelo C resultou em um transcrito que nao possui o €xon 6, A6-TNFRI.
Ao analisar a sinalizacdo mediada por A6-TNFR1, observou-se que a auséncia do dominio
afetou a transducao de sinal que induz a apoptose (GREGORY et al., 2012).

A proteina codificada pelo gene /FNLRI pertence a familia de receptores de citocinas
de classe II e forma um complexo com o receptor beta da interleucina 10 (IL-10RB). Este
complexo interage com interferons do tipo III (CHENG et al., 2015; SHEPPARD et al., 2003).
O IL-28RA interage com o INF-A que possui propriedades imunomoduladoras, incluindo o
processo de apoptose celular, importante no cendrio do cancer (LI et al., 2009b; NUMASAKI
et al., 2007). A sinalizagdo celular do IFN-A, por meio de seu complexo receptor, induz a

ativacdo da via JAK/STAT (Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcri¢ao).



85

Em ultima analise, esta via resulta na indugdo de elementos responsivos estimulados por IFN e
inicia a transcricdo de genes alvo (DE GROEN; LIU; BOONSTRA, 2014). No contexto do
cancer, esses genes ativados por IFN-A estdo envolvidos na indugdo de respostas
antiproliferativas em células tumorais (LI et al., 2009b). Alteracdes no gene que codifica uma
das subunidades do receptor IFN-A, IL-28RA, podem interromper a via de a¢ao dessa citocina.
Uma das mudancas relatadas ¢ a variante rs4649203, localizada na regido 3' ndo traduzida
(3'UTR) do gene /IFNLRI que pode afetar a expressao do receptor IL-28RA (CAI et al., 2015;
GRIFFITHS et al., 2015).

Assim, ambos os genes codificam receptores para citocinas-chave nas vias
inflamatoérias. A via do fator de necrose tumoral (TNF) ha muito esta implicada em doencas
inflamatorias e no cancer e ¢ uma das citocinas pro-inflamatorias essenciais encontradas no
microambiente tumoral de pacientes com CM. A variante rs1800693 ja foi associada ao CM
em uma populac¢do chinesa (XU et al., 2014), mas nenhum outro estudo replicou essa associagdo
em outras populagdes.

O receptor IL-28RA também ¢ um receptor-chave nas vias do Interferon (IFN) -
lambdas. Uma meta-analise que investigou a associagdo entre o gene /FNLRI e varios tipos de
canceres descobriu que a expressdo de IL-28RA estava de fato relacionada ao progndstico
(YANG et al., 2010). A variante rs4649203 do gene foi relacionada a doengas inflamatorias em
alguns estudos (LI et al., 2013; LOPEZ DE LAPUENTE et al., 2012a; STRANGE et al., 2010)
e acredita-se que tenha impacto em vérias vias inflamatorias que sdo importantes no
desenvolvimento do cancer. Além do estudo chinés, nenhum outro estudo investigou a
associacao dessas variantes com qualquer tipo de cancer. Assim, foi hipotetizado que essas
variantes também poderiam contribuir para a suscetibilidade ao CM.

Considerando o papel desses receptores nas respostas inflamatdrias e potencialmente
na formacao de tumores, neste estudo caso-controle foi investigado se variantes nos genes dos
TNFRSFI1A4 (1rs1800693) e IFNLRI (1s4649203) contribuem para a suscetibilidade ao CM.
Além disso, foi investigado como alguns fatores epidemiologicos e caracteristicas clinicas

podem estar associados ao desenvolvimento do CM e as variantes genéticas analisadas.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Pacientes e controles

Este estudo envolveu um total de 537 mulheres (20 a 96 anos de idade): 243 pacientes
com CM (27 a 96 anos de idade) e 294 controles (20 a 94 anos de idade) sem histdrico de
cancer, do estado de Santa Catarina. Dados epidemiologicos como idade, habito tabagista e
IMC foram coletados através de uma entrevista com os controles (ANEXO A) e casos (ANEXO
B). Todos os pacientes tiveram diagnostico de CM primario confirmado histopatologicamente
com a Classificagdo de Tumores Malignos (TNM, do inglés Classification of Malignant
Tumours) variando entre estagio I e III. As caracteristicas clinicas dos pacientes com CM
analisados incluiram metastases em linfonodos, receptor de estrogénio (RE), receptor de
progesterona (RPG) e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (C-erbB-2). As
amostras foram obtidas no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC)
seguindo as normas €ticas em experimentacao humana. Somente as mulheres que concordaram
em participar e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXOS C e D) foram
incluidas neste estudo. Este estudo foi aprovado pelos comités de ética locais (protocolo n°

922.167).

3.2.2 Genotipagem de variantes

O DNA foi extraido de amostras de sangue periférico pelo método de salting-out
(Miller et al. 1988). A variante rs1800693 do gene TNFRSF1A e rs4649203 do gene IFNLRI
foram genotipadas por ensaio de genotipagem TagMan (Thermo Fisher Scientific, cat nr
4351379; C 2645714 10 e cat nr 4351379; C 27915464 10, respectivamente) seguindo as

recomendacoes do fabricante.

3.2.3 Analise estatistica

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para a distribuicdo das duas variantes foi
analisado usando o teste x> de adequacao, comparando as frequéncias genotipicas observadas
com as frequéncias esperadas em ambos os grupos, casos e controles (GENEPOP por
ROUSSET; RAYMOND, 1995). Para analisar a associagdo dos fatores genéticos com o
desenvolvimento do CM, foi realizada uma regressao logistica univariada (Modelo 1), com
odds ratios (OR) ndo ajustados e intervalos de confianga (IC) de 95% estimados. Trés
caracteristicas epidemiologicas foram incluidas (idade, IMC e hébito de fumar) para regressao

logistica univariada como fatores de confusdo. Variaveis significativas associadas ao desfecho
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foram selecionadas e incluidas em uma regressao logistica multivariada (Modelo 2). A analise
de regressao de Poisson foi realizada para analisar as varidveis genéticas associadas as
caracteristicas patologicas (RE; RPG; C-erbB-2; metéstases de LN). Os fatores associados pela
analise univariada foram identificados, com estimativa de razdes de prevaléncia (RP) nao
ajustadas e intervalos de confianga de 95% (IC) usando uma variancia robusta. Em seguida, foi
realizada uma regressao de Poisson multivariada ajustando para as varidveis significativas. As
analises univariadas foram chamadas de Modelo 1 e as anélises multivariadas foram chamadas
de Modelo 2 (BARROS; HIRAKATA, 2003). As analises estatisticas foram realizadas no
software SPSS 20.0 e um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Além
disso, o teste Qui-quadrado de Pearson foi utilizado para analisar a associagdao das variantes
genéticas com o CM por meio dos modelos genéticos dominante, recessivo € codominante. Para
esta analise, foi utilizado o software WinPepi 11.65 (de Joseph H Abramson 2016) e um valor

de p <0,05 também foi considerado estatisticamente significativo.
3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracteristicas epidemioldégicas e frequéncias genotipicas e alélicas

A média de idade foi de 53,75 + 13,61 anos nos pacientes (27 a 96 anos) e 45,00 +
16,14 anos nos controles (20 a 94 anos). Aproximadamente 40% (n = 94) dos pacientes e 11%
(n =32) dos controles eram fumantes. No grupo com CM a média do IMC foi de 27,05 + 5,29
(15,06 a 54,08) e no grupo controle foi de 25,79 = 5,70 (16,88 a 47,48).

As frequéncias genotipicas e alélicas em pacientes com CM (casos) e controles estdo
descritas na Tabela 6. As distribuicdes de frequéncia para sitios polimorficos em casos e
controles nao estdao de acordo com o EHW (p <0,001). No entanto, a auséncia de EHW nao
afeta os resultados encontrados, uma vez que os dois grupos (caso e controle) para ambos 0s
loci compartilham o desvio devido ao excesso de heterozigotos. Esse desvio pode ser explicado
pelo acaso ou mesmo pela selecao das amostras, mulheres com e sem cancer, com preferéncia
por faixa etaria semelhante. Para o polimorfismo TNFRSF14, o alelo C teve uma frequéncia de
0,45 e para o alelo T foi de 0,55 em ambos os controles e casos. Para o polimorfismo /FNLR]
o alelo A apresentou frequéncia de 0,54 no grupo controle e 0,49 no grupo casos ¢ o alelo G foi

de 0,46 nos controles e 0,51 nos casos.
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3.3.2 Associacoes entre dados epidemiolégicos e desenvolvimento de cincer de mama

Analisando os dados epidemioldgicos individualmente, algumas associagdes foram
encontradas. Considerando a idade, observou-se que o aumento de cada ano contribui para um
aumento de 0,03 no risco para o desenvolvimento do CM (p <0,001, OR = 1,03, IC 95%: 1,02—
1,05) (Tabela 6). O mesmo padrao foi observado com o IMC, onde o aumento de uma unidade
foi associado a um aumento de 0,04 no risco de desenvolver CM (p = 0,018, OR = 1,04, IC
95%: 1,00— 1,08) (Tabela 6). O fator tabagismo aumenta o risco de desenvolver CM em cerca
de 5 vezes (p <0,001, OR =5,32, IC 95%: 3,42-8,46) (Tabela 6). Assim, todas as caracteristicas

epidemiologicas foram associadas a um risco aumentado para o desenvolvimento de CM.

3.3.3 Polimorfismos dos genes TNFRSFI1A e IFNLRI e o risco de cancer de mama

Para o gene TNFRSF1A4, o gen6tipo CT foi significativamente associado a um aumento
da suscetibilidade ao CM quando comparado ao gen6tipo TT (p = 0,049, OR = 1,61, IC 95%:
1,00-2,62, Tabela 6 - Modelo 1). Ao se ajustar aos fatores significativos (idade, tabagismo e
IMC) obtidos no modelo univariado, o fator IMC deixou de ser significativo. Optou-se, entdo,
por retirar esse fator da analise multivariada, restando apenas variaveis significativas no modelo
final. No entanto, ndo foi encontrada nenhuma correlagdo entre o polimorfismo TNFRSFIA e
o risco de desenvolvimento de CM.

Para o gene IFFNLR1, o gendtipo AA foi associado com risco reduzido de CM quando
comparado ao gendtipo GG (p = 0,04, OR = 0,53, IC 95%: 0,28-0,98, Tabela 6). Ao realizar o
ajuste pelos fatores significativos (idade, tabagismo e IMC) no modelo univariado, o fator IMC
novamente deixou de ser significativo. O fator IMC foi removido da andlise multivariada e o

genotipo AA permaneceu significativamente associado a um risco diminuido para o

desenvolvimento de CM (p = 0,008, OR = 0,38, IC 95%: 0,28-1,09).



Tabela 6 - Distribuicdo de gendtipos e alelos dos polimorfismos dos genes TNFRSF1A4 e

IFNLRI em casos e controles e regressao logistica.

&9

Modelo 1 Modelo 2
Genotipos/ Controles Casos o 0
Fator alelos n (%) n (%) OR (95% IC) p-valor OR (95% IC) p-valor
Idade 45,00+16,14  53,75+13,61 1,03 (1,02-1,05) < 0,001
Habito Sim 32(11,43%) 94 (40,69%)  532(3,42-8,46) <0,001
tabagista Nio 248 (88,57%) 137 (59,31%) 1
IMC 25,79 +5,70  27,05+5,29 1,04 (1,00-1,08) 0,018
CcC 27 (10%) 11 (4,87%) 0,68 (0,29-1,52) 0,357 0,74 (0,29-1,83) 0,528
CT 188 (69,63%) 182 (80,53%) 1,61 (1,00-2,62) 0,049 1,60 (0,94-2,74) 0,08
TNFRSFI1A o o
151800693 TT 55(20,37%) 33 (14,60%) 1 1
C 242 (44,81%) 204 (45,13%) 1,01 (0,79-1,30) 0,92 1,03(0,77-1,37) 0,83
T 298 (55,19%) 248 (54,87%) 1 1
AA 59 (21,53%) 32(13,67%) 0,53 (0,28-0,98) 0,04 0,38(0,180,77) 0,008
AG 178 (64,96%) 164 (70,09%) 0,89 (0,54-1,48) 0,67 0,88 (0,50-1,56) 0,67
IFNLRI o o
154649203 GG 37 (13,51%) 38 (16,24%) 1 1
A 296 (54,01%) 228 (48,72%) 0,80 (0,63-1,03) 0,092 0,71 (0,54-0,95) 0,02
G 252 (45,99%) 240 (51,28%) 1 1

Modelo 1: anélise univariada; Modelo 2:

idade e habito tabagista.
Abreviagdes: n =numero; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianga; IMC = Indice de massa corporal. Os valores
destacados em negrito indicam a significancia estatistica de P < 0,05.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

analise multivariada avaliando o efeito do polimorfismo corrigido pela

Considerando os efeitos dos alelos, ndo foi encontrada associagdo significativa com a

susceptibilidade ao CM no modelo univariado, nem no modelo multivariado para o gene
TNFRSFI1A4, mesmo ap0s ajuste. No entanto, o alelo /FNLRI A foi um fator de protecdo para
CM (p = 0,02, OR = 0,71, IC de 95%: 0,54— 0,95 na Tabela 6 - Modelo 2). Assim, o gendtipo
AA eoalelo A do gene IFNLRI foram relacionados a um menor risco de desenvolver CM.
Além da regressdo logistica, trés modelos genéticos (codominante, dominante e
recessivo) foram utilizados para avaliar a associagdo entre os genotipos e a susceptibilidade ao
CM (Tabela S10 - APENDICE H). Para a variante TNFRSFIA, foi encontrado valor Qui-
quadrado significativo com o modelo codominante (p = 0,014) e modelo recessivo (p = 0,033).

Para a variante /FNLR1, o modelo recessivo apresentou significancia (p = 0,021).
3.3.4 Associacdes entre os polimorfismos TNFRSFIA e IFNLRI e caracteristicas clinicas
dos pacientes

Entre os pacientes em estudo, 58,97% eram positivos para RE, 47,86% para RPG,

11,96% para C-erbB-2 e 27,35% tinham linfonodos afetados. As associa¢des entre as variantes
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nos genes TNFRSF1A4 e IFNLRI e as caracteristicas clinicas do CM sdao mostradas na Tabela 7
e nas Tabelas S11-S13 (APENDICE I).

Apenas uma associagdo foi encontrada entre o gene /FNLRI e a presenga de RPG. O
genotipo AA foi associado a auséncia de RPG (p = 0,02, OR = 0,59, IC 95%: 0,38— 0,92 na
Tabela 7). No modelo multivariado com ajuste para idade, o gendtipo AA permaneceu
associado (p=0,02, OR = 0,23, IC 95%: 0,06— 0,77 na Tabela 7). Assim, RPG positivo € menos
prevalente em mulheres com gendtipo AA do que naquelas com gendtipo GG para o

polimorfismo analisado.

Tabela 7 - Associacdes entre as variantes dos genes TNFRSF 1A e IFNLRI (gendtipos e
alelos) e o status do receptor de progesterona em pacientes com cancer de mama.

Modelo 1 Modelo 2
Gene Positivo RPG RP (95% IC) p-valor RP (95% IC) p-valor
Idade 0,99 (0,98 - 0,99) 0,03
. . Sim (n=55) 1,15 (0,95 - 1,40) 0,15
Habito tabagista .
Nao (n=62) 1
IMC 1,01 (0,99 - 1,03) 0,12
CC (n=38) 0,91 (0,49 - 1,69) 0,77 1,01 (0,17 - 6,54) 0,98
TNEFRSFIA CT (n=126) 1,00 (0,73 - 1,40) 0,95 1,35 (0,43 - 3,86) 0,59
rs1800693 TT (n=19) 1 1
C (142) 0,99 (0,85 - 1,15) 0,91 1,02 (0,63 - 1,68) 0,92
T (164) 1 1
AA (n=25) 0,59 (0,38 - 0,92) 0,02 0,23 (0,06 - 0,77) 0,02
AG (n=110) 0,87 (0,70 - 1,08) 0,21 0,60 (0,19 - 1,64) 0,35
A (160) 0,86 (0,74 - 0,99) 0,04 0,63 (0,38 - 1,01) 0,05
G (164) 1 1

Modelo 1: analise univariada; Modelo 2: analise multivariada avaliando o efeito do polimorfismo corrigindo por

idade.

Abreviagdes: n = niimero; RPG = receptor de progesterona; RP = razdo de prevaléncia; IC = intervalo de

confianca; IMC = indice de massa corporal. Os valores destacados em negrito indicam a significancia estatistica

de P <0,05.

Fonte: elaborada pela autora (2021).

O alelo A também mostrou significancia (p = 0,04, RP = 0,86, IC 95%: 0,74-0,99 na

Tabela 7) no modelo univariado e na analise multivariada considerando a idade (p = 0,05, RP

=0,63, IC 95%: 0,38— 1,01 na Tabela 7).

3.4 DISCUSSAO

O presente estudo investigou as associagdes entre variantes potencialmente funcionais
nos genes TNFRSFIA e IFNLRI com suscetibilidade ao CM e dados clinicos e

epidemiologicos.
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Dados contraditorios foram encontrados na literatura para a variante rs180693 T/C do
gene TNFRSF1A4, em relacao a associagdo com outras doencas. Uma meta-analise da populagao
global indicou que o alelo T foi associado a um risco aumentado de esclerose multipla (EM)
(DE JAGER et al., 2009). Em um estudo com uma coorte do Reino Unido, por outro lado, o
alelo C foi associado a EM, identificando aumento da expressao de A6-TNFRI1, uma forma
soluvel da proteina (GREGORY et al., 2012). O alelo C também foi associado a um risco
aumentado de EM em um estudo caso-controle conduzido em uma popula¢do germanica
(HOFFJAN et al., 2015), em uma populagdo eslovaca (JAVOR et al., 2018) e em um estudo
recente com a populacao de Kuwait (DASHTI et al., 2020). Além disso, o alelo C foi associado
ao risco de desenvolver neuromielite dptica em um estudo caso-controle em uma populagdo
coreana (PARK et al., 2013). Em um estudo com espondilite anquilosante e gravidade da
doenca avaliada em uma populagdo caucasiana do Reino Unido, os homozigotos CC
apresentaram indice de atividade da doenga significativamente pior do que os homozigotos TT
(WATTS et al., 2019). At¢ o momento, apenas um estudo analisou essa variante na
suscetibilidade ao CM, em uma populagdo chinesa, com a variante associada apenas como parte
de um haplotipo (XU et al., 2014). No presente estudo, o gendtipo CT foi associado a um risco
aumentado de CM no modelo univariado, mas nao no modelo multivariado de regressao
logistica.

A consequéncia funcional da variante rs1800693 do gene TNFRSFIA e seu papel no
desenvolvimento da doenga permanecem desconhecidos. A variante ¢ intronica e acredita-se
que afete o splicing do transcrito. Em um ensaio de splicing in vitro, o alelo G resultou na
auséncia do éxon 6 levando a nova isoforma A6-TNFR1, que ndo possui a por¢ao C-terminal
extracelular do quarto dominio rico em cisteina de FL-TNFR1, o dominio transmembranar, e a
regido intracelular, o que afeta sua localizagdo subcelular apropriada (GREGORY et al., 2012).
Isso potencialmente interfere na sinalizagcdo intracelular, com possiveis efeitos em sua fungao
bioldgica na via. Assim, novos estudos seriam importantes para melhor compreender as vias
onde a proteina atua e se a variante pode afetar a patogénese de doengas como o CM, ou se nao
ha associac¢do, como encontrado no presente estudo.

No presente estudo, também foi demonstrado que a variante rs4649203 no gene
IFNLR]I esté associada ao CM e dados clinicos em uma populagdo do sul do Brasil. O alelo A
e o gendtipo AA foram considerados fatores de protegdo para o CM. Este ¢ o primeiro relato da
associagdo desse gene com o CM, apenas estudos com doengas autoimunes investigaram essa

variante. Em um estudo caso-controle, o alelo A foi associado com EM na populacao de Bilbao
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(LOPEZ DE LAPUENTE et al., 2012). Um estudo de associagdo de todo o genoma (GWAS,
do inglés Genome-wide association study) de varios paises europeus encontrou o alelo A
associado a psoriase (STRANGE et al., 2010). Em contraste, o alelo G foi associado a psoriase
vulgar e a artrite psoriase em uma populacao chinesa (YANG et al., 2013). J&4 em um estudo na
populagdo chinesa Han, revelou-se que o alelo G confere protecdo contra a psoriase; em
contraste, o mesmo alelo estd associado a um risco elevado de ltpus eritematoso sistémico (LI
et al., 2013). Esses resultados podem sugerir que a variante tem efeitos bioldgicos opostos
nessas doengas autoimunes.

O efeito funcional deste polimorfismo ndo ¢ bem conhecido. No entanto, estd
localizado na regido 3’ ndo traduzida (3'UTR do inglés: untranslated region) do gene, sugerindo
que a variante pode influenciar a expressao do receptor IL-28RA (CAl et al., 2015; GREGORY
et al., 2012). O IL-28RA interage com o INF-A que possui propriedades imunomoduladoras,
incluindo o processo de apoptose celular, importante no contexto dos canceres (LI et al., 2009b;
NUMASAKI et al., 2007). Os efeitos antiproliferativos do IFN-A foram demonstrados em
varias linhagens de células tumorais que expressam receptores de IFN-A (BRAND et al., 2005;
MEAGER etal., 2005; ZITZMANN et al., 2006). Uma anélise gendmica do IL-28RA descobriu
que a molécula ¢ expressa em diferentes tipos de cancer, como cancer de bexiga, CM, glioma,
linfoma, cancer de cabeca e pescogo e cancer de pulmao (YANG et al., 2010). O mesmo estudo
identificou que a expressao de IL-28RA estava correlacionada com pior sobrevida de pacientes
com CM (YANG et al., 2010). A associagdo genética combinada com novos estudos funcionais
pode contribuir para o entendimento dos mecanismos por tras da associagao de IL-28RA com
CM e potencialmente outros tipos de cancer.

As caracteristicas clinicas podem, em alguns casos, predizer o prognostico do CM e as
possibilidades de tratamento. Pacientes RE e RPG-positivos tém um prognéstico
consideravelmente melhor do que RE e RPG-negativos quando os pacientes sao tratados com
terapia hormonal. Esses dois parametros tém sido comumente usados como marcadores
preditivos para a escolha da estratégia de tratamento (RAKHA et al., 2019; STENDAHL et al.,
20006). O presente estudo mostrou que o alelo A do gene /FNLR1 estava associado ao status de
RPG, sugerindo que essa variante pode ser importante na predicao do prognoéstico de pacientes
com CM. Esse achado pode indicar que esse alelo, quando comparado ao G, pode estar
relacionado a um mRNA mais estavel, ou a um mRNA com menos sitios de ligagdo de miRNA
e, consequentemente, pode estar relacionado com maior expressdo do receptor IL-28RA e,
portanto, maior atividade anti-inflamatoria, contribuindo para um melhor progndstico dos

pacientes com CM.
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Em relagdo aos dados epidemioldgicos, neste estudo o tabagismo foi relacionado a um
risco 5 vezes maior de desenvolver CM. Esse resultado corrobora véarios estudos prévios. O
tabagismo pode ser responsavel por cerca de 20-30% de todos os casos gerais de cancer em
todo o mundo (KATZKE; KAAKS; KUHN, 2015). Acredita-se que as toxinas contidas nos
cigarros possam modular o sistema imune, causando uma reducdo na quantidade de células NK
e, assim, diminuindo a imunidade mediada por células (SCOTT et al., 2013). Um estudo com
quase 80 mil mulheres nos Estados Unidos da América, descobriu que fumantes tinham 16%
mais probabilidade de desenvolver CM do que aquelas que nunca fumaram (LUO et al., 2011).
Uma meta-analise com estudos caso-controle afirmou que ha evidéncias consistentes de um
aumento moderado no risco de desenvolver CM em mulheres que possuam o habito tabagista
(MACACU et al., 2015). O risco relativo do CM associado ao tabagismo também foi maior em
mulheres com historia familiar da doenga (JONES et al., 2017). Também foi verificado que o
fator IMC foi associado ao aumento do risco de desenvolver CM. Estudos anteriores mostraram
a obesidade como um fator de risco (AHN et al., 2007, BORGQUIST; JIRSTR, 2009;
CHLEBOWSKI et al., 2013). Um estudo brasileiro identificou risco 2,57 vezes maior de
desenvolver CM em mulheres com IMC maior que 30 (PINHEIRO et al., 2015). Outro fator
associado ao desenvolvimento do CM neste estudo foi a idade. A incidéncia e indices de
mortalidade de CM aumentam proporcionalmente com a idade. Em todo o mundo, esta doenga
atinge o pico por volta dos 60 anos de idade com uma inclinagdo acentuada a partir dos 40 anos
(WINTERS et al., 2017).

Os resultados encontrados aqui, juntamente com novos estudos das consequéncias
funcionais das variantes podem melhorar a compreensdo da patogénese do CM e
potencialmente outros tipos de cancer. A associagdo de marcadores genéticos com
caracteristicas clinicas particulares de canceres ¢ um grande passo na compreensdo das
diferentes vias da doenga e pode representar uma ferramenta importante para a caracterizagao,
diagnostico, prognostico e tratamento de pacientes com CM de formas mais especificas. Esses
achados sdo importantes para uma melhor compreensdo do papel dos receptores TNFRSFIA e
IFNLRI no desenvolvimento de CM.

O CM ¢ uma doenga inflamatoria cronica multifatorial que envolve uma interacao
complexa entre fatores genéticos, fatores ambientais e habitos de vida. Como muitas outras
doengas complexas, ¢ muito dificil investigar a influéncia de cada fator envolvido em sua
patogénese individualmente, principalmente o envolvimento de fatores genéticos. Algumas

limitagdes do estudo merecem ser mencionadas. Primeiro, o pequeno tamanho da amostra.
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Essas observacdes devem ser confirmadas em uma amostra maior. Em segundo lugar, apenas
um polimorfismo em cada gene foi analisado, e valeria a pena considerar outros polimorfismos
que sdo possivelmente funcionais nos genes TNFRSFIA e IFNLRI em estudos futuros. No
entanto, o presente estudo tem alguns pontos fortes, como varidveis de ajuste para variaveis de
confusdo, incluindo idade, habito de fumar e IMC. Além disso, este € o primeiro estudo a
investigar a relacdo entre a variante do gene /FNLRI com o CM. Este estudo tem um poder
adequado para detectar o efeito da variante /FNLRI no CM, uma vez que as andlises conduzidas
dessa forma foram significativas. Porém, optou-se por analisar as caracteristicas clinicas
associadas a doenga e foram observados varios resultados nao significativos. Foi estabelecido
que o poder nas analises apresentadas nas tabelas complementares € inferior ao valor desejavel
(80%). Esses baixos valores podem ser uma possivel explicacdo para os resultados ndo
significativos observados, uma vez que o tamanho da amostra nessas analises foi inferior ao
obtido na analise de susceptibilidade. Além disso, em diversas andlises a razdo de prevaléncia
observada foi préxima a 1, mostrando que os grupos eram muito semelhantes. Nestes casos, a
principal razdo para os resultados nao significativos ¢ uma diferenga real entre os grupos, em
vez do pequeno tamanho da amostra. No entanto, foi o primeiro estudo a analisar o efeito dessas
variantes nessas caracteristicas. Novos estudos investigando outros polimorfismos descritos
para os dois genes, bem como uma investigacao sobre como os polimorfismos podem impactar
a expressdo dessas proteinas podem ajudar a esclarecer sobre o impacto potencial dessas

variantes genéticas nas vias do CM.

3.5 CONCLUSOES

Em conclusao, com base nos resultados obtidos na presente analise, pode-se supor que
o genotipo AA e o alelo A para a variante rs4649203 do gene /FNLRI representam um fator de
protegdo para CM, e que a presenca do alelo A ou genotipo AA estd associada a presenca de
RPG, possivelmente indicando melhor prognostico. O estudo também encontrou associagdes
entre os dados epidemioldgicos idade, hdbito de fumar e o IMC e o desenvolvimento do CM.
Neste trabalho nao foi encontrada correlagdo entre o polimorfismo TNFRSF1A e o risco de CM.
Estudos futuros devem incluir a investigacdo dessas variantes em popula¢des maiores € a
analise da expressao génica no contexto do CM. Esses achados contribuem para um melhor
entendimento do envolvimento desses receptores de citocinas no desenvolvimento do CM e
também na busca de marcadores que possam ser usados para auxiliar diagndsticos e

prognoésticos mais especificos, promovendo um tratamento mais individualizado.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo abordou duas andlises, uma investigando a associagdo de alteracdes
transcricionais € uma investigando a associacdo de variantes em genes relacionados as citocinas
e seus receptores ao CM.

Na primeira analise, buscou-se desvendar o perfil transcricional de amostras tumorais
com relagdo a expressao diferencial, comparando com o tecido adjacente nao tumoral das
mesmas pacientes. O foco da andlise foi investigar alteragdes na expressdo de genes
relacionados as citocinas e seus receptores. Foram encontrados 2.020 genes identificados como
diferencialmente expressos em tecido tumoral em relacdo ao tecido adjacente ndo tumoral.
Desses, 1.152 estavam superexpressos em tecido tumoral e 868 estavam subexpressos. Alguns
genes centrais e vias envolvidas na progressdo do CM, que podem ser preditores ou alvos
terapéuticos, foram identificados. Nas andlises de enriquecimento das vias do KEGG,
destacam-se a via de interacdo citocina e receptor da citocina e a via de sinaliza¢dao da IL-17.
Alguns transcritos enriquecidos nas vias foram considerados bons marcadores para o tecido
tumoral de mama. Os achados do presente estudo in silico podem vir a ser alvos de verificacao
experimental, a fim de elucidar os mecanismos subjacentes a tumorigénese, progressiao e
manuten¢ao do CM.

Na segunda analise, foi realizado um levantamento da variabilidade de polimorfismos
dos genes TNFRSF1A4 (rs1800693) e IFNLRI (rs4649203) em mulheres com CM e mulheres
sem historico da doenga. Os polimorfismos foram relacionados com caracteristicas clinico-
patologicas das pacientes e também com dados epidemioldgicos dos dois grupos. Com relacao
ao gene TNFRSF1A4, nenhum resultado significativo foi encontrado. Para IFNLR1, o genotipo
AA e o alelo A foram significativamente associados a um menor risco de desenvolver CM. Ao
analisar a idade, observou-se que cada ano a mais contribui para o desenvolvimento do CM.
Além disso, o habito de fumar ¢ o IMC aumentam o risco de desenvolvimento da doenga.
Analisando o fator RPG, foi encontrada associacdo com o genotipo AA do [FNLRI. Os
resultados sugerem que o polimorfismo analisado no gene /FNLRI contribui para a
suscetibilidade ao CM nessa amostra da populagdo brasileira.

De forma geral, este estudo permitiu investigar a possibilidade de associagcdo de
variantes polimoérficas e alteragdes transcricionais em genes relacionados as citocinas e seus
receptores, além de caracteristicas clinicas e epidemiologicas. Este tipo de estudo auxilia na

compreensdo da patogénese da doenca, considerando as condig¢des clinicas heterogéneas, ao
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buscar identificar possiveis marcadores moleculares relacionados, contribuindo para o
desenvolvimento futuro de um diagnéstico, prognostico e tratamentos mais eficazes e

personalizados.
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APENDICE A — GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Tabela S1 — Genes diferencialmente expressos (GDE) e valores de log2FoldChange e p valor

ajustado.
Gt Crange  ajustado Pt Crange  ajustado
RPPHI 9.237240705 5.09E-06 PAX2 2.182603277 1.08E-14
SNORA57 8.508497346 3.67E-26 RAETIL 2.182318192 1.81E-10
SNORD15B 8.456950939 3.67E-12 STIL 2.180853317 1.22E-83
SCARNAS 8.381705558 3.93E-17 CTXNI 2.180432641 2.08E-45
CST4 8.230880399 1.48E-78 HSH2D 2.180110283 1.54E-45
SNORD?2?2 8.114787164  0.000367713 LPO 2.177637798 3.87E-08
SNORDY97 8.078976003 3.23E-18 1L28B 2.173341718 0.000450841
SNORA23 7.963992639 2.05E-16 PGK2 2.172566906 0.000359321
SNORA74B 7.962422503 9.65E-13 NXPH4 2.169857878 7.61E-26
SNORDI0 7.86441349 2.18E-20 CCNO 2.168984045 1.41E-22
SNORA72 7.777599003 4.18E-06 TACC3 2.168425063 2.50E-79
CASP14 7.756925279 9.96E-33 UPK?2 2.167564772 3.11E-13
SNORA24 7.636662683 2.90E-08 FGFR3 2.162581297 3.02E-25
Clorfl05 7.600344811 6.74E-08 FAM75A43 2.162494326 0.000294645
IBSP 7.54885709 1.05E-134 MORN3 2.161584597 3.00E-35
COL10A1 7.449572341 0 P2RX2 2.161273935 2.65E-05
ACTLS 7.438589432 1.56E-45 PARDG6B 2.160493784 2.14E-25
HISTIH3B 7.251121332 1.24E-28 DCDCI 2.15798505 6.69E-20
SNORAII 7.211864564  0.011463655 SEPTI2 2.156893763 1.12E-13
KLHLI 7.181907413 3.79E-11 ELAVL3 2.156597003 8.12E-09
TRPAI 7.162382673 2.69E-69 MAPKIS5 2.156553139 1.90E-21
SNORA74A 7.162019348 3.84E-15 NUAK2 2.155519161 6.93E-88
SCARNAG6 7.157733766 4.85E-27 LRGI 2.155328941 2.59E-23
SNORASI 7.096746074 6.40E-23 ATP6VOD2 2.154504088 4.51E-05
GNAT3 7.021637231 3.22E-08 ZGl6 2.15232429 0.010578147
MAGEAI2 6.975794302 1.94E-09 OGDHL 2.150517188 4.75E-07
COL11A41 6.896873844 2.42E-230 JPH3 2.150303759 1.69E-20
SNORA6 6.881249854  0.000332504 PHGRI 2.150019919 3.04E-05
MAGEAI 6.869425606 1.87E-19 CALR3 2.147135549 8.53E-10
SNORDY%4 6.808282943 3.71E-09 KCNK9 2.146027372 4.39E-18
SNORA21 6.807113618  0.002648829 FIBCDI 2.143802735 2.09E-10
CST1 6.796287879 1.90E-81 GPRI19 2.141787326 2.20E-46
HISTIH3F 6.78356804 1.08E-14 AACSL 2.141337577 4.87E-06
TEXI9 6.764687487 8.61E-40 IGF2BP3 2.141190207 8.03E-06
SNORASA 6.751586918  0.001859594 MYBLI 2.139597058 3.17E-38
EPYC 6.640871832 2.24E-110 MMPI2 2.138584128 9.68E-13
MMPI 6.636248184 8.56E-109 PCDPI 2.137760335 6.64E-16
CGA 6.603675632 2.19E-37 KCNF1 2.136177434 3.46E-40
MMPI3 6.595637268 3.03E-109 NPTX2 2.136087484 6.54E-23
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
SNORA10 6.499491595 6.73E-06 HUSIB 2.135317164  0.032656327
MUC2 6.4810581 9.62E-25 POTED 2.135177461 4.90E-06
CPLX2 6.444719141 7.00E-16 CDKNZ2BAS 2.133636306 2.33E-37
MMPI1 6.414469141 0 APOBEC34 2.133189367 1.08E-22
CSAGI 6.392976829 1.11E-11 FCRL4 2.130601152 5.59E-23
RTBDN 6.368839185 2.12E-58 SLCI241 2.129476489 1.14E-06
MAGEA3 6.347606174 1.45E-13 C2CD44 2.129377621 3.50E-13
SNORA20 6.341399396 1.10E-05 PAFAHIB3 2.128304843 8.69E-79
SNORA76 6.312017155 3.14E-08 ANKRD34B 2.127821614  0.001231933
SERPINB4 6.266050023  0.001879671 CIT 2.125999827 2.38E-77
ABCCI3 6.260790941 3.78E-43 SERPINA6 2.12102822 7.86E-05
SNORAS53 6.251778023 1.63E-15 SLCI1748 2.119379292  0.006240785
SNORA34 6.19590346 0.0001695 CYP2B6 2.119297088 5.40E-17
SLC3048 6.166566416 5.03E-42 C70rf33 2.112557322  0.038991019
HISTIH4B 6.157506017 9.46E-05 LY6H 2.112264983 4.45E-20
PCSK1 6.144416186 2.43E-19 FLJ45983 2.11177196 2.72E-22
CST5 6.126952757 9.93E-24 ZICI 2.111439761 9.03E-11
HMPI9 6.124680833 7.71E-19 CFCIB 2.107887311 0.036315331
CBLN2 6.042640592 2.56E-51 PYCRI 2.106653348 1.27E-62
GABRQ 6.033137 4.80E-21 TRIMS59 2.106377046 5.78E-93
LRTM?2 6.014236276 1.70E-44 HISTIH2BN 2.104053158 3.54E-31
HISTIHIB 5.954598444 1.44E-13 FANCA 2.098920658 7.29E-42
SNORA31 5.926334913  0.042924517 DNAJCS5B 2.097812766 3.87E-08
CRISPI 5.890107131 1.46E-05 HOXBS5 2.096799938 2.98E-18
HISTIH4C 5.888539494 5.26E-07 KIAAI524 2.094229678 6.58E-68
RAD2ILI 5.884102008 8.58E-10 CHST6 2.093954799 4.87E-32
HISTIH4D 5.855268851 3.91E-22 CENPK 2.09319905 2.30E-50
SNORA71B 5.816348083 1.11E-05 LOC284749 2.093052782 2.34E-10
SPDYC 5.814908491 9.58E-27 PRRI5 2.090017815 1.65E-30
CYP2F1 5.814575439 3.45E-07 FBX0O43 2.089558892 4.06E-55
CHRNA9 5.744974706 3.06E-24 CCDC108 2.086672071 2.30E-13
HIST2H2AB 5.723326954 9.58E-08 GDF15 2.086228255 2.84E-23
HISTIH4A 5.718145099 7.05E-07 CYP4Z1 2.084897397 3.04E-09
HIST2H3C 5.71503151 1.51E-42 CALMLS 2.08315604 1.88E-09
NCRNA00052 5.709082616 5.20E-39 EPGN 2.082432213 2.04E-07
HISTIH2BI 5.69745773 9.57E-06 KMO 2.082163749 2.38E-22
HISTIH24J 5.670455637 8.07E-24 IFITM5 2.081083838  0.028392542
CALCA 5.647000911  0.001094708 NPNT 2.081043176 6.56E-47
SNORA12 5.622380206 1.22E-05 Cl70rf102 2.080810298 1.70E-05
SLC24A42 5.614015634 1.03E-93 ILI2B 2.080145918 5.27E-15
DSCRS 5.602253652 6.78E-11 COL5A41 2.076647233 3.06E-42
MAGEA?2 5.598193164 1.13E-06 TACR3 2.075233264 2.42E-06
CA9 5.588602124 1.94E-46 DMRTA?2 2.075130534 8.67E-09
MAGEA6 5.576796588 1.70E-14 IL9R 2.073674942 4.54E-30
TRY6 5.567511028  0.003450284 ACSL6 2.073359536 1.21E-19
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
SNORAI4B 5.531309298  0.003889996 F2 2.071894104 2.21E-06
GRM4 5.519006958 1.67E-86 PCSKIN 2.071064778 2.98E-12
LHX1 5.513632434 5.13E-13 CDT1 2.070983914 9.40E-37
MAEL 5.503589547 4.54E-17 Cl8orf56 2.066869578 8.09E-38
ORM1 5.466230946 6.03E-31 POCIA 2.066546184 2.98E-87
SSX1 5.462934794 1.85E-05 UTS2 2.065818505 7.13E-06
ZDHHC22 5.413913214 1.18E-12 EPN3 2.064994533 1.39E-31
MARCH4 5.410469322 3.14E-43 ADM?2 2.064019791 3.27E-37
S100474 5.401347782 2.90E-29 COL542 2.060671695 1.05E-43
TCHHLI 5.388505617 1.96E-05 TIGIT 2.057827931 8.07E-27
PPAPDCIA 5.373883281 1.61E-114 CTAG2 2.056872383 0.01956277
HISTIH3J 5361126241 2.57E-32 RNFT2 2.056862025 4.55E-67
CCLI11 5.347791953 6.56E-109 LAIR2 2.054765142 3.82E-12
SCARNAI6 5317515187 3.60E-07 KRT334 2.054351756  0.005772295
CARTPT 5.315646632  0.014513937 TYMS 2.048884766 1.63E-54
FAM254 5.304900315 7.49E-20 SPEF1 2.04723855 1.07E-23
SNORA3 5.288918395  0.020034018 C4orf50 2.046585686 2.39E-09
HISTIH2BB 5257474188  0.012235451 LEFI 2.045911179 1.31E-44
HISTIH2AB 5.25630338 0.005586553 SPATAIL7 2.041382667 4.23E-50
CDC20B 5.248777959 3.85E-52 RGS4 2.040373877 3.37E-36
KCNJ3 5.215642959 5.57E-48 SLC22424 2.039137522  0.001895203
ZFP42 5.204964175 3.21E-09 SLITRK6 2.038972463 5.53E-16
S100G 5.201680946  0.013647427 CDH2 2.036397996 1.13E-15
IGFL3 5.184115811 2.82E-31 WFDC6 2.036355228 4.24E-07
RNUII 5.175144211  0.008270352 SIX2 2.03448917 4.69E-22
S100P 5.158920075 6.04E-66 GINS2 2.033353645 1.07E-50
CSAG3 5.156494649 1.15E-26 HISTIH2BK 2.033023305 3.75E-66
NDST4 5.155745154 7.72E-16 HELLS 2.032274782 8.41E-52
TLX1 5.149563709 2.03E-33 FLJ40504 2.032262577 1.06E-07
SCARNAI 5.131525286  0.016153382 SLC7A413 2.030582038 8.23E-14
SYTI3 5.123890526 4.81E-66 AIM? 2.028277758 3.63E-22
HISTIH3C 5.098124483 1.08E-20 RTKN2 2.027571987 2.45E-56
HAPLNI 5.081970799 1.86E-77 HES? 2.025927744 1.30E-09
WTI 5.07776998 8.75E-51 ETV7 2.02475606 3.52E-34
HOXB13 5.056793914 2.37E-28 TNIP3 2.024724041 1.42E-17
SLCIA6 5.048888837 8.75E-13 UNC5B 2.024611791 3.91E-97
SEZ6 5.04641169 3.38E-13 Clorfl89 2.023588113 0.00820718
MSMB 5.031976657 8.99E-28 Clorfl82 2.023582942 1.81E-43
PSAPLI 5.020186907 4.98E-16 ATAD? 2.022476118 1.69E-64
SNORA27 5.009133174  0.030003033 ECT2 2.019663181 1.82E-90
LIN284 5.005384465 1.96E-11 POTEB 2.016534426  0.012736349
CLEC34 5.004419388 1.34E-22 FBXLI16 2.016394097 8.84E-32
SNORA22 4.999309822  0.004315582 Coéorfl18 2.015490297  0.002886355
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
CELF3 4.994361131 2.00E-17 CLECIS8C 2.015174321 0.006240495
PRSSI 4.992403212 5.25E-08 SPOCDI 2.011798134 6.65E-24
HORMADI 4.969705386 6.01E-18 CAPS 2.010114675 1.23E-30
POTEC 4.964491025 1.32E-10 RACGAPI 2.00868611 4.52E-94
HISTIH24AH 4.954064215 8.82E-06 FANCI 2.008438252 3.88E-90
SNORA70 4.942528772  0.000255492 C9orf172 2.007659255 8.05E-43
ASCLI 4.936651584 2.76E-32 GSDMC 2.006833293 1.42E-10
Cl170rf93 4.93397513 2.41E-24 KIAA1257 2.006572281 6.12E-34
GABRA3 4.931872991 5.73E-19 HISTIH2AK 2.006201603 2.03E-16
GNGI3 4.91678346 4.76E-33 ARHGAPIIB 2.003793234 3.30E-38
LOC283867 4.916311002 2.16E-98 RAETIK 2.002484035 3.35E-18
S10048 4.91468485 1.92E-18 GRBI14 2.001746271 1.51E-09
HISTIH2BO 4.901959343 1.22E-60 GPHA?2 2.001743538  0.000320703
HISTIH3I 4.890290805  0.000359839 EDDM3B 2.001601098  0.001805038
XKR7 4.883174411 3.91E-08 SAG 2.001099492 1.62E-06
MAGEA4 4.872728262 3.94E-07 C9orf125 -2.000287154 3.66E-72
SBSN 4.869685679 6.57E-07 CK11 -2.001432887 1.46E-37
PRAME 4.868878974 4.57E-37 HORMAD?2 -2.002186206 1.68E-06
TRH 4.856105754  0.001078864 APCDDIL -2.002275783 7.73E-21
SERPINB3 4.855534782 0.04213432 CYorfl1 -2.002581286 4.32E-13
LOCI152225 4.855283589 2.51E-27 WFIKKN?2 -2.005216413 1.16E-21
PAGE2B 4.814125149 2.31E-05 MCAM -2.005219916 2.59E-49
WITI 4.808531983 9.07E-37 C8orf79 -2.005716649 7.21E-37
HISTIH4E 4.804862938 8.12E-27 PTCHD3 -2.007779617 3.52E-11
CSMD3 4.777078941 1.64E-08 ABI3BP -2.010499988 1.49E-29
GATA4 4.772085804 1.35E-21 WASF3 -2.01073924 3.06E-58
PSG9 4.758314927 3.10E-11 GNGI1 -2.011244517 4.71E-69
NELLI 4.757331914 3.39E-13 MIA2 -2.012488117 2.16E-09
HISTIH2AL 4.756306162 7.85E-22 BINI -2.013833585 1.90E-38
MAGEAIO 4.751940335 1.14E-05 SLCOICI -2.014102368 1.32E-24
SNORAG61 4.750532284  0.002009575 IGFNI -2.014666217 6.52E-10
AWATI 4.749845831 2.56E-07 HYMAI -2.018985235 3.99E-28
HISTIH2BM 4.747451121 3.47E-09 CETN4P -2.019361514 6.16E-24
MAGEC2 4.743525485 9.72E-06 LOCI134466 -2.021351278 1.54E-57
CEACAMS 4.736957728 3.50E-54 Cl6orf82 -2.021431145 1.39E-07
FABP6 4.720049004 2.35E-24 GLDN -2.022328208 4.78E-24
FADS6 4.714093046 1.35E-11 OR5P2 -2.023594894 1.41E-06
MYO3B 4.709732337 1.06E-20 LIMS2 -2.024008619 4.53E-90
CNGA2 4.709241773 1.69E-16 HBZ -2.024315538 1.11E-09
PLACI 4.696890955 4.10E-79 CiQL2 -2.027057549 1.70E-10
ORM?2 4.696745773 3.33E-18 ITGBIBP? -2.027947009 5.18E-06
SNORA7IA 4.692901004  0.007557481 FOLR2 -2.03065399 1.27E-28
LGALSY9B 4.69178654 6.38E-27 RPL23A4AP32 -2.031184834 9.90E-20
GABRAS 4.68072058 5.00E-15 MRGPRF -2.031696167 4.56E-58
FAMI123C 4.661969564  0.003751366 FAM162B -2.03420358 3.55E-45
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
HISTIHIE 4.6592181 3.00E-12 SLC8A3 -2.041183806 8.99E-07
TLX3 4.656646732 3.51E-06 BEND2 -2.041238178 1.26E-05
KCNH6 4.639148936 1.21E-07 MASIL -2.042496855 1.43E-15
KRT34 4.612952589  0.000370137 S4A44 -2.042977853 1.51E-26
COMP 4.605588764 1.29E-94 LOCI158376 -2.044321097 3.69E-39
CRISP3 4.593884139 9.36E-14 OR5P3 -2.045778294 8.32E-07
PYDCI 4.57585386 1.36E-32 RNASE13 -2.047063653 1.91E-26
INSM1 4.563986872 1.26E-17 ODZ1 -2.047755244 7.38E-48
GJB2 4.554321831 3.59E-135 FGFI -2.047854788 1.09E-81
ATPIA3 4.552868697 1.71E-61 PTGIS -2.0503856 3.25E-39
VL 4.535791971 3.79E-12 KRTS5 -2.050466974 8.03E-14
Cl4orf53 4.529397586 3.02E-11 PALM2-AKAP?2 -2.050738664 1.31E-71
CST2 4.527472158 5.17E-52 ANGPTL4 -2.051594043 1.14E-27
PLA2G2F 4.523018008 4.51E-06 GYPC -2.051984274 3.63E-69
WDR74 4.519985614 3.14E-10 MMP28 -2.052416594 1.59E-41
PAGES 4.51050598 0.000319035 C2CD4B -2.053344235 2.25E-18
CHRNA4 4.502503222  0.017909828 EBF?2 -2.053546207 1.00E-30
KRT79 4.489646333  0.000650571 TTLLIO -2.053687282 6.12E-32
CD177 4.464076079 4.63E-36 AKRIC4 -2.057945783 1.17E-05
SYT5 4.463759597 7.60E-32 TYRO3 -2.059119265 2.70E-39
PVALB 4.462902998 1.87E-37 DIO30S -2.061050401 2.94E-28
SNORA38B 4.454348332  0.022524362 NMB -2.0620036 6.45E-38
SLC6A44 4.443939908 4.47E-42 FLJ35024 -2.063349578 1.15E-22
HISTIHIA 4.431047291 0.0269788 NR3C2 -2.063727856 1.02E-65
LOC645323 4.407078243 3.57E-20 LOCI100133545 -2.06542593 9.38E-28
HISTIH2AD 4.404522196 7.89E-31 PERI -2.068927147 1.33E-58
SCNIA4 4.40237243 9.26E-10 TRIM50 -2.069717886 2.50E-20
HISTIH2AM 4.39566115 1.55E-68 MRCI1 -2.07395028 4.00E-28
NCRNA00200 4.39073152 0.04223015 CADM3 -2.074409074 2.96E-19
SEZ6L 4.382761583 6.47E-10 ROBO3 -2.077675395 3.18E-66
CDK5R2 4.376745022 5.24E-09 ZFP36 -2.078778422 4.29E-42
HISTIH3G 4.37451054 8.85E-37 STX11 -2.080452833 1.80E-41
PCDHI0 4.369210132 1.09E-09 S100B -2.080678687 1.20E-36
OR2B6 4.358381627 2.43E-46 FAMI3C -2.081268384 5.43E-54
CRYBA2 4.355390184 2.14E-10 OR5K2 -2.081468898 5.16E-26
TMEM215 4.346067686 1.87E-42 IL13 -2.082827679 1.16E-10
HCN2 4.335015576 1.45E-77 NR4A43 -2.089061152 2.05E-22
CSAG2 4.332835655 3.39E-05 MRAS -2.090276593 5.18E-56
IL19 4.324628342 1.40E-20 C2lorf34 -2.090403311 6.25E-58
HISTIH2BL 4.323861872 1.80E-21 ART4 -2.09043523 7.62E-21
PRDM13 4.318849097 6.34E-06 SLC4742 -2.090636713 3.20E-32
HISTIHID 4.318503927 1.95E-19 STXBP6 -2.09621162 4.78E-30
CEACAMG6 4.318149927 1.04E-45 C7orf38 -2.09724855 4.15E-27
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
GPRI15 4.314362482 2.34E-40 PPPIRI2B -2.097838263 1.84E-120
NEK?2 4.31318893 6.37E-131 LTBP4 -2.098533343 1.74E-78
NKX2-2 4.302714159 7.04E-13 ANKRD?29 -2.09882981 1.70E-52
DOXI 4.299955318 1.74E-51 EGR2 -2.099739347 5.07E-42
METTLIIB 4.294727499 4.09E-37 FGF17 -2.102069316 1.43E-41
BMPRIB 4.289091991 1.15E-52 PIDI -2.104581455 6.68E-42
MYTI 4.286209728 1.79E-59 ANKRDI1 -2.104880482 4.35E-07
SYT4 4.274909079 0.00525272 GPRASPI -2.105001397 1.79E-96
WBSCR28 4.269977493 7.77E-52 ID4 -2.108025411 4.42E-35
HISTIH3H 4.263042141 6.25E-79 NR4A1 -2.111222353 1.84E-27
GDPD2 4.259537407 4.00E-14 ADAMTS1 -2.111781701 2.54E-50
TLXINB 4.255067646 8.77E-17 SNCG -2.112551426 4.31E-26
GAL3ST2 4.244075018 1.74E-38 ILI7D -2.113627896 8.12E-25
SVopP 4.242904066  0.010045513 ALC -2.115705992 3.71E-41
KIAA1199 4.241722917 1.44E-109 SOX17 -2.116176817 8.22E-54
HISTIH2BF 4.241001638 3.43E-32 NRNI -2.116727192 7.58E-55
LOCI100133469  4.235478707 2.60E-05 CFL2 -2.117763888 1.69E-62
SLCI1841 4.234731856 5.92E-08 GABRE -2.121440764 7.52E-18
EIF4EIB 4.20917118 1.90E-14 TCEAL7 -2.123768937 3.77E-72
SPINK4 4.202237829 2.48E-13 DKFZp779M0652 -2.124047261 2.04E-23
XAGE2 4.19452168 0.012770796 ADHFE] -2.126804796 4.75E-46
SBK2 4.183679095 3.41E-07 GPRI149 -2.127671518 6.02E-09
SLC548 4.172260283 1.92E-14 C100rf10 -2.129674686 1.36E-46
KRT75 4.16332098 1.74E-16 SLC2746 -2.130522448 6.21E-19
KIFIA 4.142409619 4.74E-34 HSD3B2 -2.133714696 4.28E-17
SPRR2D 4.140742034  0.001063063 MYLK -2.135963953 8.90E-86
CXorf61 4.137071819 2.47E-06 C7orf51 -2.136909452 3.02E-42
TBX10 4.136498676 3.52E-07 MYH3 -2.138519392 2.16E-60
LRRCI5 4.135206967 5.91E-120 PROXI -2.140684116 9.86E-26
UNCI34 4.134626802 1.45E-30 ARC -2.14232551 9.58E-25
CNTNAP?2 4.131473768 2.05E-49 CCDC854 -2.14479039 6.80E-47
KIF4A4 4.129977765 8.46E-123 OSRI -2.145603299 5.75E-24
MSLN 4.120680322 2.47E-22 KBTBDI2 -2.14660257 2.01E-10
AIMIL 4.111013324 3.95E-73 TMEM220 -2.147249109 9.39E-90
KRTI2 4.111012614  0.001075183 LOCI100128554 -2.149047272 2.52E-08
VGF 4.091360333 5.59E-44 TPM?2 -2.150219459 2.10E-20
CXorf30 4.089544979 3.28E-25 DDR2 -2.155897121 2.97E-38
C200rf85 4.084048193 8.06E-09 ASAM -2.156246574 3.45E-50
PGLYRP4 4.08210994 2.71E-07 PM20D1 -2.156622057 9.66E-25
SCT 4.079306296 9.71E-47 MGLL -2.16103469 3.75E-46
LOC284379 4.073335477 4.01E-12 ECM?2 -2.16193178 1.85E-42
CYP2406 4.071073454  0.001933405 TMEMSS -2.162517486 1.63E-58
S10047 4.068724654 1.26E-45 RBP7 -2.16487686 1.38E-46
INA 4.048670364 1.43E-10 HCRTRI -2.167047704 1.56E-24
CXCLI11 4.042528506 7.76E-71 DCX -2.168258696 1.75E-14
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
NKAINI 4.041850682 1.87E-50 FAM1494 -2.168429997 9.53E-44
HISTIHIT 4.019456612 3.11E-26 LALBA -2.170852775 7.87E-08
HHIPL? 4.006993323 1.34E-27 ATF3 -2.171022126 3.85E-41
A2MLI 3.999699747 7.41E-29 LOCI100302650 -2.171451882 9.53E-35
GSTA3 3.999376519  0.000714352 CDKNIC -2.17325104 2.66E-61
FMO9P 3.997597945 2.08E-20 ALX4 -2.17522427 1.39E-16
LOCI46336 3.997169163 1.90E-10 TMODI1 -2.17601589 1.14E-53
EPHAS 3.991023931 8.19E-21 USHBP1 -2.176029669 1.74E-72
LHX2 3.984786826 8.75E-47 SMR3B -2.178174645 1.07E-12
DGAT2L6 3.98064109 0.000249074 CEACAMS -2.182076121 4.05E-09
FOXJ1 3.96560422 2.18E-45 LRRTM?2 -2.182138968 1.74E-51
CcCL7 3.963318703 2.71E-21 FLJ34503 -2.184392622 5.01E-16
CAPSL 3.960377279 1.34E-37 GPRY97 -2.185397311 1.45E-27
GATAS 3.960095062 9.70E-24 EMX20S -2.185745619 4.89E-40
FOXG1 3.957514674 4.04E-05 CCL28 -2.18845182 6.65E-24
KRT37 3.953204798 8.23E-30 KCTD4 -2.189573615 9.75E-18
WISPI 3.950401916 7.35E-148 TCEAL2 -2.190266745 4.06E-29
PRSS33 3.942766226 8.37E-09 CREBS -2.194533999 5.76E-69
UBE2C 3.938912958 2.40E-108 ITM2A4 -2.195160766 3.48E-65
GBX2 3.93856526 3.04E-29 PCDH15 -2.197977738 7.34E-12
GADI 3.930984559 2.33E-31 RGN -2.198430366 6.17E-36
NMU 3.926071389 8.05E-30 FAM70A4 -2.200157838 1.33E-64
NUF2 3.921288895 4.11E-119 FAM26D -2.202036404 1.63E-10
Clorf230 3.914383784 3.08E-29 CTNNA3 -2.202990024 1.51E-14
EMXI 3.911536183 2.49E-36 APCDDI -2.203636911 3.57E-77
LOC84740 3.896597466 1.36E-35 PRCD -2.206517731 4.07E-82
PGLYRP3 3.892182579  0.000166726 GPRI33 -2.206837527 1.44E-28
72 3.889028343 5.50E-62 CORO2B -2.209576623 4.04E-67
CLDN6 3.887839494 1.12E-15 CASPI2 -2.211163377 1.62E-41
KREMEN? 3.887006301 9.07E-60 TMTCI -2.212652828 6.86E-52
TMEM145 3.88157576 5.54E-51 GNAIl -2.216412889 2.19E-53
CHRNA6 3.877905626 1.57E-65 KCNHS -2.216821879 5.37E-20
CARDI7 3.87607346 0.000131857 CLDNI1 -2.224755524 3.80E-40
GPRI139 3.856355616 5.01E-15 KCNJI6 -2.22626742 4.34E-57
10GAP3 3.854092873 1.51E-106 PLCXD3 -2.227359899 8.49E-27
ADAMTS20 3.853601754 1.48E-19 THRSP -2.229732608 1.29E-17
S§10049 3.832619157 6.39E-18 SIK2 -2.233040521 1.02E-71
VCcx 3.828922046  0.005125229 HAPI -2.23405379 7.52E-25
HISTIH2BH 3.820427874 5.27E-66 SCN3B -2.236895493 1.79E-46
PKMYTI 3.816878959 2.24E-88 ARHGAP36 -2.238537366 1.63E-11
RDHI2 3.811479292 1.47E-13 SCN9A4 -2.240549974 2.02E-43
CCDC60 3.80632725 4.81E-08 LOC257358 -2.244249823 3.13E-53
TMEMI514 3.789871136 1.21E-34 ANK2 -2.248183158 1.02E-51
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
AMTN 3.780969195 4.95E-07 GRRPI -2.249746574 8.33E-57
MS4A415 3.777407357 6.36E-19 MPZ -2.25188494 3.09E-30
CAMP 3.774722516 9.72E-36 ANXAI -2.253285999 2.21E-83
NATI 3.772224402 4.71E-58 EFHA2 -2.255872131 2.98E-76
GPR26 3.76774216 4.42E-14 WDR69 -2.256170946 2.50E-08
C19orf30 3.767152381  0.002503674 TGFBR3 -2.256329581 1.59E-50
FGF5 3.765515323 8.15E-28 DENND2A -2.256845083 7.59E-64
CLPS 3.759212835 3.50E-08 NCRNA00086 -2.259180158 2.68E-47
RNUG6ATAC 3.753376861  0.014479653 SLC29A44 -2.2593841 4.21E-26
INHBA 3.740653818 1.57E-155 GNAL -2.259475192 6.03E-59
BRSK2 3.735969776 4.67E-43 FGF§ -2.260578287 1.06E-11
HTRIE 3.732561368 4.51E-09 CNKSR?2 -2.26233959 5.26E-28
VSTM2A4 3.731724735 9.35E-28 MFAP4 -2.264493043 2.75E-40
MELK 3.710015135 2.04E-97 FFAR3 -2.268530868 1.62E-24
LOCI100132354  3.709223895 3.23E-23 FHLS5 -2.26926637 2.20E-45
KIF14 3.707167795 8.48E-92 DST.1 -2.269328106 2.92E-99
CDHIS8 3.706289414 1.06E-06 SLC2243 -2.270271433 4.40E-28
ZNF716 3.705206907 1.68E-06 LRRN3 -2.270511574 1.24E-36
DIOI 3.694681539 3.31E-37 FAMI514 -2.271527376 8.09E-11
MYBL2 3.693572778 1.82E-78 ASTNI -2.273618574 1.06E-25
CDC25C 3.692731603 7.92E-95 PKDCC -2.277694403 3.07E-39
CYP2413 3.686477713 4.82E-07 GRIN2B -2.27913913 3.31E-19
PPP2R2C 3.682092401 7.63E-66 GFRA2 -2.279910914 2.40E-28
HIST2H2AC 3.677943606 9.26E-23 CYP26B1 -2.281330265 1.49E-40
BCAR4 3.674369229 9.43E-09 OGN -2.28154984 1.37E-32
NKX2-3 3.650897713 2.83E-10 TSHZ2 -2.283453416 3.34E-68
NELL? 3.645943181 1.88E-53 KL -2.283898767 1.40E-69
EXO1I 3.644055439 2.16E-99 C100rf90 -2.28394955 7.76E-30
COL941 3.643819064 1.64E-05 FAT? -2.286216039 4.22E-26
ASPM 3.6422847 1.50E-92 CSRNP3 -2.292831327 2.78E-35
CXCLI10 3.63981017 1.54E-65 SLITRK? -2.295480937 1.68E-30
CTAGIB 3.636274481  0.020608967 CLEC4M -2.296189717 3.29E-26
RRM?2 3.635533704 3.57E-93 ALPK3 -2.296987342 1.44E-24
SNORA59B 3.631940929  0.016830391 FAMI3A4 -2.297361574 3.09E-83
HISTIH4K 3.630683053 1.32E-09 DEFAIB -2.298878407 5.54E-07
CIB3 3.616996167 3.43E-39 DLGAP2 -2.299706142 3.36E-52
CILP2 3.61509973 9.84E-114 CHSTY9 -2.300192473 2.09E-19
TFR2 3.607695858 3.71E-77 PRKAR2B -2.301308936 9.39E-36
LPPRS5 3.600468697 6.41E-31 PDLIM3 -2.303121975 7.17E-33
SNORA64 3.595286148  0.000881426 FAM18942 -2.30427184 1.83E-40
FAMS3D 3.594011081 3.12E-100 PTGFR -2.305324963 1.15E-36
TNR 3.586483914 5.24E-18 SOD3 -2.305404395 2.30E-41
UNC934 3.583474083 2.69E-09 BAI3 -2.307191864 1.93E-58
GABBR2 3.574203273 1.96E-10 ORIE] -2.30981124 3.97E-11
SLC4A410 3.57051946 0.000101786 LOCI100128164 -2.311034922 1.79E-33
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
BUBI 3.569911501 1.03E-108 TCF21 -2.314226679 6.17E-31
ABPI 3.56980205 3.16E-22 NGFR -2.315099142 1.01E-38
NEIL3 3.569181915 5.93E-88 CNTNAP3 -2.316049934 1.80E-36
HOXCI2 3.566745814 1.96E-16 NCRNA00092 -2.317417935 1.77E-22
TCLIB 3.563411721 2.02E-12 NTRK2 -2.319781296 1.99E-47
TBX20 3.563348946 1.49E-06 CLICS -2.322082624 1.03E-41
CYP2B7P1 3.561281569 5.66E-30 SLC25427 -2.322348188 1.43E-52
PITX1 3.559498865 7.48E-54 NRIH4 -2.323573833  0.000206832
KCNKI2 3.553221613 2.73E-13 PLN -2.32481257 4.40E-13
CAPN9 3.549174649 1.00E-41 EGR3 -2.328022889 1.29E-35
Coéorf218 3.546910079 6.84E-08 TSPAN7 -2.329797272 1.21E-58
HISTIH3D 3.545706587 1.90E-47 SPINK1 -2.331167335 0.00116386
TROAP 3.545570107 1.37E-96 LOCI145820 -2.33207215 1.54E-54
ANLN 3.535051801 2.40E-109 AKAPI2 -2.333963341 1.04E-51
IL20 3.534378514 1.17E-30 MYOCD -2.334450646 5.15E-38
GABRD 3.531684329 1.61E-100 FRMPD4 -2.334649306 1.49E-29
TPX2 3.525555573 1.59E-129 FAMI150B -2.335406248 3.50E-31
STXBP5L 3.525065932 6.24E-11 ABCBI1 -2.335482554 7.29E-16
AKAPI4 3.519364343 1.76E-09 NRGI1 -2.337133574 2.43E-28
HISTIH3A 3.519125313  0.001117434 CYMP -2.337241931 3.59E-07
EPO 3.517990715 2.55E-32 MEG3 -2.33728048 2.88E-64
SGOLI 3.516422892 1.70E-92 AKRIC3 -2.337720218 3.34E-50
TOP24 3.507330909 7.77E-82 LIFR -2.338145618 1.31E-74
HJURP 3.504427022 3.84E-101 GPRI182 -2.338613104 6.84E-32
NXPHI 3.504258563 1.80E-17 Cé6orf223 -2.339512749 1.20E-05
DEPDCI1 3.501183416 7.28E-92 RNASE7 -2.341103501 2.00E-21
HIST2H3D 3.498149963 1.46E-20 TP63 -2.344604668 5.30E-28
PAPL 3.495389146 3.93E-06 PDZD2 -2.349072859 9.94E-51
SCRTI 3.494838853 9.06E-06 SCN2A4 -2.349521631 1.05E-28
HARIB 3.493497139 1.30E-15 PHYHIP -2.350084058 2.22E-59
GCM1I 3.488099424 6.58E-10 AGAPII -2.352220332 4.71E-53
SPC24 3.485646534 3.25E-69 TACRI -2.352269867 3.22E-38
CEPS55 3.482532673 1.14E-109 STAC2 -2.352568039 5.96E-15
OTOR 3.481892563 2.63E-19 HFM1 -2.353290486 2.67E-34
CKAP2L 3.475931942 2.96E-100 ABCA6 -2.354322488 2.17E-48
APOBEC4 3.475534734 2.37E-13 INMT -2.356772909 2.33E-49
PBK 3.471539155 1.28E-87 KCTDS -2.357307927 5.66E-22
ROSI 3.470839459  0.000974485 CRB2 -2.358977179 7.64E-39
POU4F1 3.465380216 6.60E-10 ENPP2 -2.360923923 6.08E-50
FOXM1 3.461857734 8.51E-98 HOXA46 -2.364709331 1.94E-44
ITPKA 3.461530922 1.44E-46 KLF4 -2.365221783 2.14E-56
CNIH2 3.450631426 3.51E-84 ITPRIPLI -2.366374422 2.22E-66
DLGAPS 3.448502366 2.33E-87 SNTG2 -2.368315128 2.66E-20
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
LIN28B 3.448487605  0.000641906 GAL3ST3 -2.369257206 2.37E-16
RUNDC3A4 3.448270843  0.001840116 EPHBI -2.369513524 1.64E-40
IGFL2 3.447107186 5.83E-34 SRPX -2.369665114 2.36E-72
KIF204 3.445886281 2.57E-88 STK324 -2.369879683 8.59E-29
KIF2C 3.4442578 2.20E-100 DARC -2.371852709 6.22E-33
PLK] 3.442119895 3.65E-106 VWCE -2.373032838 1.54E-61
RDHI6 3.439076703 3.38E-59 D4S234F -2.37392257 3.60E-33
DPYSL5 3.435610281 2.01E-12 FOS -2.37603775 9.77E-39
SOHLH1 3.429865406 9.88E-05 TSKS -2.378376836 1.41E-25
CLVS2 3.429150403  0.047725177 NCRNA00032 -2.379112601 2.09E-19
KLKPI 3.428471422 8.58E-41 CALB2 -2.379171878 2.45E-23
SERPINB7 3.427063729 1.58E-16 FGF2 -2.381483253 4.57E-39
CLEC54 3.425226132 7.37E-98 Cllorf87 -2.382370584 4.02E-25
GNGT1I 3.42279886 1.97E-09 RNF150 -2.384556151 2.44E-43
HTRID 3.418577551 2.96E-65 TMEM178 -2.384698154 4.09E-48
RBP2 3.416670565 2.83E-10 IL33 -2.385011363 1.39E-39
MMP9 3.409773813 1.00E-25 LPHN3 -2.390200164 1.85E-40
KIF18B 3.409628169 4.09E-77 C13o0rf33 -2.391206489 2.02E-45
UHRF1 3.40493674 2.60E-92 LCNI0 -2.395266018 4.87E-39
ENTHDI 3.398861926 2.02E-36 MS4A4A6E -2.395365367 8.93E-09
CLDN25 3.395334764 3.86E-18 HBM -2.396732754  0.000123307
MMPI10 3.393052085 1.65E-53 PROK2 -2.397050306 1.37E-18
KRT3 3.380059343 8.70E-10 TWIST2 -2.397318765 5.62E-50
Cl5orf54 3.379404266 1.19E-24 ESR?2 -2.397497947 4.52E-47
UGTIA6 3.375562982  0.009177081 FZD4 -2.399490203 1.48E-56
CDHR4 3.373020416 1.23E-09 SPRY2 -2.402398596 1.14E-122
POU3F2 3.370679938 2.16E-12 SLC25A434 -2.404762532 1.75E-46
HSDI17B6 3.366821758 7.01E-138 UTS2D -2.405857453 2.19E-36
COL2241 3.365192585 2.14E-35 pPzZpP -2.408682949 1.02E-52
UGT241 3.362667181 0.00983813 HTR4 -2.412509907 2.31E-19
NDC80 3.36099272 2.37E-97 LMXIA -2.417536594 2.39E-25
KCNHI 3.356942005 3.86E-56 CIQTNF7 -2.418317292 1.82E-34
TUBA4B 3.356620741 6.28E-14 PGM5 -2.420826659 4.56E-58
SIX3 3.355417332 8.45E-28 GRIK] -2.420891148 2.38E-15
CDC20 3.35043291 2.22E-86 RSPO3 -2.421463259 2.87E-60
C2orf54 3.346217854 3.72E-30 LOC201651 -2.424451565 4.57E-37
EPRI 3.341139006 6.72E-68 ASB?2 -2.424792931 1.48E-05
FBN2 3.338466383 2.38E-55 ALDHIAI -2.428145564 3.65E-64
KIA4A40101 3.337644706 1.32E-109 LOCY1149 -2.428176498 3.13E-17
HMX2 3.333913372 4.56E-08 CYPIA2 -2.430996733 1.75E-07
Coéorf126 3.331254868 1.58E-33 GABRGI -2.431356313 6.19E-20
MSLNL 3.324827373 1.38E-13 SCN4B -2.433699365 4.33E-90
CENPA 3.318328254 1.53E-87 BMP2 -2.43450985 1.54E-47
SDR9IC7 3.315664555  0.000998008 HPD -2.4353808 1.64E-35
KRT78 3.305615493 0.00193682 RASL104 -2.43539126 4.58E-38
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
SKAI 3.30170972 1.04E-107 PTHIR -2.436194452 1.70E-44
C7orf52 3.300781994 1.59E-09 CNTFR -2.436661456 4.69E-22
KISSIR 3.298715774 1.02E-24 SHOX -2.438718724 1.88E-12
CXADRP3 3.296441486 5.14E-29 CCDCI41 -2.440692329 1.41E-37
ZICS 3.292946524 5.08E-18 AO0XI -2.442474799 3.46E-42
LOC389332 3.289248073 4.53E-09 AQP4 -2.445273904 9.04E-34
CENPF 3.288213062 8.14E-115 ACSLI -2.445654187 8.05E-44
LHFPLS5 3.287356219 7.29E-26 NDRG?2 -2.447659052 8.13E-90
NBPF6 3.282394047 3.19E-17 PI15 -2.449019653 2.21E-21
RIMS4 3.270805529 9.26E-37 GIPC2 -2.451837385 1.92E-67
FAMI35B 3.268537409 1.01E-14 FLJ37543 -2.452552115 1.04E-34
LOC648691 3.261433262 6.43E-08 MTIM -2.454563685 5.79E-47
GRMS 3.260663692 5.89E-64 HOXA4 -2.45635711 4.35E-106
RDM1 3.259217492 8.28E-53 SPTB -2.461845081 6.76E-24
PNLIPRP? 3.254249183 8.65E-14 STAC3 -2.464736473 5.43E-12
CXorf59 3.252552373 3.33E-17 P2RYI2 -2.468019376 7.20E-51
CLSPN 3.242555773 4.45E-87 OR2LI13 -2.468182086 3.55E-22
ORIFI 3.239036669 1.30E-07 WDRS86 -2.471957414 2.37E-55
HAGHL 3.237571236 7.88E-81 KRTAPI13-4 -2.47288938 2.28E-08
RGS7 3.236917134 1.74E-19 GSN -2.47787987 4.08E-96
CCNB2 3.229547544 8.82E-96 DTX1 -2.47812852 3.11E-62
PDXI 3.224073341  0.034524016 HOXA5 -2.479676086 7.44E-77
ATXNSOS 3.223577313  0.031237005 GDA -2.481276006 1.30E-06
FOXDI1 3.220041291 3.92E-37 CXCL3 -2.482294496 5.06E-28
HMMR 3.213285201 5.30E-88 ORI1046 -2.487546449 4.08E-12
FNI 3.212362301 8.51E-98 EMILIN3 -2.487733751 7.25E-28
BIRCS 3.21208759 1.11E-61 C7orf41 -2.488616825 2.81E-74
MUCI3 3.211964979 3.01E-11 MAB21L1 -2.490510962 2.94E-64
FAMI177B 3.20759802 2.07E-10 MATN2 -2.492313735 1.10E-67
VILI 3.20603257 5.61E-10 OBSCN -2.496143746 2.60E-21
CDK1 3.204847963 3.64E-123 WIF1 -2.498192252 4.65E-25
ACAN 3.204586233 3.32E-38 CES4 -2.499207286 1.03E-18
DNAHI1 3.198246274 1.21E-17 SYNPO2 -2.499849 1.95E-66
LOCI146481 3.192793214  0.010907162 HOXA2 -2.499953343 7.34E-70
SPC25 3.192596961 3.82E-115 LOC339524 -2.50482166 4.66E-48
PCSK2 3.191867228 0.00020759 CLCA4 -2.506947524 6.78E-52
AURKB 3.190145073 4.76E-73 AK5 -2.507771327 1.62E-31
GAGEI12D 3.189467658  0.010777458 C2orf84 -2.513562649 2.88E-33
KIF26B 3.187072304 6.61E-96 CCL21 -2.516322121 9.03E-28
MAGEAII 3.186436637 6.08E-06 PALMD -2.520265126 5.45E-65
CPBI 3.186245416 5.19E-08 ASB4 -2.520366827  0.002709601
SLCI1541 3.185436266 1.13E-15 GFRAL -2.522198934 8.21E-09
FAMS3A4 3.18496023 5.07E-18 HASI -2.522888935 3.97E-16
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
MCMI10 3.182717159 9.11E-82 DUSPI3 -2.523380084 3.54E-30
GRIA2 3.176833035 2.30E-18 LGH4 -2.524353733 1.83E-77
CCDC78 3.169431135 5.70E-55 ODF3L1 -2.524901511 2.53E-47
KLK4 3.168728571 2.81E-48 C19orf69 -2.528583562 3.17E-28
UBE2T 3.168129943 2.79E-136 EGRI -2.529479097 1.91E-53
TYRPI 3.167676135 4.91E-19 RYR3 -2.529944385 5.63E-75
DSCR6 3.164637789 3.05E-63 LRRTM4 -2.530086241 8.02E-18
SYNGR4 3.163380419 1.89E-37 DPRX -2.531044067 7.33E-13
IGF2BPI 3.160852251 1.77E-28 COX7A1 -2.532171137 2.55E-49
GLDC 3.160219413 6.19E-23 EBF3 -2.533268182 7.31E-63
FAM1964 3.158380487 2.44E-40 CHLI -2.535058569 7.30E-43
CCRS 3.155288582 2.12E-46 FLJ43390 -2.535222954 1.13E-16
HIST3H2BB 3.154539238 4.80E-37 JPH? -2.537916038 4.12E-41
DMPI1 3.152110186 2.11E-25 IRX1 -2.538378277 8.20E-32
Cldorfll5 3.150231744  0.000148989 SPHKAP -2.540519361 1.59E-13
CDCA2 3.149250056 5.98E-75 FNDC5 -2.540663617 2.54E-10
ADAMTS14 3.147035821 2.49E-60 KCNMBI -2.546065755 1.49E-54
STRAS 3.141076274  0.000708426 CDHI2 -2.546422649 9.96E-50
ZNF695 3.140240506 7.54E-66 FLJ42875 -2.547112644 3.70E-52
FAM724 3.135457268 5.31E-78 SFRP1 -2.552098877 8.08E-40
CXorf22 3.134117371 1.11E-25 DGAT2 -2.552271345 1.73E-56
LOC440356 3.1336441 8.07E-24 SOSTDCI -2.553805952 6.70E-24
CCNE2 3.131766463 3.24E-107 LOC284661 -2.555873982 5.73E-13
DEPDCIB 3.126269592 2.35E-85 GOLGASG -2.555883181 7.10E-17
AURKA 3.124358668 3.61E-126 CABPI -2.556976511 1.97E-53
WDR38 3.121033025 1.28E-14 SGCZ -2.558996466 1.59E-13
CABP7 3.120942295 1.43E-09 KRTI4 -2.567025644 1.33E-20
C200rf103 3.12036241 1.17E-64 OR2L3 -2.569114496 2.75E-16
ELAVL?2 3.117770268 6.34E-52 RGS6 -2.570065359 5.63E-40
ZPLDI 3.115458225 2.52E-15 KIF25 -2.572867419 5.51E-28
CDC45 3.113676232 3.02E-64 DKFZP434L187 -2.573380013 1.29E-27
DTL 3.110419886 8.47E-106 SPRR2F -2.573518874 3.24E-09
YSK4 3.105669842 3.65E-13 PDEIIA -2.575442024 5.65E-53
BUBIB 3.105581618 8.78E-87 TESC -2.576629118 1.86E-49
CXCR2PI 3.104644681 4.70E-33 Cl4orf49 -2.577553081 5.20E-52
JAKMIP1 3.103291843 5.97E-50 C4orf49 -2.57776604 1.71E-63
LOC400696 3.10272832 4.42E-24 PROKRI -2.578422165 1.59E-17
zic2 3.101186583 5.25E-31 MEOXI -2.582335968 2.04E-39
TRIML2 3.095968563 4.20E-06 I0SEC3 -2.584899704 6.35E-60
CASCS 3.094858425 3.35E-82 IL6 -2.589778823 7.10E-26
LOCI100190940  3.092334608 5.31E-05 MEOX2 -2.595678842 2.98E-59
PAX7 3.091843175 2.26E-31 SCN5A -2.597980098 1.85E-51
DLL3 3.09107429 1.75E-13 CETP -2.600835171 2.39E-26
ROBO2 3.090847831 9.03E-30 Cc6 -2.605228311 8.50E-17
ARTN 3.089681841 9.97E-51 MOSCI -2.609966905 3.81E-49
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
NUSAPI 3.089595717 7.24E-100 NRG2 -2.61045644 3.40E-33
NCCRPI 3.089482969 1.53E-21 GPC3 -2.613357983 2.19E-45
FAM25B 3.088512104  0.003864747 LEPR -2.614774644 1.18E-73
CXCLY 3.082229141 1.60E-43 GOLGAYP -2.617763122 8.54E-35
ILIFS5 3.076148617 6.53E-06 CD209 -2.620160709 7.50E-42
HOXCI1 3.071365934 5.40E-36 AOC2 -2.621778649 5.00E-58
UGT342 3.06702385 1.88E-07 LMODI -2.62450626 7.71E-112
PNPLAI 3.063709667 5.00E-09 KCNBI -2.625437428 4.32E-33
PRSS41 3.061878128  0.000509877 C3orf55 -2.625469444 3.24E-40
UMODLI 3.05623356 1.97E-36 MMD -2.627945561 9.89E-53
MKI67 3.055771928 3.79E-76 CAV2 -2.629423337 2.97E-88
TMPRSS4 3.050170721 1.34E-17 GOLGASC -2.630927067 1.47E-20
ZBBX 3.045677837 5.75E-06 CMAI -2.634080228 1.30E-22
ILI7REL 3.045249001 1.73E-33 DMRT? -2.639034145 9.12E-39
UPKIA4 3.042583522 1.40E-08 TRPMI -2.639698589 8.07E-17
SMCIB 3.042202771 1.62E-33 SCN2B -2.639703245 2.14E-49
KCNG3 3.041120639 5.59E-40 USP44 -2.645638972 2.12E-71
SKA3 3.03593569 2.00E-97 PAK3 -2.65543708 3.29E-42
HS6ST3 3.032535326 4.39E-35 CLCNI -2.66186779 9.70E-07
MATN3 3.028691197 5.16E-85 HTR2A4 -2.661999602 2.69E-38
PEX5L 3.025360849 4.60E-17 NKAPL -2.665096738 6.22E-118
DPYI9L2P] 3.02201331 1.09E-09 CX3CLI -2.666810862 1.17E-66
CDH7 3.020785142 1.20E-16 LOC285205 -2.677977358 3.84E-27
SPANXB2 3.020311483 1.01E-07 ACTG2 -2.678109633 3.62E-35
PRRI11 3.019728715 4.33E-62 GOLGASDP -2.685861779 5.04E-16
TMEM90B 3.018271245 2.07E-58 NPAS4 -2.687925551 8.01E-43
CT4541 3.01741816 0.029309561 GALNTL?2 -2.694282063 9.19E-54
ULBPI 3.012218126 2.96E-52 HSDI11BI -2.698262189 6.73E-38
GISF1 3.007164729 1.80E-10 LOCI48145 -2.699919475 4.72E-18
TTK 3.004771206 6.65E-82 CGB7 -2.700034381 5.37E-45
GISE] 3.00258347 5.70E-83 SHISA3 -2.702612945 2.20E-39
BEX]I 2.998927763 2.57E-11 MRGPRX3 -2.709399631 7.42E-21
CDCAS 2.996045499 6.58E-110 TF -2.711334648 1.44E-27
HCN4 2.994804437 8.88E-07 TDRDI10 -2.715823241 7.11E-113
ESM1I 2.991872785 2.04E-91 SSTRI -2.715823411 2.70E-68
PTTGI 2.991740254 9.64E-103 GALRI -2.719690781 5.04E-27
ESCO2 2.990626581 5.36E-77 GHR -2.72029601 2.78E-55
C200rf114 2.989938877 1.96E-23 DLK] -2.726140289 3.03E-24
ISG15 2.988738457 3.85E-58 CIQTNF9B -2.726524947 2.73E-63
TNFRSF9 2.98726861 1.12E-41 BMP5 -2.73071562 2.52E-26
KIFCl 2.984915557 6.41E-88 HPR -2.734039565 5.36E-24
PYY 2.984464803 2.19E-17 KLHLI3 -2.735341418 6.29E-64
ASFIB 2.981242523 1.13E-107 CMYAS -2.737149396 1.45E-07
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
FAM72D 2.974929444 2.32E-74 KIAAI1239 -2.742206179 1.18E-28
Coorf222 2.971393631 5.03E-16 FAMI166B -2.745314098 1.12E-22
Cllorf86 2.968056261 7.53E-05 KCNHS5 -2.751267192 3.25E-16
NCAPG 2.967857355 2.42E-89 KIT -2.751558341 6.73E-44
CST6 2.967011578 3.74E-39 ADRB? -2.752706742 4.06E-81
C9orf169 2.964242012 2.37E-46 FAM1074 -2.753068492 6.53E-54
KIF15 2.962727287 6.27E-79 LPPRI -2.758004384 4.00E-31
CcCDCI19 2.96180416 4.17E-62 HSPB2 -2.759280097 2.63E-90
IFNBI 2.959689376 9.34E-12 TMEM195 -2.760610705 8.73E-35
CDCA5 2.959505753 8.64E-97 EBF1 -2.761908454 2.90E-78
TUBA3C 2.958272745 4.85E-20 TMEM37 -2.76233395 5.36E-57
CDKN3 2.958192948 2.37E-101 PRRG3 -2.766932942 5.27E-52
RADS54L 2.957985627 1.88E-76 CLDND?2 -2.769646651 2.66E-36
RET 2.957872768 9.89E-39 BMPER -2.771599087 9.86E-49
GP2 2.954489086 1.84E-09 CCLI6 -2.773173845 9.50E-49
TNNI3 2.953348461 1.30E-26 MMP27 -2.777642258 4.36E-34
TCAMIP 2.952799501 9.29E-20 SEMA3G -2.780063333 1.12E-74
ERCC6L 2.949529224 1.71E-111 LOC286367 -2.780468629 3.24E-97
TPHI 2.948689897  0.001105908 CCDC3 -2.785288806 3.47E-71
CNTD2 2.947823393 4.63E-43 SLCI16A412 -2.788191186 5.70E-51
ONECUT2 2.946703181 2.51E-31 PIK3C2G -2.792926237 7.05E-29
MS4A8B 2.942146036 2.91E-21 COL2541 -2.797316703 1.54E-67
SALL4 2.939803915 1.19E-87 FAMI1814 -2.802042811 6.35E-27
PROC 2.937898002 6.19E-62 CLDN5 -2.80289378 3.23E-74
NBPF4 2.937348276 2.15E-23 KLHL29 -2.805107224 1.03E-141
HOXBY 2.936826246 3.64E-40 ALDHIA2 -2.80823286 4.23E-60
DMBX1I 2.936665599 3.29E-31 CDH4 -2.809872097 6.13E-44
NKX3-2 2.934423525 4.53E-49 ViP -2.810414207 2.21E-52
LCN2 2.934333722  0.000352252 BMX -2.812134581 9.80E-56
PLA2G4D 2.933058794 1.32E-19 PEBP4 -2.812938721  0.000351941
C120rf36 2.930253714  0.001812797 SCTR -2.813613295 2.47E-23
Cl9orf21 2.929204267 6.74E-40 orc -2.814218002 1.01E-13
HISTIH2AG 2.927267017 1.56E-23 XPNPEP?2 -2.816978152 1.26E-37
SYTI 2.92407092 1.74E-32 GPRI146 -2.818464705 8.17E-98
COL29A41 2.923167974 2.79E-14 FI0 -2.820959852 6.56E-64
FAMS57B 2.917590816 1.99E-30 TNS1 -2.822889606 3.66E-94
CDCA3 2913131337 4.95E-93 MAOA -2.823700735 1.31E-39
ZIC3 2.909979499 2.27E-08 PPPIRI144 -2.827103483 1.68E-76
FAM544 2.90861587 2.14E-94 ARHGAP20 -2.829072438 1.75E-99
PPI14571 2.908464164 8.32E-32 GPRI17 -2.829566599 3.03E-69
1124 2.908021361 1.13E-20 ASBI12 -2.835607291  0.004616759
ARLI14 2.904213458 1.21E-08 AKRIC2 -2.835697595 2.00E-26
NETOI 2.902162786 2.85E-26 LILRBS -2.838650511 5.65E-44
KIAA0319 2.902051364 2.06E-32 DMGDH -2.841367128 9.50E-60
PSCA4 2.901740473 2.39E-26 SVEPI -2.845162286 2.76E-68
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
CENPI 2.900577706 1.85E-88 MMRNI1 -2.848678224 1.24E-42
CENPE 2.89932646 2.49E-98 PHKGI -2.849671098 1.91E-32
KCNKI15 2.897779541 1.61E-44 NIPSNAP3B -2.852035194 6.08E-68
CLGN 2.897456616 8.51E-41 PMP2 -2.856587399 4.15E-12
CLEC64 2.893032244 1.30E-12 SLC7414 -2.858759118 3.99E-38
ARMC3 2.883886301 2.17E-25 PDE24 -2.860467484 2.62E-92
GAL 2.883429684 1.12E-21 CCDC69 -2.860717116 6.91E-73
TUBA3E 2.883137742 9.25E-20 FREM1 -2.871375621 6.47E-48
E2F7 2.879546597 1.59E-69 ADCYAPIRI -2.874057888 1.19E-39
SCUBE3 2.877121183 1.49E-39 DMD -2.879405482 1.69E-80
CDIA 2.877052488 1.89E-22 TP53A4IP1 -2.880734218 1.05E-47
C120rf56 2.875845367 5.58E-05 IGSF10 -2.883969413 6.37E-70
CCNA2 2.874846717 2.84E-88 AKRICI -2.887932529 2.05E-31
CAMK2N2 2.874625019 1.43E-60 CIQTNF9 -2.888173372 1.28E-60
FRG2B 2.866129864  0.008514152 CLCAI -2.890942241  0.008274074
PTTG3P 2.861163349 3.57E-34 ANGPTI -2.894411262 3.55E-69
LOC400940 2.858098977 8.25E-10 AVPR? -2.901858251 1.83E-68
LHX9 2.85665916 4.29E-08 ANGPTLI -2.907289755 1.17E-61
SAMD11 2.855803956 3.02E-37 MYH7B -2.910650374 3.62E-50
NCAN 2.854816673 2.86E-07 RRAD -2.910922013 8.43E-32
RAB26 2.854225598 4.80E-62 DNASEIL3 -2.911136174 4.27E-48
GPRINI 2.853922529 1.20E-107 PCDHY9 -2.913979666 8.58E-45
MAGEA9B 2.851042264 0.046507 MAMDC?2 -2.914254611 2.97E-99
FAM64A4 2.8509563 7.63E-63 TPPP2 -2.921355854 2.27E-20
FAMI111B 2.848146024 2.40E-64 TMEM100 -2.925940015 1.39E-39
SYNGR3 2.847326001 6.26E-58 LOC415056 -2.926205539 1.32E-21
FOXA43 2.843940542 5.64E-20 SYN2 -2.930224997 1.15E-53
NTNGI 2.839495728 3.06E-21 ADAMTSS -2.932216582 1.84E-138
GCNT3 2.838306498 1.71E-07 LCN6 -2.935617883 4.25E-34
SORCS3 2.836667502 1.54E-09 HESRG -2.949983887 3.69E-18
OPRDI 2.835801355 1.67E-10 SLCI16A47 -2.951571132 2.33E-49
SPAGS 2.832635919 3.69E-105 TPO -2.953421461 6.01E-67
TUBB3 2.830672611 2.41E-56 C200rf200 -2.956672251 2.29E-14
Clorfl58 2.828694596 5.34E-05 MME -2.963370488 1.60E-78
HISTIH2BC 2.823309198 2.19E-54 C3orf45 -2.968542694 2.71E-16
P4HA3 2.820617338 1.92E-62 SLC1747 -2.973291616 1.24E-75
PRR4 2.818665002  0.001841878 COL6A46 -2.975810147 9.28E-49
NCAPH 2.816165873 2.21E-83 ADAM33 -2.985234648 5.25E-83
NPHSI 2.81542663 2.07E-11 ANKRDS3 -2.989326169 7.44E-68
MAGECI 2.80942194 1.80E-07 ARTI -2.990782004 3.47E-06
SNORA71D 2.809389538 0.04798707 RELN -2.993591617 5.24E-39
SNTN 2.809217236 2.56E-19 HLF -2.996763015 3.31E-85
FAM7542 2.808584178 3.09E-06 NAALAD?2 -3.00398588 2.40E-61
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
TK1 2.806602718 1.43E-91 FMO2 -3.004383811 4.09E-61
KIAAI211 2.805394232 7.46E-58 ADHIC -3.008952027 1.56E-34
SOX3 2.804716238 0.00114506 GPRI1094 -3.009262236 7.59E-54
MNDI 2.804656576 7.87E-55 GPLDI -3.012341253 1.87E-54
C2orfl4 2.802015046 7.10E-06 CCLI14 -3.012400207 2.99E-66
1L29 2.800670403 1.04E-12 PPARG -3.013648874 1.36E-62
BMP8A4 2.799255275 5.93E-127 EFCABI -3.02018644 8.78E-50
HIST2H2A4A3 2.787123898 1.57E-66 CAPZA3 -3.023209832 2.96E-30
SHCBPI 2.781385889 6.15E-78 NATSL -3.025466949 1.45E-44
KIF23 2.778199243 4.67E-102 CRYAB -3.041738886 1.14E-48
HEPHLI 2.777726469 1.40E-13 HRC -3.042417497 4.66E-18
CCDC135 2.777376228 7.81E-11 MRGPRX2 -3.050672797 3.92E-25
OIP5 2.777035452 6.03E-84 PPBP -3.05276256 2.56E-24
CTXN2 2.769032086 5.26E-20 GCOM1 -3.053998617 4.68E-73
FOXD3 2.768741264 2.83E-21 SCN3A4 -3.058440444 6.88E-72
BARXI 2.768597079 3.79E-05 ACSM2B -3.067562169 1.66E-28
ESPLI 2.765293965 2.56E-68 SYNM -3.067786749 6.20E-64
C2orf48 2.761004478 4.15E-31 GPBARI -3.072559233 7.44E-67
PROZ 2757647878 1.05E-08 VIT -3.081924547 8.25E-64
BASE 2.756680522  0.002560989 SLCOIA42 -3.084612774 1.80E-32
FERIL6 2.755690947 1.09E-12 SAMDS -3.08676997 4.90E-67
FRG2C 2.753433592  0.000358183 ™C2 -3.090295672 1.04E-50
POLQ 2.75064324 1.20E-73 MYBPCI -3.094000423 1.85E-12
FOXN4 2.74563462 1.46E-09 LOCY0586 -3.095859338 5.01E-64
CCL20 2.744592299 1.25E-16 CAVI -3.102152869 1.25E-110
NPW 2.742469584 5.85E-20 Cl4orfl39 -3.105123865 1.44E-84
MCSR 2.734480881 7.49E-12 KLHL30 -3.113406535 2.34E-40
CTSE 2.734309896 3.05E-05 GPRI112 -3.11566653 1.00E-22
NKX6-1 2.733794302 1.45E-26 CFD -3.134038764 5.54E-47
PACSINI 2.730956871 1.34E-69 CPA2 -3.135405628 4.91E-29
HISTIH4H 2.728641022 4.32E-39 ZBTBI16 -3.136779364 6.06E-49
CALCB 2.728067284 1.86E-06 BHMT? -3.140382954 3.66E-68
CFB 2.727549581 1.48E-51 TMEFF?2 -3.141339033 2.48E-22
SPAG6 2.723769593 4.00E-14 KCNA2 -3.14170421 1.57E-41
PLAC2 2.722923512 3.23E-43 Cl3orf26 -3.14225991 3.20E-15
APOBEC3B 2.718449006 2.38E-46 Cl8orf34 -3.143250602 5.01E-73
PTCHD2 2.715061502 2.76E-28 ADRB3 -3.14333518 6.50E-20
HS38T6 2.713046607 0.00129351 SPOCK3 -3.156367526 4.77E-27
HOXCI3 2.712599795 1.75E-40 CAPNI1I -3.161900892 3.90E-106
DIAPH3 2.708934827 7.74E-68 TEPP -3.165484744 2.92E-36
SLC8A42 2.70269017 9.89E-12 TSLP -3.172695722 8.19E-106
MUCI 2.700900294 3.46E-48 PLXNA4 -3.180498292 6.83E-64
LOC643719 2.700709394 1.41E-35 SMTNL?2 -3.180689426 1.11E-12
NGB 2.700512942 3.49E-07 COLI1741 -3.183742464 4.11E-40
FAM72B 2.695989624 5.21E-76 KLK2 -3.184122978 1.04E-19
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
LEFTYI 2.695612492  0.039158259 PRHOXNB -3.184441723 4.46E-09
TEKTI 2.694753773  0.000838208 ACSM2A4 -3.194007618 6.20E-44
11284 2.690033644  0.000591702 NTS -3.19479831 8.24E-14
TMEMS?2 2.68848792 1.29E-07 PTN -3.202749453 1.32E-54
MIOX 2.683928341 1.12E-06 SA4A1 -3.210548139 6.17E-36
HISTIH4J 2.679476345 6.61E-37 NTF4 -3.215608382 1.08E-52
LRRC31 2.678332939 6.02E-15 DPT -3.220798378 5.69E-67
VSTM2L 2.674699226 7.77E-29 SGK2 -3.224517637 4.33E-42
TUBA3D 2.673490817 5.48E-28 SLC743 -3.22834059 2.17E-30
CACNAIB 2.670533704 5.76E-22 RAX2 -3.228368764 2.80E-31
CBX2 2.670311573 1.32E-59 MUSTNI -3.230843738 7.55E-45
ADAMDECI 2.670049252 5.77E-23 P2RX6 -3.232392334 8.63E-48
RADS1 2.668668137 9.08E-89 Cl30rf36 -3.232708979 5.22E-27
C200rf201 2.664667627 7.87E-15 HAS3 -3.234538767 1.27E-80
LOC221122 2.661134745 3.51E-13 MURC -3.244795961 2.62E-19
AMZ1 2.659987817 4.35E-32 HS38T4 -3.2493129 2.38E-44
LOC340017 2.658283757  0.048765763 PAQRY9 -3.252000805 1.52E-05
E2F8 2.657665968 1.47E-83 RERGL -3.260132666 6.10E-56
ENTPDS 2.656922424 4.31E-26 NNAT -3.260367674 1.49E-40
TRIM15 2.65660691 3.70E-08 LRRN4CL -3.271995978 6.44E-85
PRCI 2.654879274 1.03E-107 NXNLI -3.272237636 9.28E-32
PLA2G10 2.649500367 3.27E-23 CTXN3 -3.275836827 1.36E-06
SOX11 2.649486528 1.63E-25 ABCA9 -3.278511128 7.63E-67
CCKBR 2.643980874 2.09E-06 PDEIC -3.282840538 4.71E-76
HISTIH2BG 2.642510209 1.12E-29 FGFBP2 -3.28399451 7.47E-59
CDCo 2.641083722 4.02E-73 CD36 -3.286491733 2.77E-47
NIPAL4 2.640248817 1.24E-14 GFAP -3.288678476 3.23E-48
KIF11 2.637211534 2.26E-102 PKDIL2 -3.29447668 3.39E-52
DYDCI 2.636161515 1.88E-10 MYEOV -3.297927349 6.28E-51
CYP2W1 2.635617826 0.00100071 MOGATI -3.297949981 3.20E-24
GPRC54 2.634611767 9.45E-71 PF4 -3.299229958 6.47E-13
CNTNS5 2.634310045 7.95E-05 HPSE? -3.304022888 5.94E-42
CDHI9 2.633598462  0.000254265 FEZF?2 -3.304347993 1.12E-16
RHBG 2.633250192 8.73E-24 DLK2 -3.306221301 5.77E-64
FSIPI 2.632985774 2.22E-31 DACT?2 -3.3159625 8.22E-54
IFI6 2.630006164 7.87E-45 PROK1 -3.316094393 3.85E-32
KRT6A 2.629774963  0.000938213 FAM714 -3.321603811 4.85E-19
HISTIH2BE 2.627232079 5.77E-51 FLNC -3.324409112 1.51E-33
MNXI 2.62509243 8.00E-22 MYADML?2 -3.326143181 5.82E-09
BCASI 2.624591093 4.07E-30 HIF34 -3.331855614 2.47E-45
DMRTI 2.62401944 1.55E-06 ORI1043 -3.334994477 2.46E-34
PAXI 2.623596493 1.06E-17 PTPRQ -3.336324939 4.37E-31
HRH3 2.618116411  0.000598942 CASQ2 -3.336406305 1.01E-46
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
FCRLB 2.617819812 1.05E-28 KLFI15 -3.337549257 3.91E-70
EDN2 2.616722385 1.57E-33 PAK7 -3.348859865 1.16E-39
VAXI 2.61202121 0.017427993 PDK4 -3.35804914 1.27E-67
HISTIH2BD 2.611284704 2.04E-65 PLACY -3.368456489 1.52E-76
GUCYIB2 2.609590045 1.02E-17 KY -3.375138557 9.91E-49
SALL3 2.609177087 9.27E-13 PRG4 -3.37714147 1.34E-29
LOC285548 2.609060072 3.42E-23 MYBPH -3.377603919 5.44E-06
SLC7A45 2.60744559 1.49E-47 SORBS1 -3.38049439 4.77E-91
CENPM 2.602683628 6.96E-59 SFTPB -3.380713631 2.21E-09
CTHRCI 2.602250181 2.34E-75 ABCAS -3.391312323 6.11E-50
MAPKSIP? 2.600519854 1.91E-49 PDE3B -3.401367769 1.35E-51
APLPI 2.598956234 3.41E-39 Cl3o0rf39 -3.402762335  0.004530946
ERMN 2.5974733 1.14E-44 SELIL2 -3.405828781 1.10E-22
SLC44A44 2.591218014 3.75E-35 MYHII -3.406867941 7.85E-92
LRFN2 2.584555972 7.77E-27 ELANE -3.406888487 3.89E-47
KRTS86 2.582689181  0.000766477 CNN1 -3.409063324 4.61E-105
KLHDC7B 2.58181933 4.68E-27 EDN3 -3.409850397 2.11E-27
KRT24 2.578348821  0.020021255 TRPM3 -3.413984131 4.19E-63
KIF184 2.576459693 8.09E-84 MAPILC3C -3.415083403 6.89E-65
NBPF22P 2.575248088 2.63E-15 CSN3 -3.424289932 2.77E-21
SLC4542 2.574685993 4.06E-11 NPRI -3.427887194 7.36E-101
TMEMI32E 2.57315519 9.98E-14 MB -3.4317619 3.14E-29
DVwA 2.568281617 6.52E-09 RPE65 -3.436116256 1.29E-32
DPEPI 2.567996386 1.23E-34 PLCZI -3.437962421 3.28E-37
ZNF2804 2.567083499 3.81E-06 GDF10 -3.438079803 5.93E-59
CLRNI 2.566484871  0.000154028 PROLI -3.439866309 8.41E-17
GALNTS 2.564856801 8.45E-24 CAMK?24 -3.445399204 2.18E-11
SOX2 2.560978563 4.93E-14 RYRI -3.45058859 1.84E-10
Clorf194 2.554428653 2.34E-19 DPP6 -3.458313093 4.02E-109
PADI3 2.553668451 2.18E-19 PPPIRIA -3.458368757 1.12E-40
CLRNI10OS 2.552982656 8.15E-14 ITGA7 -3.458940449 8.71E-72
ACMSD 2.552479612 1.21E-13 GLRA4 -3.461585321 3.89E-34
IL2IR 2.551767757 1.51E-47 CAPN3 -3.46215231 1.29E-45
ZAN 2.551419555 4.55E-13 ILI7B -3.463030549 3.86E-47
MUCS5B 2.551047189 3.70E-19 ASPA -3.463307758 1.26E-81
ALGIL 2.550972436 1.09E-27 FOSB -3.465366022 7.14E-58
ZWINT 2.550471873 3.91E-98 TRHDE -3.466573356 1.12E-34
PADII 2.548837508 1.22E-16 GSTMS -3.471822124 4.98E-40
E2F2 2.546518407 5.19E-55 ABCBS5 -3.476571109 2.25E-52
FSDI 2.544600186 2.96E-13 RHOXF1 -3.481794675 9.35E-57
RECQL4 2.544463899 3.50E-72 C3orf50 -3.486924866 1.66E-36
CCDCo64 2.544380942 5.58E-66 SCN4A4 -3.487583455 9.88E-65
CCNI2 2.544023974 8.06E-19 IGFBP6 -3.498102155 3.86E-117
LIX] 2.54171951 1.21E-14 MYOISB -3.498849334 3.97E-09
SSX2 2.540047101  0.002346709 PAMRI -3.502418254 1.09E-129
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
WFDCI3 2.535790461 3.57E-07 Cl -3.503497785 6.37E-76
C19orf33 2.534952565 2.61E-30 C2orf40 -3.507292756 6.88E-55
Cloborf59 2.532152903 9.17E-81 GPIHBPI -3.510296181 4.25E-87
TMEM190 2.529177663 6.97E-10 FAM196B -3.53145613 7.11E-50
ANKRD30B 2.527721021 1.18E-12 B3GALTI -3.535112369 3.66E-64
PMCH 2.526232966 5.19E-21 GABRA4 -3.55169482 1.72E-26
KCNE4 2.518385073 1.06E-36 KCNEI -3.555578519 2.90E-78
ORC6L 2.51696644 3.63E-66 PAPPA?2 -3.557980198 1.01E-63
LOCI100131726  2.516841201 1.14E-06 ENAM -3.558630067 7.82E-12
TRPM5 2.516523818 8.06E-12 RXRG -3.559445815 9.80E-47
EME] 2.512966455 1.35E-78 PRRT4 -3.565353041 9.74E-52
Cl5orf50 2.512149755 2.80E-15 SDPR -3.573673883 3.04E-97
SLC16A46 2.510930432 2.86E-29 ATOHS -3.578113068 4.44E-109
SPPI 2.509992109 3.09E-36 GPX3 -3.579265449 1.53E-74
PAQR4 2.50636867 2.73E-100 AOC3 -3.580455071 3.11E-83
GNG4 2.505980429 3.52E-24 PFKFBI -3.580643849 1.13E-48
Clo6orf75 2.503529723 8.30E-81 CDH20 -3.582484889 2.97E-48
PNCK 2.494076553 2.08E-28 CLDNI19 -3.591500188 2.34E-46
LYZL2 2491208128 2.34E-05 ACACB -3.593579069 7.73E-83
TRIP13 2487125653 4.77E-80 S4A42 -3.59445512 1.18E-40
NTSRI 2.48692057 1.10E-20 KLK3 -3.598662379 8.63E-28
POSTN 2.484246427 4.40E-63 KCNA4 -3.607010715 2.97E-36
GBP5 2484031545 3.70E-37 PKHDILI -3.608326167 1.82E-52
TDRGI 2481364663 9.75E-10 DCT -3.609538022 1.50E-38
ELFN2 2.474898693 1.59E-16 LOC647309 -3.613270102 1.76E-27
CST9 2.474834234  0.001181936 Coorf58 -3.614231885 1.52E-09
RIMS? 2.472475404 2.70E-19 KLHL31 -3.614806346 3.70E-67
GPRI58 2.471854867 7.88E-23 SGCG -3.614940288 5.46E-38
KRTI6 2.468633588  0.002265219 ABCAI0 -3.626020976 6.28E-80
PXDNL 2.466375786 3.37E-09 PIl6 -3.643549203 1.88E-42
CALHM1 2465988061 6.31E-24 SYPL2 -3.646410934 6.45E-16
KCNGI 2.46360511 2.55E-07 GRIA4 -3.663494394 1.18E-44
CCNBI 2.457799402 3.52E-119 MESTITI -3.674108076 2.50E-84
KCNJ6 2.456536957 1.98E-12 ANGPT4 -3.680677929 1.40E-74
OTP 2.456058799 2.92E-08 ALAS2 -3.692071664 4.24E-25
MKRN3 2.455798678 4.96E-13 LOC728264 -3.693963678 6.37E-131
HISTIH2BJ 2454961736 4.76E-49 FITM1 -3.707239505  0.000148488
GPR37L1 2.453999814 4.65E-20 CLEC4G -3.70960242 1.66E-41
CCNEI 2453254569 1.70E-59 ACADL -3.71670941 2.08E-46
AKR7A43 2451120665 1.51E-23 CESI -3.724928064 8.23E-66
CXCL17 2448078175 3.29E-12 XAGE3 -3.732186984 9.23E-12
BGN 2446923821 3.95E-79 BMP3 -3.735934788 9.00E-48
LRRCS52 2446379302 0.000673438 CHRNG -3.748496455 0.01073414
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GJA3 2.440122395 6.69E-32 CLEC4GP1 -3.760309928 4.28E-52
CACNAIH 2439302058 2.65E-26 MYOM3 -3.761804798 1.86E-25
CSTIL 2.437955928 8.94E-06 STAB2 -3.773665207 1.31E-57
KIF4B 2.436563794 7.13E-52 ACSMS5 -3.776734634 8.23E-78
CELSR3 2.436558909 2.72E-57 GYG2 -3.778150208 6.82E-73
ARA2A4 2.434888025 4.57TE-54 NMURI -3.786820252 2.13E-82
ISL2 2.431319354 1.47E-10 RNF186 -3.79436452 9.34E-47
TH 2.429935126 1.76E-16 MASPI -3.805981898 3.47E-64
Clorft5 2.429883046 1.11E-13 MLXIPL -3.808126325 2.16E-63
CKS2 2.429439421 2.11E-101 LOC572558 -3.818357652 2.02E-59
Fi2 2.429210459 1.88E-44 LRRC2 -3.818995 3.71E-69
MGATSB 2.424660249 3.96E-27 OVCH2 -3.820156049 1.77E-43
FOXP3 2.424335974 1.12E-48 CXCL2 -3.826490807 9.38E-78
TSPANI 2.423830193 1.47E-31 TNXB -3.829243505 1.43E-89
RPLPOP? 2.423720842 6.41E-94 CLEC3B -3.834204923 1.45E-105
TFF1 2.419202759 6.62E-12 ITIHS -3.840871199 9.56E-117
GINSI 2414680715 2.10E-94 ABCD?2 -3.858380837 1.32E-65
CREB3LI 2.410989408 6.80E-60 KLHL33 -3.859363682 4.25E-46
S$100414 2410811115 2.37E-35 BTNL9 -3.888902397 7.85E-106
IGFALS 2.40741243 1.92E-23 TIMP4 -3.899774722 1.84E-51
LOC148709 2405506725 9.20E-48 CRHBP -3.920788559 1.06E-69
CLLUIOS 2.404074625  0.000162783 FAMI180B -3.930050282 5.92E-49
HES6 2.40392139 1.85E-59 PGAM?2 -3.941411602 4.69E-06
PAH 2.402668885 1.60E-15 ITIH2 -3.946636346 4.33E-32
TLCDI 2401326368 3.36E-75 LGALSI2 -3.973754536 2.30E-46
PRB2 2.400287128  0.038468885 ANGPTLS5 -3.980245247 2.76E-40
XAGEID 2.399012872  0.005952584 LRRC3B -4.003425684 6.79E-103
RXFP3 2.396905947 1.57E-17 CHRDLI -4.031002975 1.37E-71
ILIF9 2.396759913  0.021398555 KIAA0408 -4.044177824 1.38E-34
Cl9orf51 2.396724158 1.14E-38 FXYDI -4.04715032 1.05E-88
Clorfl25 2.394435722 5.10E-10 AADAC -4.050451674 8.77E-32
SYNI 2.393858032 9.78E-25 ATPIA2 -4.076951815 7.40E-45
HOXCI0 2.393296703 9.72E-37 SRL -4.078498372 1.19E-38
LMNBI 2.391323484 5.82E-82 PGAS5 -4.079269476 2.02E-28
KCNJI0 2.390532359 4.88E-33 CYPIAI -4.081731216 1.25E-26
LOCI150622 2.388533914 2.46E-10 GPAM -4.087659375 7.14E-105
CPA6 2.385635849 3.93E-18 LOC642597 -4.113945616 1.72E-36
RHBDLI 2.385224551 1.19E-42 NT5CI4 -4.116177197  0.004508575
FAM5C 2.382761896 3.32E-08 SLCI1943 -4.128985326 1.42E-52
MFAP2 2.382633937 1.26E-76 ADH4 -4.130356526 1.78E-51
F7 2381775625 1.37E-27 NOSI -4.139503939 5.83E-21
GPRI41 2.381096866 1.40E-44 GOS2 -4.143493765 4.12E-74
TASIR3 2.380806052 1.83E-21 RBP4 -4.143609266 2.82E-50
KLK9 2376734132 0.016095708 KLB -4.17217086 1.21E-81
HIST2H44 2.376539743 1.98E-57 GLP2R -4.213428486 3.32E-38
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
ANXA9 2.376302105 8.12E-47 LPL -4.256059918 9.03E-82
CCDCI51 2.374305141 1.17E-30 SGCA -4.267478348 1.41E-24
UCPI 2.374255759  0.000844305 ANKRD? -4.275120229  0.000414252
HOTAIR 2373692715 1.14E-18 LIPE -4.293659926 1.99E-82
ASCL4 2.373157178 1.87E-09 ADHIB -4.294407624 9.14E-48
CXorf41 2.369216488 2.74E-05 TMEM132C -4.302217328 1.97E-65
DEGS?2 2.367950181 1.53E-34 LOCI100133920 -4.305282076 1.49E-24
ZMYNDI0 2367277858 1.07E-32 ADHIA -4.311750893 1.51E-47
CORIN 2.365393475 2.01E-31 SMTNLI -4.313723078 1.41E-05
RNASE10 2.365010822 4.33E-22 NPY2R -4.319822074 1.10E-31
INHA 2.364804723 1.05E-05 HSPB6 -4.339619505 8.57E-92
FLJ32063 2.363962182 0.00596126 RDH5 -4.341101663 1.16E-90
CSMD2 2.363666088 1.55E-48 DEFB132 -4.366508359 5.06E-52
C7orf57 2.360041504  0.000785536 XIRPI -4.380040802 2.34E-37
SYT9 2.359351838 5.08E-21 ACVRIC -4.388998503 8.28E-72
TMPRSS6 2.358774049 5.38E-19 SLC2A44 -4.396092287 4.01E-86
CIQTNF6 2.35764224 1.41E-95 OXTR -4.411223548 2.46E-104
SSTR2 2.357487805 5.36E-34 GPRI144 -4.429627343 2.38E-29
ORCIL 2.353540343 2.84E-53 HBAI -4.431447114 3.73E-34
UNC54 2.352994517 8.14E-29 LHCGR -4.448315254 8.61E-40
CCLI5 2.352958899  0.042466377 PCOLCE?2 -4.467629322 2.80E-66
TMEM92 2.352801111 2.09E-30 ADRAIA -4.470633557 4.88E-83
NPBWRI 2.352201666  0.016193488 MYOG -4.485578462 1.78E-06
ADAMTS19 2.348040035 4.34E-17 AADACL3 -4.489362223 3.72E-26
KPNA7 2.347246405 4.29E-18 ADIPOQ -4.492442892 4.38E-48
Coorfi27 2.346556008 7.47E-17 CKMT? -4.498007858 2.55E-58
CD80 2.343693815 1.82E-47 APOB -4.512871186 1.79E-57
TCL6 2.343425565 1.96E-07 HEPNI -4.520411246 8.11E-57
CDSN 2.340762437 3.84E-16 HBA?2 -4.525885827 1.38E-69
UPF0639 2.338814625 3.38E-17 TNMD -4.527251834 2.58E-85
MTIH 2.33768033 5.16E-10 CIDEA -4.554387159 1.63E-46
HMGB3 2.337332937 1.65E-89 Coorfl42 -4.560391631 2.09E-09
OASL 2.336610846 1.02E-40 LOC283392 -4.566093888 8.73E-48
ILDR2 2.329986135 8.75E-33 HBB -4.576136813 1.36E-67
PPY2 2.329358239  0.009301377 CD300LG -4.577646726 1.22E-80
PPMIE 2.32825055 1.17E-32 BTNIAl -4.581426983 5.72E-22
COLIAI 2327291672 5.65E-37 TRIM63 -4.619048679  0.005640945
GNG3 2.326995152 1.68E-17 LYVEI -4.626781801 3.06E-112
SLC2341 2.326025156 4.07E-35 AQP7P3 -4.62829432 1.16E-47
LINGO! 2.325217239 1.04E-37 TUSCS -4.635369851 5.04E-53
OLRI 2.324450637 1.01E-47 FABP4 -4.642241713 2.48E-68
DLX5 2.323791145 1.80E-30 DUSP26 -4.648096052 1.32E-07
RUFY4 2.322314321 1.25E-15 MYOM?2 -4.654069634 4.31E-45
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
MMP3 2.321548141 1.62E-25 PENK -4.657118215 1.86E-40
coxeC 2.319587638 2.97E-64 PGA3 -4.662985752 1.04E-60
HISTIHA41 2.3182938 1.34E-18 GYS2 -4.682872256 6.01E-58
E2F1 2.316060413 7.41E-68 PGA4 -4.685746203 1.26E-18
METRN 2.314177315 2.14E-48 PCKI -4.692779053 4.65E-51
TMEMI171 2.309095221 2.55E-19 HBGI -4.693792602 8.21E-27
WDR72 2.307032066 3.49E-12 LOC55908 -4.706165388 1.76E-57
KRT2 2.304489851 4.07E-10 CIDEC -4.714044994 1.08E-56
OR5643 2.301280104  0.011071903 ALDHILI -4.714890387 4.49E-70
oT1X1 2.300193712 1.47E-24 AQP7PI -4.721449695 1.47E-61
ADAMS 2.299579555 1.99E-57 HEPACAM -4.721602054 1.74E-59
PLA2G3 2.299431331 3.54E-12 FRMDI -4.723435898 1.95E-75
TTCY9B 2.299302787 1.49E-12 AQP7 -4.736045515 7.35E-70
ARHGAPIIA 2.297667821 7.00E-76 SCARAS -4.7562261 5.21E-76
KIR2DL4 2.295031214 3.04E-16 C120rf39 -4.769872248 7.47E-46
RAD51API 2.293909834 1.61E-76 FIGF -4.773924317 3.58E-122
MLFI1IP 2.293406594 5.48E-82 FHLI -4.774043761 3.14E-114
KRTS1 2.292091421  0.010846479 GPDI -4.789903199 4.09E-70
OR7E91P 2.290042934 1.25E-24 PLINI -4.792802716 3.81E-71
SLCIAI 2.288390231 4.37E-29 SLC7A410 -4.794849223 2.82E-61
NEURL 2.2877486 5.19E-44 MRAP -4.828156408 1.53E-45
C3orf67 2.287353743 2.35E-60 AQPEP -4.83065331 5.82E-83
MDGA2 2.286790328 2.23E-05 ANGPTL7 -4.840220967 2.32E-72
SOLE 2.286394713 2.98E-69 AMPDI -4.84192218 4.94E-20
B4GALNT2 2.286305685 8.23E-15 ITLNI -4.876424638 2.31E-15
Clorfl35 2.285586048 5.03E-76 EPB42 -4.9224386 1.99E-58
CWH43 2.284217311 4.91E-10 HSPB7 -4.928958016 4.20E-100
UBE2S 2.282425629 4.25E-73 Cl4orfl80 -4.93217608 2.91E-56
ILI7C 2.278453099 1.07E-06 MYOM1 -4.934997327 4.12E-101
GRID?2 2.278047561  0.017912896 CSF3 -4.937105185 8.92E-48
CACNG4 2.275438864 1.66E-24 CPAl -4.941087179 6.92E-90
C120rf70 2.273907786 5.34E-24 KCNIP2 -4.986793282 2.45E-95
IGFBPLI 2.273786456 2.68E-18 HSDI7B13 -5.026510374 1.85E-98
R3HDML 2.272912414 1.86E-08 CA4 -5.033672321 4.94E-64
SPRRIA 2.27153928 0.016976806 SLC22412 -5.039704434 9.20E-45
IL411 2.270536493 3.03E-41 PLIN4 -5.053570314 9.61E-85
COL241 2.269389177 3.52E-07 CSNIS1 -5.106534907 2.00E-42
GDAPILI 2.268479833  0.000240247 YIPF7 -5.127637655  0.003932745
GRIN2D 2.264698769 5.90E-53 ASBI15 -5.156491061  0.004602772
ANKRD?2?2 2.263444649 1.40E-39 SMYDI -5.159996553 2.10E-49
CDC254 2.262660917 4.24E-52 HBG2 -5.164362686 2.22E-23
SLURPI 2.262503567 6.87E-10 LOC729467 -5.192334469 1.34E-48
C130rf30 2.260913969 2.51E-08 GLYAT -5.218207265 4.49E-68
BLM 2.260534648 2.02E-57 MYHI3 -5.311527109  0.011996211
SRMS 2.257982356 8.89E-29 ACTN3 -5.327093925 2.58E-07
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et Change  aqustado ezt Change _ ajustado
PSORSIC2 2.256747968 2.88E-05 KCNA7 -5.349017243  0.020750793
TFF3 2.256627397 8.54E-18 MYLK?2 -5.373058648 1.19E-23
TNFRSF18 2.254195803 1.10E-35 MYOZ2 -5.683024703 1.29E-25
ZBED?2 2.254098538 4.75E-22 LEP -5.733561235 1.07E-77
AGR3 2.253239402 2.34E-16 MYOZI -5.753937488 1.15E-09
LRRC46 2.252392068 3.14E-43 LDB3 -5.755564502 4.05E-26
CALY 2.251953348 2.05E-05 HHATL -5.821258612 2.26E-50
USHIC 2.251831822 1.38E-06 MYHI -5.824179581 1.29E-66
SULF1 2.251422741 3.00E-76 CA3 -5.833303522 3.55E-66
Coorfl91 2.250166262 6.62E-09 ACTN2 -5.989493137 5.81E-19
HCRTR2 2.249587775  0.006739873 TRDN -6.142995449 2.89E-45
SDS 2.247753725 6.29E-34 MYOoC -6.190549867 6.02E-73
LGSN 2.247353764  0.000145371 UNC45B -6.209695141  0.000106418
FRG2 2.244380249  0.038225096 C8orf22 -6.213154147 3.15E-07
PRMTS 2.244017321  0.000118116 DES -6.237534836 1.25E-60
MT3 2.243406232 2.65E-05 TTN -6.241673881 3.36E-08
KISS1 2.24336673 9.85E-18 TNNI2 -6.257881442 5.23E-14
AGR2 2.242997533 6.89E-19 TNNT3 -6.381939632 9.06E-43
ASPN 2.238662464 1.73E-31 SLC3642 -6.395601946 4.77E-29
SAMD14 2.237504452 1.29E-50 VGLL2 -6.54609159 4.87E-10
Cl5orf42 2.237079915 9.97E-51 SLN -6.757731304 1.34E-07
BRIPI 2.230917394 1.28E-54 TMOD4 -6.857799317 0.0212122
ABHDI2B 2.23070804 9.31E-15 APOBEC2 -6.873228098 1.17E-05
MARCHI0 2.229438011 1.50E-18 CAV3 -7.007176533 5.26E-31
REG4 2.227002373 3.20E-07 ASBS5 -7.026627545 1.23E-08
Cl5orf48 2.225967287 1.39E-24 MYL3 -7.070038914 3.71E-13
Co6orf176 2225495916  0.028686961 DYSFIP1 -7.179441054 2.65E-05
TNFSF4 2.224823665 2.73E-60 COX642 -7.327171827  0.000996956
NOTUM 2.223635473 1.12E-16 GADLI -7.346850863 3.03E-18
DMRTC2 2.221313836 2.38E-06 PYGM -7.413842634 2.14E-88
SCEL 2.208148521 7.93E-06 MYF6 -7.475624908 2.64E-08
FBN3 2.207896425 3.70E-06 MYH6 -7.677918221 5.24E-06
KPNA2 2.207289371 6.03E-87 ITGBIBP3 -7.798080056 5.43E-11
HISTIHIC 2.206519804 1.06E-35 ABRA -7.861045073 1.08E-13
MAD2L1 2.202535447 5.42E-81 ATP241 -7.867351008 7.13E-06
VWAS5B2 2.199524899 8.39E-20 FBX040 -8.051486053 4.47E-29
SERPINAY 2.199498151 4.10E-25 MYOT -8.052218436 6.02E-15
DLX2 2.197857126 4.05E-11 TNNC2 -8.186275781 1.16E-26
CIB4 2.19717057 0.000611208 Cl0orf71 -8.476441517  0.002620357
EZH? 2.194397544 3.53E-76 CSN2 -8.494315071 3.39E-39
GPR6 2.193477999  0.015628218 LMOD?2 -8.538769594 0.0277844
RAMPI1 2.192003994 1.52E-36 KBTBDS -8.633628926  0.000125973
LYPD4 2.190615028 8.05E-07 RPL3L -8.653542701  0.000548892
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Gme bR gl G el e
PRB3 2.190374615 1.71E-09 MYL2 -8.71428763 0.000126261
SHISA9 2.188010939 8.77E-24 NRAP -9.085825969  0.005376597
IRS4 2.187695212 4.76E-11 MYH?2 -11.66940013 2.29E-10

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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APENDICE B - anilise de enriquecimento do GO de genes diferencialmente expressos

Tabela S2 — Analise de enriquecimento do GO (processos bioldgicos, fungdes moleculares e
componentes celulares) de genes diferencialmente expressos.

Termos do GO: processos biologicos Genes: n (%)  p valor ajustado
GO0:0003012 - processo de sistema muscular 113 (7,28%) 0,000
G0:0006936 - contragdo muscular 100 (6,44%) 0,000
G0:0042391 - regulagio do potencial de membrana 87 (5,61%) 0,000
G0:0000280 - divisdo nuclear 83 (5,35%) 0,000
G0:0048285 - fiss@o de organelas 83 (5,35%) 0,000
G0:0072507 - homeostase de cations inorganicos divalentes 83 (5,35%) 0,000
G0:0072503 - homeostase de cations inorganicos divalentes celulares 81 (5,22%) 0,000
G0:0055074 - homeostase do ion calcio 76 (4,90%) 0,000
GO:0006874 - homeostase celular do ion célcio 74 (4,77%) 0,000
G0:0030001 - transporte de ions metalicos 74 (4,77%) 0,000

Termos do GO: funcdes moleculares Genes: n (%) p valor ajustado
G0:0030546 - sinalizagdo de atividade ativadora do receptor 85 (5,54%) 0,000
G0:0048018 - atividade do ligante do receptor 84 (5,48%) 0,000
G0:0022803 - atividade transportadora transmembrana passiva 80 (5,22%) 0,000
GO0:0015267 - atividade do canal 79 (5,15%) 0,000
GO0:0005216 - ion atividade do canal 74 (4,83%) 0,000
ggﬁ?;iﬂ’j - atividade do transportador transmembrana de ions 71 (4,63%) 0,000
G0:0022836 - atividade de canal fechado 68 (4,44%) 0,000
G0:0003779 - ligagdo de actina 65 (4,24%) 0,000
GO0:0001216 - Atividade ativadora de transcrig@o de ligagdo a DNA 62 (4,04%) 0,001
G0:0005261 - atividade do canal idnico 61 (3,98%) 0,000

Termos do GO: componentes celulares Genes: n (%) p valor ajustado
G0:0062023 - matriz extracelular contendo colageno 86 (5,29%) 0,000
G0:0043292 - fibra contratil 69 (4,24%) 0,000
G0:0030016 - miofibrila 68 (4,18%) 0,000
G0:0030017 - sarcomero 64 (3,93%) 0,000
GO:0098793 - pré-sinapse 64 (3,93%) 0,002
G0:1902495 - complexo transportador transmembrana 61 (3,75%) 0,000
GO:1990351 - complexo transportador 61 (3,75%) 0,000
G0:0043025 - corpo celular neuronal 61 (3,75%) 0,004
G0:0097060 - membrana sinéptica 58 (3,56%) 0,000
G0:0034702 - complexo de canal idnico 57 (3,50%) 0,000

Abreviagdes: n = nimero.
Fonte: elaborada pela autora (2021).



APENDICE C - quantidade de genes enriquecidos nos 49 médulos da analise de

coexpressao génica utilizando todos os transcritos disponiveis
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Quadro S1 — Quantidade de genes enriquecidos nos 49 modulos da anélise de coexpressao

génica .
Moédulo Quantidade de genes Médulo Quantidade de genes
Bisque4 27 Magenta 555
Black 567 Mediumpurple3 41
Blue 1.432 Midnightblue 354
Brown 928 Orange 128
Brown4 27 Orangered4 43
Cyan 356 Paleturquoise 83
Darkgreen 160 Pink 559
Darkgrey 137 Pluml 44
Darkmagenta 58 Plum?2 22
Darkolivegreen 63 Purple 544
Darkorange 127 Red 720
Darkorange?2 32 Royalblue 197
Darkred 167 Saddlebrown 101
Dartkslateblue 24 Salmon 362
Darkturquoise 146 Sienna3 120
Floralwhite 34 Skyblue 101
Greenyellow 458 Skyblue3 45
Grey60 271 Steelblue 84
Ivory 35 Tan 407
Lightcyan 347 Turquoise 3.081
Lightcyanl 36 Violet 73
Lightgreen 260 White 126
Lightsteelbluel 39 Yellow 888
Lightyellow 223 Yellowgreen 46

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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APENDICE D - anilise de enriquecimento do KEGG das redes de coexpressio génica

(usando todos os transcritos)

Tabela S3 - Analise de enriquecimento do KEGG das redes de coexpressdo génica (usando

todos os transcritos.

Médulo Termo KEGG Genes: n (%) ;;1:;2:;0;0
Bisqued4 hsa04512: Interagdo ECM-receptor 2 (2%) 0,044
hsa05222: Cancer de pulmao de células pequenas 2 (2%) 0,044
Brown hsa04110: Ciclo celular 42 (9,81%) 0,000
hsa05014: Esclerose lateral amiotrofica 33 (7,71%) 0,025
Ei?g:;:f Infecgdo pelo virus da leucemia de células T 25 (5.84%) 0,005
hsa04218: Senescéncia celular 22 (5,14%) 0,000
hsa03013: Transporte de RNA 22 (5,14%) 0,006
hsa04114: Meiose do odcito 22 (5,14%) 0,000
hsa03040: Spliceossomo 21 (4,91%) 0,001
21313(()::) i :Slr;l;’trizgessamento de proteinas no reticulo 21 (4.91%) 0.006
hsa03030: Replicacdo do DNA 19 (4,44%) 0,000
hsa04914: Maturagdo do o6cito mediado por progesterona 18 (4,21%) 0,000
Cyan hsa05226: Cancer gastrico 10 (7,25%) 0,000
Darkgreen hsa05150: Infecgdo por Staphylococcus aureus 17 (19,32%) 0,000
hsa05152: Tuberculose 17 (19,32%) 0,005
hsa04145: Fagossomo 15 (17,05%) 0,000
323(326&11 :SFormaQ'Zto de armadilha extracelular de 14 (15.91%) 0,000
hsa05140: Leishmaniose 13 (14,77%) 0,000
hsa04380: Diferenciacdo de osteoclastos 12 (13,64%) 0,001
hsa05322: Lupus eritematoso sistémico 12 (13,64%) 0,000
hsa04514: Moléculas de adesdo celular 12 (13,64%) 0,002
hsa04612: Processamento e apresentacao de antigenos 11 (12,50%) 0,000
hsa04640: Linhagem celular hematopoética 11 (12,50%) 0,000
Darkgrey hsa04144: Endocitose 7 (14,58%) 0,031
hsa03013: Transporte de RNA 6 (12,50%) 0,031
Darkmagenta hsa05150: Infecgdo por Staphylococcus aureus 6 (18,18%) 0,000
hsa04380: Diferenciacdo de osteoclastos 6 (18,18%) 0,000
hsa05152: Tuberculose 5 (15,15%) 0,015
hsa04145: Fagossomo 4 (12,12%) 0,035
hsa05330: Rejeicao ao aloenxerto 3 (9,09%) 0,013
?5204672. Rede imunolégica intestinal para produgao de 3(9,09%) 0.016
hsa05320: Doenca autoimune da tireoide 3 (9,09%) 0,018
hsa05140: Leishmaniose 3 (9,09%) 0,036
hsa04612: Processamento e apresentagdo de antigenos 3 (9,09%) 0,036
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direito

Médulo Termo KEGG Genes: n (%) ;J?HV;:’;O
hsa04662: Via de sinalizagido do receptor de células B 3 (9,09%) 0,037
Darkolivegreen  hsa05168: Infecgdo pelo virus Herpes simples 1 4 (33,33%) 0,006
hsa04742: Transdugdo do sabor 3 (25%) 0,000
Darkorange hsa04974: Digestdo e absor¢do de proteinas 6 (14,63%) 0,001
Darkorange?2 hsa05205: Proteoglicanos no cancer 5 (41,67%) 0,000
hsa04062: Via de sinalizagdo das quimiocinas 4 (33,33%) 0,002
hsa04510: Adesao focal 4 (33,33%) 0,002
hsa04810: Regulacdo do citoesqueleto de actina 4 (33,33%) 0,002
hsa05163: Infecgdo pelo citomegalovirus humano 4 (33,33%) 0,002
hsa05220: Leucemia mieloide cronica 3 (25%) 0,002
hsa04012: Via de sinalizagdo ErbB 3 (25%) 0,002
hsa04670: Migragdo transendotelial de leucocitos 3 (25%) 0,004
hsa04071: Via de sinalizagdo de esfingolipidios 3 (25%) 0,004
hsa04722: Via de sinalizag@o de neurotrofina 3 (25%) 0,004
Darlred 2151:211(():113 i :Slrilgtrizgessamento de proteinas no reticulo 7 (13.46%) 0.011
Darkturquoise  hsa05168: Infeccio pelo virus Herpes simples 1 12 (21,82%) 0,008
hsa04110: Ciclo celular 6 (10,91%) 0,008
Green hsa03013: Transporte de RNA 20 (6,41%) 0,008
hsa03050: Proteassomo 8 (2,56%) 0,045
Greenyellow hsa05022: Vias de neurodegeneragdo - doengas multiplas 63 (33,51%) 0,000
hsa05012: Doenga de Parkinson 58 (30,85%) 0,000
hsa05014: Esclerose lateral amiotrofica 58 (30,85%) 0,000
hsa05016: Doenga de Huntington 57 (30,32%) 0,000
hsa05020: Doenga de Prion 54 (28,72%) 0,000
hsa05010: Doenga de Alzheimer 52 (27,66%) 0,000
hsa04714: Termogénese 50 (26,60%) 0,000
hsa00190: Fosforilagdo oxidativa 47 (25%) 0,000
hsa04932: Doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica 39 (20,74%) 0,000
hsa04723: Sinaliza¢do endocanabinoide retrograda 24 (12,77%) 0,000
Grey60 hsa05160: Hepatite C 12 (13,19%) 0,000
hsa05164: Influenza A 12 (13,19%) 0,000
hsa05162: Sarampo 11 (12,09%) 0,002
hsa05171: Doenga pelo Coronavirus - COVID-19 10 (10,99%) 0,000
hsa05169: Infecgdo pelo virus Epstein-Barr 9 (9,89%) 0,014
Ililsg(]);l&l. Via de sinaliza¢do do receptor semelhante a 8 (8.79%) 0,027
Lightcyan hsa04120: Proteolise mediada por ubiquitina 12 (10,91%) 0,000
Magenta hsa05168: Infecgdo pelo virus Herpes simples 1 57 (29,84%) 0,000
Orange gsrallf(:)é)lg(c)tl 0: Biossintese de glicosfingolipidios - séries lacto 4(9,30%) 0,001
Salmon hsa04512: Interagdo ECM-receptor 9 (6,98%) 0,002
Sienna3 hsa05412: Cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo 420%) 0,000
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Médulo Termo KEGG Genes: n (%) ;J?uvsiil"(;'o
hsa04020: Via de sinaliza¢do do calcio 4 20%) 0,017
hsa04972: Secrecao pancreatica 3 (15%) 0,014
hsa04260: Contragdo do musculo cardiaco 10 (50%) 0,000
hsa04261: Sinaliza¢do adrenérgica em cardiomidcitos 9 (45%) 0,000
hsa05410: Cardiomiopatia hipertréfica 8 (40%) 0,000
hsa05414: Cardiomiopatia dilatada 8 (40%) 0,000
hsa04022: Via de sinalizagdo cGMP-PKG 6 (30%) 0,000
hsa04919: Via de sinalizag@o do hormdnio tireoidiano 5 (25%) 0,000
hsa04024: Via de sinalizagdo cAMP 5 (25%) 0,001
White hsa05168: Infecgado pelo virus Herpes simples 1 10 (27,03%) 0,005

Abreviagdes: n = nimero; KEGG = Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto.
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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APENDICE E - anilise de enriquecimento do GO com genes nos médulos gerados pela

analise de coexpressao I

Tabela S4 — Anélise de enriquecimento do GO (processos bioldgicos) com genes nos mddulos

gerados pela andlise de coexpressao .

Moédulo Termos do GO: processos biologicos Genes: n (%) b valor
ajustado
Black G0:0001667 - migragdo de células do tipo ameboide 138 (5,61%) 0,000
G0:0003012 - processo de sistema muscular 135 (5,49%) 0,000
GO0:1901342 - regulagdo do desenvolvimento da 128 (5,21%) 0.000
vasculatura
GO:0019932 - sinaliza¢do mediada por segundo 128 (5,21%) 0.000
mensageiro
GQ:OO72503 - homeostase de cations inorganicos 124 (5,04%) 0,000
divalentes celulares
G0:0055074 - homeostase do ion célcio 123 (5%) 0,000
G0:0006874 - homeostase celular do ion calcio 120 (4,88%) 0,000
32;0034765 - regulagdo do transporte transmembrana de 119 (4.84%) 0,000
G0:0006631 - processo metabolico de acidos graxos 117 (4,76%) 0,000
G0:0034329 - conjunto de jungdo celular 115 (4,68%) 0,000
Brown GO0:0048285 - fissao de organelas 108 (14,04%) 0,000
GO:0000280 - divisdo nuclear 105 (13,65%) 0,000
G0:0007059 - segregagdo cromossdmica 96 (12,48%) 0,000
GO:0140014 - divisdo nuclear mitotica 83 (10,79%) 0,000
GO:1901987 - regulacao da transi¢do de fase do ciclo 81 (10,53%) 0,000
celular
GO:1901'99,0. - regulacdo da transi¢ao de fase do ciclo 77 (10,01%) 0,000
celular mitotico
GO0:0006260 - Replicacdo do DNA 76 (9,88%) 0,000
GO0:0098813 - segregagdo cromossdémica nuclear 75 (9,75%) 0,000
GO:0071103 - mudanga de conformagdo de DNA 67 (8,71%) 0,000
G0:0045787 - regulagdo positiva do ciclo celular 65 (8,45%) 0,000
Cyan GO:0008544 - desenvolvimento da epiderme 29 (10%) 0,000
GO:0043588 - desenvolvimento da pele 25 (8,62%) 0,000
G0:0034329 - conjunto de jungdo celular 24 (8,28%) 0,000
G(?:0.050804 - modulacdo da transmissdo sinaptica 24 (8,28%) 0.000
quimica
GO:0099177 - regulagdo da sinalizagd@o trans-sinaptica 24 (8,28%) 0,000
i((})ICI)S:OO34765 - regulagdo do transporte transmembrana de 24 (3.28%) 0,000
GO:0050769 - regulacdo positiva da neurogénese 21 (7,24%) 0,002
G0:0048732 - desenvolvimento da glandula 21 (7,24%) 0,000
GO0:0050673 - proliferagdo de células epiteliais 20 (6,90%) 0,002
G0:0042391 - regulacdo do potencial de membrana 19 (6,55%) 0,005
Darkgreen GO:0042110 - Ativacdo das células T 35 (24,82%) 0,000
G0:0043312 - degranulagdo de neutrdfilos 34 (24,11%) 0,000
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Moédulo Termos do GO: processos biologicos Genes: n (%) p valor
ajustado
GO:OOO2.283 - ativag@o de neutrofilos envolvida na 34 (24,11%) 0.000
resposta imune
GO0:0007159 - adesdo célula-célula de leucocitos 32 (22,70%) 0,000
GO:0002697 - regulacdo do processo imunoldgico efetor 31 (21,99%) 0,000
G0:0050867 - regulacdo positiva da ativacdo celular 30 (21,28%) 0,000
G0:0022407 - regulacdo da adesdo célula-célula 30 (21,28%) 0,000
GO:0046651 - proliferagdo de linfocitos 29 (20,57%) 0,000
G0:0032943 - proliferagdo de células mononucleares 29 (20,57%) 0,000
GO0:0070661 - proliferagdo de leucocitos 29 (20,57%) 0,000
Darkolivegreen GO:OOOISEEO - detecgao de estimulos quimicos envolvidos 3 (12,50%) 0,002
na percepgdo sensorial do sabor amargo
GO:0050913 - percepgao sensorial do sabor amargo 3 (12,50%) 0,002
GO:00509 £2 - detec.(;ao de estimulo quimico envolvido 3 (12,50%) 0.002
na percepgdo sensorial do paladar
GO0:0050909 - percepcao sensorial do sabor 3 (12,50%) 0,006
Greenyellow G0:0015980 - Ade.rlvac;aO de energia por oxidacdo de 48 (14,24%) 0,000
compostos organicos
G0:0045333 - respiragdo celular 46 (13,65%) 0,000
G0:0046034 - processo metabolico do ATP 46 (13,65%) 0,000
GO:0006119 - fosforilagdo oxidativa 42 (12,46%) 0,000
G0:0022900 - cadeia de transporte de elétrons 42 (12,46%) 0,000
G0:0022904 - cadeia de transporte de elétrons, respiracdo 41 (12,17%) 0,000
GO0:0042775 - transporte de elétrons acoplado da sintese o
de ATP mitocondrial 40 (11,87%) 0,000
G0:0042773 - transporte de elétrons acoplado da sintese 40 (11,87%) 0,000
de ATP
GO:QO3’3!08 - montag.em do complexo da cadeia 30 (8,90%) 0,000
respiratoria mitocondrial
GO:0006120 - transporte mitocondrial de elétrons, 0
NADH para ubiquinona 26 (7,72%) 0,000
Turquoise GO:0001667 - migragao de células do tipo ameboide 138 (5,61%) 0,000
G0:0003012 - processo de sistema muscular 135 (5,49%) 0,000
GO0:1901342 - regulacao do desenvolvimento da 128 (5.21%) 0,000
vasculatura
GO:0019932 - sinaliza¢do mediada por segundo 128 (5.21%) 0,000
mensageiro
GQ:OO72503 - homeostase de cations inorgéanicos 124 (5.04%) 0,000
divalentes celulares
GO:0055074 - homeostase do ion calcio 123 (5%) 0,000
G0:0006874 - homeostase celular do ion calcio 120 (4,88%) 0,000
825:0034765 - regulacdo do transporte transmembrana de 119 (4,84%) 0.000
GO:0006631 - processo metabolico de acidos graxos 117 94,76%) 0,000
G0:0034329 - conjunto de jungdo celular 115 (4,68%) 0,000

Abreviagdes: n = numero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Tabela S5 — Analise de enriquecimento do GO (fungdes moleculares) de genes nos modulos
gerados pela andlise de coexpressao I.

Moédulo Termos do GO: funcdes moleculares Genes: n (%) al‘;l:;i:‘o;o
Black GO0:0042110 - ativacdo das células T 100 (20,92%) 0,000
G0:0030098 - diferenciagdo de linfocitos 75 (15,69%) 0,000
G0:0050863 - regulagdo da ativagdo de células T 74 (15,48%) 0,000
GO:0007159 - adesdo célula-célula de leucocitos 74 (15,48%) 0,000
GO0:0022407 - regulacdo da adesdo célula-célula 72 (15,06%) 0,000
1Cr}nOur(l)(())l(()j;?08(2)’) - regulacdo negativa do processo do sistema 72 (15,06%) 0,000
1(;1(1)0.0}23(3);)37 —regulacdo da adesao célula-célula de 67 (14,02%) 0,000
G0:0002696 - regulagdo positiva da ativagdo de leucécitos 67 (14,02%) 0,000
GO:0050867 - regulacado positiva da ativagdo celular 67 (14,02%) 0,000
GO0:0070661 - proliferagdo de leucocitos 64 (13,39%) 0,000
Brown GO:0016887 - Atividade de hidrolise de ATP 53 (6,86%) 0,000
GO0:0140097 - atividade catalitica, acdo no DNA 49 (6,34%) 0,000
GO0:0015631 - ligagdo da tubalina 48 (6,21%) 0,000
GO0:0008017 - ligagdo de microtubulo 38 (4,92%) 0,000
8132)008094 - atividade dependente de ATP, atuando no 31 (4.01%) 0,000
GO:0004386 - atividade da helicase 29 (3,75%) 0,000
G0:0003678 - atividade da DNA helicase 25 (3,23%) 0,000
G0:0000287 - ligagdo do ion magnésio 25 (3,23%) 0,000
G0:0042393 - ligagdo de histonas 24 (3,10%) 0,000
G0:0003697 - ligagdo de DNA de fita simples 22 (2,85%) 0,000
Cyan GO:0015267 - atividade do canal 22 (7,46%) 0,001
1?32;?\?52803 - atividade transportadora transmembrana 22 (7,46%) 0.001
2?532)10546 sinalizagdo de atividade ativadora do 21 (7,12%) 0.004
GO:0005216 - atividade do canal i6nico 21 (7,12%) 0,001
GO:0048018 - atividade do ligante do receptor 21 (7,12%) 0,004
GO0:0022836 - atividade de canal fechado 19 (6,44%) 0,001
G0:0005261 - atividade do canal catiénico 17 (5,76%) 0,003
G0:0005267 - atividade do canal de potassio 9 (3,05%) 0,008
GO0:0019215 - ligagdo de filamento intermediario 4 (1,36%) 0,005
Darkmagenta  G0O:0140375 - atividade do receptor imunologico 5 (10%) 0,002
GO:0004875 - atividade do receptor do complemento 3 (6%) 0,001
GO:0019865 - ligagdo de imunoglobulinas 3 (6%) 0,002
Darkolivegreen G0:0033038 - atividade do receptor do sabor amargo 3 (12%) 0,000
GO:0008527 - atividade do receptor de sabor 3 (12%) 0,000
GO0:0017081 - atividade do regulador do canal de cloreto 2 (8%) 0,006
Darkorange GO:0004674 - proteina serina / treonina quinase 5(18,52%) 0,007
GO0:0017048 - ligagdo da Rho GTPase 4 (14,81%) 0,006
G0:0034452 - ligagdo da dinactina 2 (7,41%) 0,006



149

Moédulo Termos do GO: func¢ées moleculares Genes: n (%) p VELL?
ajustado
GQ:OO§ 1010 - ligacdo da extremidade positiva dos 2 (7,41%) 0,007
microtubulos
GO0:0017049 - ligagao de GTP-Rho 2 (7,41%) 0,007
G0:0050321 - atividade da proteina quinase tau 2 (7,41%) 0,007
Darkturquoise  GO:0016887 -atividade de hidrdlise de ATP 17 (13,18%) 0,000
GO:0004386 -atividade da helicase 10 (7,75%) 0,000
GO0:0043021 -ligagao do complexo de ribonucleoproteina 7 (5,43%) 0,004
GO:0008094 - atividade dependente de ATP, atuando no 6 (4,65%) 0,008
DNA
GO:0016651 - atividade oxidorredutase, atuando em 0
Greenyellow NAD(P)H 23 (6,69%) 0,000
G0:0003954 - atividade da NADH desidrogenase 22 (6,40%) 0,000
GO.:OO.()8137 - atividade da NADH desidrogenase 22 (6,40%) 0,000
(ubiquinona)
GO:0050136 - atividade da NADH desidrogenase (quinona) 22 (6,40%) 0,000
GO:0016655 - atividade da oxidorredutase, agindo sobre
NAD (P) H, quinona ou composto semelhante como 22 (6,40%) 0,000
aceptor
G0:0009055 - atividade de transferéncia de elétrons 18 (5,23%) 0,000
G0:0003735 - constituinte estrutural do ribossomo 17 (4,94%) 0,000
GO:0915078 - atividade do transportador transmembrana 14 (4.07%) 0,000
de protons
G0:0004129 - citocromo-c oxidase 9 (2,62%) 0,000
G0:0015002 - atividade da oxidase terminal de cobre-heme 9 (2,62%) 0,000
Lightcyan ‘GO:'OOI.9'787 - atividade da proteina transferase semelhante 22 (7.53%) 0.002
a ubiquitina
GO:0004842 - ubiquitina-proteina transferase 20 (6,85%) 0,005
Turquoise G0:0003779 - ligagdo de actina 108 (4,30%) 0,000
GO0:0015267 - atividade do canal 97 (3,86%) 0,001
GO:QOZZSO3 - atividade transportadora transmembrana 97 (3.86%) 0,001
passiva
G0:0030546 - sinalizagdo de atividade ativadora do 95 (3,78%) 0,005
receptor
GO:0048018 - atividade do ligante do receptor 93 (3,71%) 0,007
GO:0005216 - atividade do canal i6nico 89 (3,55%) 0,001
G0:0033218 - ligacao de amida 87 (3,47%) 0,000
GQ:OO4687§ - atividade do transportador transmembrana 83 (3,31%) 0.008
de ions metalicos
G0:0042578 - atividade da hidrolase do éster fosforico 75 (2,99%) 0,004
G0:0042277 - ligagdo de peptideo 72 (2,87%) 0,000

Abreviagdes: n = numero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Tabela S6 — Analise de enriquecimento do GO (componentes celulares) de genes nos modulos
gerados pela andlise de coexpressao 1.

Médulo Termos do GO: funcdes moleculares Genes: n (%) p valor ajustado
Black G0:0009897 - lado externo da membrana plasmatica 72 (14,52%) 0,000
G0:0098857 - microdominio de membrana 29 (5,85%) 0,000
dG;)r;?e(:zgfé)nZa—p (l:;)smé);tei)éz do receptor de sinalizagdo 29 (5.85%) 0,000
GO0:0045121 - balsa lipidica de membrana 29 (5,85%) 0,000
G0:0098589 - regido da membrana 29 (5,85%) 0,000
G0:0030667 - membrana granular secretora 22 (4,44%) 0,000
G0:0005769 - endossomo inicial 21 (4,23%) 0,008
G0:0030139 - vesiculas endociticas 19 (3,83%) 0,005
G0:0030666 - membrana da vesicula endocitica 16 (3,23%) 0,000
G0:0098562 - lado citoplasmatico da membrana 15 (3,02%) 0,001
Brown G0:0098687 - regido cromossOmica 93 (11,77%) 0,000
GO:0005819 - fuso 75 (9,49%) 0,000
GO0:0000775 - cromossomo, regido centromérica 66 (8,35%) 0,000
G0:0000793 - condensagdo cromossomica 66 (8,35%) 0,000
GO0:0005874 - microtibulo 60 (7,59%) 0,000
CGO?lii(L(r)l(;gg? - regido centromérica do cromossomo 48 (6,08%) 0,000
G0:0000776 - cinetocoro 47 (5,95%) 0,000
225(2(3122(7127 - cinetocoro do cromossomo 41 (5,19%) 0.000
GO0:0005635 — envelope nuclear 41 (5,19%) 0,000
G0:0000922 — polo do fuso 38 (4,81%) 0,000
Cyan GO:0005911 - jungao célula-célula 21 (6,98%) 0,005
G0:0034702 - complexo de canal i6nico 15 (4,98%) 0,008
gaOns ln91(e)r2nét)9rzn-acomplexo transportador 15 (4.98%) 0.01
GO:1990351 - complexo transportador 15 (4,98%) 0,01
G0:0034703 - complexo canal catiénico 12 (3,99%) 0,01
G0:0030057 - desmossomo 5 (1,66%) 0,005
Darkgreen  GO:0030667 - membrana granular secretora 24 (16,33%) 0,000
G0:0070820 - granulo terciario 18 (12,24%) 0,000
G0:0030139 - vesiculas endociticas 18 (12,24%) 0,000
GO0:0009897 - lado externo da membrana plasmatica 16 (10,88%) 0,000
GO:0005774 - membrana vacuolar 15 (10,20%) 0,000
GO0:0005765 - membrana lisossomal 14 (9,52%) 0,000
G0:0098852 - membrana de vacuolo litico 14 (9,52%) 0,000
GO0:0070821 - membrana granulo terciario 13 (8,84%) 0,000
GO0:0042581 - granulo especifico 12 (8,16%) 0,000
G0:0045335 - vesicula fagocitica 11 (7,48%) 0,000
Darkturquoise GO:0018995 - componente celular hospedeiro 6 (4,69%) 0,001
GO0:0043657 - célula hospedeira 6 (4,69%) 0,001
G0:0043596 - bifurcacao da replicacdo nuclear 4 (3,13%) 0,01
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Moédulo Termos do GO: funcdes moleculares Genes: n (%) p valor ajustado
1(\}12;2213131:114 - Complexo de proteina acetiltransferase 3 (2,34%) 0,003
Green GO:1905368 - complexo da peptidase 13 (2,14%) 0,003
Greenyellow  GO:0005743 - membrana mitocondrial interna 83 (23,85%) 0,000
5180(22191?1:195 - complexo contendo proteina 58 (16.67%) 0,000
GO0:0070469 - respirassoma 38 (10,92%) 0,000
GO0:0005759 - matriz mitocondrial 38 (10,92%) 0,000
Slgoggzifg(l) i—ﬂ(;;)rrrrllglexo proteico da membrana 36 (10.34%) 0,000
G0:0098803 - complexo da cadeia respiratoria 35 (10,06%) 0,000
GO0:0005746 - respirassoma mitocondrial 34 (9,77%) 0,000
G0:1990204 - complexo oxirredutase 31 (8,91%) 0,000
Slgogggflz;z - complexo I da cadeia respiratoria 24 (6.90%) 0,000
G0:0030964 - Complexo NADH desidrogenase 24 (6,90%) 0,000
Lightcyan GO:0000151 - complexo ubiquitina ligase 18 (6,27%) 0,000
Salmon GO0:0062023 - matriz extracelular contendo colageno 18 (6,29%) 0,010
GO0:0005604 - membrana basal 10 (3,5%) 0,001
Turquoise ~ GO:0005911 - jungdo célula-célula 125 (4,88%) 0,000
G0:0062023 - matriz extracelular contendo colageno 124 (4,84%) 0,000
GO0:0030055 - jungdo célula-substrato 105 (4,10%) 0,000
G0:0005925 - adesdo focal 103 (4,02%) 0,000
G0:0031252 - borda dianteira da célula 95 (3,71%) 0,000
G0:0097060 - membrana sinaptica 88 (3,43%) 0,000
GO0:0098589 - regido da membrana 86 (3,36%) 0,000
GO:0045121 - balsa lipidica de membrana 85 (3,32%) 0,000
G0:0098857 - microdominio de membrana 85 (3,32%) 0,000
GO0:0045177 - parte apical da célula 85 (3,32%) 0,001

Abreviagdes: n = numero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).



152

APENDICE F - anilise de enriquecimento do GO com genes nos médulos gerados pela

analise de coexpressao 11

Tabela S7 — Anélise de enriquecimento do GO (processos bioldgicos) de genes nos modulos
gerados pela andlise de coexpressao I1.

Modulo Termos do GO: processos biologicos Genes: n (%)  p valor ajustado
Blue G0:0003012 - processo de sistema muscular 57 (11,24%) 0,000
G0:0006936 - contragcdo muscular 49 (9,66%) 0,000
QQ:QOI9216 - regulacdo do processo metabolico de 40 (7.89%) 0,000
lipidios
GO:00’14}706 - desenvolvimento do tecido muscular 35 (6,.90%) 0,000
esquelético
GO0:0007517 - desenvolvimento de 6rgao muscular 34 (6,71%) 0,000
G0:0090257 — regulacdo do processo de sistema 29 (5.72%) 0,000
muscular
G0:0042445 - processo metabolico hormonal 27 (5,33%) 0,000
G0:0006937 — regulacdo da contragdo muscular 24 (4,73%) 0,000
GO0:0055001 - desenvolvimento de células musculares 24 (4,73%) 0,000
G0:0070252 - contragdo celular mediada por actina 20 (3,94%) 0,000
Brown G0:0042391 - regulagdo do potencial de membrana 13 (13%) 0,000
G0:0006936 - contragdo muscular 11 (11%) 0,001
G0:0003012 - processo de sistema muscular 11 (11%) 0,005
G0:0003002 - regionalizagao 10 (10%) 0,002
GO:’19.04062 - regulacdo do transporte transmembrana 10 (10%) 0.002
de cations
GO:0001508 - potencial de agdo 7 (7%) 0,002
GQ:190230§ - regulagdo do transporte transmembrana 6 (6%) 0,000
de ions de sodio
G0:0002028 - regulagdo do transporte de ions de sodio 6 (6%) 0,002
G0:2000649 - regu’lag:ao da ’at¥V1dade do transportador 5 (5%) 0,002
transmembrana de ions de sodio
(}’030010765 - regulag@o positiva do transporte de ion 4 (4%) 0,005
sodio
Green G0:0006936 - contragdo muscular 11 (17,19%) 0,000
G0:0003012 - processo de sistema muscular 11 (17,19%) 0,000
GO0:0031589 - adesao célula-substrato 8 (12,5%) 0,007
G0:0006939 - contragdo do musculo liso 7 (10,94%) 0,000
QO:OOS 1962 - regulagdo positiva do desenvolvimento do 7 (10.94%) 0.007
sistema nervoso
G0:1904064 - regule}g.ao positiva do transporte 6 (9.38%) 0,002
transmembrana de cations
GO:0010811 - regulagdo positiva da adesdo célula- 5 (7,81%) 0.009
substrato
GO0:0006940 - regulagdo da contragdo do musculo liso 4 (6,25%) 0,009
GO:0031581 - conjunto hemidesmossomo 3 (4,69%) 0,002
G0:0016338 - adesao célula-célula independente de
calcio via moléculas de adesdo celular da membrana 3 (4,69%) 0,009
plasmatica
Turquoise  GO:0000280 - divisdo nuclear 73 (9,08%) 0,000
GO:0048285 - fissdo de organelas 73 (9,08%) 0,000
GO0:0007059 - segregagdo cromossdmica 61 (7,59%) 0,000
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Moédulo Termos do GO: processos biologicos Genes: n (%)  p valor ajustado
G0:0140014 - divisdo nuclear mitotica 56 (6,97%) 0,000
GO0:0098813 - segregacdo de cromossomos nucleares 53 (6,59%) 0,000
GO:0000819 - segregacao das cromatides-irmas 46 (5,72%) 0,000
GO0:0000070 - segregacdo cromatides-irmas mitdtica 42 (5,22%) 0,000
GO0:0051321 - ciclo célula meidtico 42 (5,22%) 0,000
G0:1903046 - processo do ciclo celular meidtico 36 (4,48%) 0,000
GO0:0051983 — regulacdo da segregacdo cromossdmica 25 (3,11%) 0,000

Yellow GO0:0070268 - cornificagdo 6 (9,52%) 0,000

Abreviagdes: n = numero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Tabela S8 - Analise de enriquecimento do GO (fungdes moleculares) de genes nos modulos
gerados pela andlise de coexpressao I1.

Moédulo Termos do GO: funcdes moleculares Genes: n (%) p valor ajustado
Blue GO:0003779 - ligagdo de actina 35 (6,85%) 0,000
G0:0033218 - ligagdo de amida 32 (6,26%) 0,000
GO0:0042277 - ligagdo de peptideo 29 (5,68%) 0,000
G0:0008201 - ligagdo de heparina 16 (3,13%) 0,000
G0:0042562 - ligagdo de hormonio 13 (2,54%) 0,000
G0:0017046 - ligagdo de hormonio peptidico 10(1,96%) 0,000
GO:0004745 - atividade de retinol desidrogenase 7(1,37%) 0,000
G0:0031720 - ligagdo de haptoglobina 6(1,17%) 0,000
GO0:0005344 - atividade transportadora de oxigénio 6(1,17%) 0,000
((I})())f]018455 - atividade da alcool desidrogenase [NAD 5(0,98%) 0.000
Brown G0:0015267 - atividade do canal 11 (10,48%) 0,003
5888.?852803 atividade transportadora transmembrana 11 (10.48%) 0,003
G0:0022836 - atividade de canal fechado 10 (9,52%) 0,002
GO0:0005216 - atividade do canal i6nico 10 (9,52%) 0,006
G0:0005272 - atividade do canal de s6dio 5 (4,76%) 0,001
\(f}(fl)t;)g()e(ﬁ248 atividade do canal de s6dio dependente de 4(3.81%) 0,001
GO0:0008307 - constituinte estrutural do miisculo 4 (3,81%) 0,003
GO0:0031432 - ligagdo de titina 3 (2,86%) 0,003
Turquoise g}eOi;OI?nge’gh—c 2t81V1dade do transportador transmembrana 39 (4.86%) 0,001
GO0:0008017 - ligagdo de microtubulo 33 (4,11%) 0,000
G0:0005539 - ligagdo de glicosaminoglicano 24 (2,99%) 0,004
g{?r::l)c(l(;ii(il - constituinte estrutural da matriz 22 (2.74%) 0,000
G0:0003774 - atividade motora do citoesqueleto 19 (2,37%) 0,000
\(/}(Stf;)eZHZISM - atividade do canal catidnico controlado por 18 (2.24%) 0,003
GO:0005179 - atividade hormonal 17 (2,12%) 0,002
GO0:0003777 - atividade motora dos microtiibulos 15 (1,87%) 0,000
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Médulo Termos do GO: funcdes moleculares Genes: n (%) p valor ajustado
QO:OQO4§69 - atividade do inibidor da endopeptidase do 12 (1,49%) 0,000
tipo cisteina
GQ:QOO8574 - at1v1da§ie motora (.108 microtibulos 6 (0,75%) 0,004
direcionados a extremidade positiva

Yellow G0:0004866 - atividade do inibidor de endopeptidase 5(17,24%) 0,000
GO0:0030414 - atividade do inibidor de peptidase 5 (17,24%) 0,000
GO:0061135 - atividade reguladora da endopeptidase 5(17,24%) 0,000
GO:0061134 - atividade reguladora de peptidase 5(17,24%) 0,000
GO0:0004857 - atividade do inibidor de enzima 5 (17,24%) 0,002
GO:OQ22824 - atividade do canal de ion controlado pelo 3(10,34%) 0,001
transmissor
GO:0022835 - atividade de canal controlada por 3 (10.34%) 0,001
transmissor
GO0:0005230 - gthldade extracelular do canal de ions 3(10,34%) 0,002
bloqueado por ligante
GO0:0022848 - at1v1.dad<.3 de canal seletivo de cations 2 (6.90%) 0,002
dependente de acetilcolina
GO:0004867 - atividade inibidora da endopeptidase do 4 (13,79%) 0,000

tipo serina

Abreviagdes: n = niimero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Tabela S9 — Anélise de enriquecimento do GO (componentes celulares) de genes nos méodulos
gerados pela andlise de coexpressao I1.

Moédulo Termos do GO: componentes celulares Genes: n (%) p valor ajustado
Blue GO0:0030016 - miofibrila 41 (7,71%) 0,000
GO0:0043292 - fibra contratil 41 (7,71%) 0,000
GO0:0030017 - sarcomero 40 (7,52%) 0,000
G0:0062023 - matriz extracelular contendo colageno 37 (6,95%) 0,000
GO:0031674 — Banda I 25 (4,7%) 0,000
GO0:0030018 - Disco Z 23 (4,32%) 0,000
G0:0042383 - sarcolema 21 (3,95%) 0,000
GO:0031672 — Banda A 11 (2,07%) 0,000
GO:0031430 — Banda M 8 (1,5%) 0,000
GO:0031838 - complexo haptoglobina-hemoglobina 6 (1,13%) 0,000
Brown G0:0030016 - miofibrila 12 (11,11%) 0,000
G0:0043292 - fibra contratil 12 (11,11%) 0,000
G0O:0030017 - sarcomero 11 (10,19%) 0,000
GO:0030018 - Disco Z 8 (7,41%) 0,000
GO:0031674 - Banda [ 8 (7,41%) 0,000
G0:0042383 - sarcolema 8 (7,41%) 0,000
‘C/}O(i;);)e(;ll 518 - complexo do canal de sédio dependente de 4(3.7%) 0,000
G0:0034706 - complexo do canal de sodio 4 (3,7%) 0,000
Green  GO:0005911 - jungdo célula-célula 9 (13%) 0,000
Turquoise  GO:0098687 - regido cromossdmica 43 (5,13%) 0,000
GO:0005819 - fuso 43 (5,13%) 0,000
GO:0000775 - cromossomo, regido centromérica 36 (4,29%) 0,000
G0:0000793 - condensagdo cromossomica 35 (4,17%) 0,000
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Moédulo Termos do GO: componentes celulares

Genes: n (%) p valor ajustado

GO:0000776 - cinetocoro
GO:0000779 — cromossomo condensado, regido
centromérica

GO:0072686 - fuso mitdtico
GO:0000777 — cinetocoro do cromossomo condensado
GO:0000940 — cinetocoro externo

GO0:0000778 — cinetocoro do cromossomo nuclear
condensado

28 (3,34%)
26 (3,10%)

26 (3,10%)
24 (2,86%)
8 (0,95%)

8 (0,95%)

0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000

Yellow  Nenhum termo enriquecido

Abreviagdes: n = numero; GO = Gene Ontology.
Fonte: elaborada pela autora (2021).



APENDICE G — ANALISE DE CURVAS ROC

156

Figura S1 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizacao da IL-17 destacando-se
o valor AUC. No eixo y de todos os graficos, a sensitividade (fracdo dos verdadeiros
positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos negativos). (a)
Curva ROC do gene CCL7. (b) Curva ROC do gene CCL20. (c¢) Curva ROC do gene IL17. (d)
Curva ROC do gene MAPK]IS5.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Figura S2 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizacao da IL-17 destacando-se
o valor AUC. No eixo y de todos os gréficos, a sensitividade (fracdo dos verdadeiros
positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fracao dos falsos negativos). (a)
Curva ROC do gene MUCSB. (b) Curva ROC do gene S100A47A4. (¢) Curva ROC do gene

S1004B. (d) Curva ROC do gene S100A9.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Figura S3 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagao citocina-receptor de
citocina destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os graficos, a sensitividade (fragdo
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene BMPRIB. (b) Curva ROC do gene CCL?7. (c¢) Curva ROC
do gene CCL15. (d) Curva ROC do gene CCL20.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

08 06 0.4 0.2 0.0
Specificity



159

Figura S4 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagao citocina-receptor de
citocina destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os graficos, a sensitividade (fragao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdo dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene EPO. (b) Curva ROC do gene GDF15. (c) Curva ROC do
gene IFNBI. (d) Curva ROC do gene IL12B.
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Figura S5 — Curva ROC de 4 genes enriquecidos na via de sinalizagdo citocina-receptor de
citocina destacando-se o valor AUC. No eixo y de todos os graficos, a sensitividade (fragao
dos verdadeiros positivos). No eixo x de todos os graficos, a especificidade (fragdao dos falsos
negativos). (a) Curva ROC do gene /L/3. (b) Curva ROC do gene /L24. (¢) Curva ROC do
gene INHA. (d) Curva ROC do gene PF4.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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APENDICE H - anilise de associacio entre os genétipos e a suscetibilidade ao cincer de

mama utilizando modelos genéticos

Tabela S10 - Frequéncias genotipicas e alélicas e analises de Qui-Quadrado entre cancer de mama e variantes
rs1800693 do gene TNFRSF'1A e rs4649203 do gene IFNLRI

Frequéncia (%)

Modelo genético Polimorfismo Controles (n=270) Casos (n=226)  p-valor
TNFRSFIA (rs1800693) T>C
C 242 204
Alelos T 208 248 0,920
CcC 27 11
Codominante CT 188 182 0,014
TT 55 33
Recessivo CC versus (TT + CT) 27 11 0,033
243 215 ’
Dominante TT versus (CC + CT) >3 33 0,096
215 193 ’
IFNLRI (rs4649203) G>A
A 296 228
Alelos G 252 240 0,092
AA 59 32
Codominante AG 178 164 0,065
GG 37 38
Recessivo AA versus (AG + GG) >9 32 0,021
215 202 ’
Dominante GG versus (AG + AA) 37 38 0,385
237 196 ’

Abreviagoes: n = ntimero. Os valores destacados em negrito indicam a significancia estatistica de P < 0,05.
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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APENDICE I - analise de associacio entre as variantes dos genes TNFRSFIA e IFNLR1

(genotipos e alelos) e os fatores clinicos em pacientes com cancer de mama

Tabela S11 - Associago entre as variantes dos genes TNFRSF1A e IFNLRI (genotipos e alelos) e o status do
receptor de estrogé€nio em pacientes com cancer de mama.

Genotipos Receptor de estrogénio positivo RP (95% IC) p valor
Idade 0,99 (0,99 - 1,00) 0,31
iy . Sim (n=56) 0,99 (0,85 - 1,18) 0,99
Habito tabagista .
Nao (n=76) 1
IMC 1,00 (0,99 - 1,01) 0,42
CC (n=38) 1,10 (0,67 - 1,80) 0,704
CT (n=127) 1,13 (0,84 - 1,53) 0,420
s 1
C (143) 1,03 (0,91 - 1,16) 0,67
T (171) 1
AA (n=26) 0,77 (0,54 - 1,09) 0,145
AG (n=110) 1,00 (0,82 - 1,22) 1,000
A (162) 0,93 (0,82 - 1,04) 0,20
G (170) 1
Abreviagdes: n = nimero; RP = razdo de prevaléncia; IC = intervalo de confianca; IMC = indice de massa
corporal.

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Tabela S12 - Associagdo entre as variantes dos genes TNFRSFI1A e IFNLRI (genotipos e alelos) e o status do
receptor c-erbB-2 em pacientes com cancer de mama.

Gene Receptor c-erbB-2 positivo RP (95% IC) p -valor
Idade 1,00 (0,98 - 1,03) 0,59
o . Sim (n=10) 0,71 (0,36 - 1,43) 0,34
Haébito tabagista .
Nao (n=20) 1
IMC 0,94 (0,87 - 1,01) 0,10
CC(n=9) 0,41 (0,06 - 2,92) 0,37
CT (n=112) 0,69 (0,31 - 1,50) 0,35
s 1
C (130) 0,83 (0,51 - 1,35) 0,46
T (156) 1
AA (n=23) 1,90 (0,64 - 5,66) 0,25
AG (n=105) 0,95 (0,35 - 2,60) 0,92
A (151) 1,28 (0,79 -2,09) 0,32
G (155) 1
Abreviagdes: n = nimero; RP = razéo de prevaléncia; IC = intervalo de confianga; IMC = indice de massa

corporal.
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Tabela S13 - Associagdo entre as variantes dos genes TNFRSFIA e IFNLRI (genotipos e alelos) e o status
linfonodal em pacientes com cancer de mama.

Gene Envolvimento linfonodal positivo RP (95% IC) p valor
Idade 0,99 (0,99 - 1,00) 0,72
s . Sim (n=21) 1,02 (0,79 - 1,31) 0,85
Habito tabagista .

Nio (n=43) 1

IMC 0,95 (0,92 - 0,98) 0,001

CC (n=38) 0,94 (0,50 - 1,76) 0,84

TNFRSFIA CT (n= 88) 0,72 (0,48 - 1,06) 0,096
rs1800693 TT (n=18) 1

C (104) 0,94 (0,73 - 1,21) 0,63
T (124) 1

AA (n=16) 1,37 (0,74 - 2,53) 0,31

AG (n=90) 0,94 (0,53 - 1,67) 0,82
o G- b |

A (122) 1,11 (0,88 - 1,40) 0,39
G (112) 1

Abreviagdes: n = nimero; RP = razdo de prevaléncia; IC = intervalo de confianca; IMC = indice de massa

corporal.
Fonte: elaborada pela autora (2021).



Dados Pessoais: Data: /|

Nome:

ANEXO A — Questionario individuos-controles

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB

Laboratério de Polimorfismos Genéticos

/I

Endereco:

Cidade:

Telefone Residencial:

Telefone Trabalho:

Celular:

Idade: Sexo: ()M ()F

Data de nascimento:

Estado Civil:

Tipo de sangue:

Profissédo:

Aposentado: () Sim ( )Nao

Escolaridade:

() analfabeto () 1° grau incompleto () 1° grau completo

() 2° grau incompleto () 2° grau completo () superior incompleto

() superior completo () pds graduacao

Peso:

Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia: Materna

Paterna

Etnia: () Euro descendente () Afro descendente

() Asiatico descendente ( )Indigena descendente

Cor da pele: () negra ( ) mulata ( ) amarela () branca

Observagdes:
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Dados Familiares:

Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia do pai: Materna Paterna

Profissdo:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mée:

Materna Paterna

Profissdo:

Possui Irmaos: () Sim (') Nao Quantos:
Possui filhos: () Sim () Nao Quantos:
Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ()Sim ( )N#o

Frequéncia: ( ) Todos os dias ( )Fim de semana ( ) Esporadicamente (Festas)

Quantidade (copos 200 mL):

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?

() Cerveja () Vinho () Cachaga () Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?

() Cerveja () Vinho () Cachaca (') Outro




Pratica EXERCICIOS FISICOS? () Sim ( )Nio
Tipo:

Quantidade: () menos de 30 min () 30 min () 1h () maisde 1 h
Frequéncia: () 1x semana () 2-3x semana ( )4-6x semana

() Todo os dias ( ) Menos de 1x semana
Vocé FUMA? () Sim () NaoVocé ja FUMOU? () Sim () Nao
Tipo: () Cigarro () Charuto () Cachimbo () Outro

Quantidade e Frequéncia (n° de cigarros por dia):

Tempo que fuma ou fumou:

Ha quanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:
MENOPAUSA: () Sim () Nao Idade:
HISTERECTOMIA: () Sim ( ) Nao
PARIDADE:

N° de gestagdes Idade da 1* gestacdo

N° de filhos () nulipara N:
Abortos () P ()EN:

Amamentou: () Sim ( ) Nao Tempo total (meses):

TRAT. HORMONAL:
Utiliza AC? ( )Sim ( ) NaoJa utilizou AC? ( )Sim ( ) Nao

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:

Tempo que usa ou usou AC:

Hé quanto tempo parou?

Faz TRH? ()Sim () NaoJa fez TRH? (') Sim () Nao

Nome do Hormonio:

Tempo que faz ou fez TRH:

Ha quanto tempo parou?

() Outros hormonios Tempo total:

Observagdes
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Historico Médico
Caso de CANCER pessoal? () Sim () Nio
Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? () Sim () Néo
Grau de Parentesco: () filha () irmd () mée () avd

() tia materna 1° grau () tia paterna 1° grau

() prima materna 1° grau () prima paterna 1° grau

() Outros

Casos de CANCER de outro tipo na familia? () Sim () Nio

Grau de Parentesco e tipo:

Caso de TUMOR BENIGNO pessoal? () Sim () Néo

Local:

Caso de DOENCA AUTOIMUNE pessoal? () Sim () Néo



Qual?
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Tempo de diagndstico:

Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? () Sim ( ) Nao

Grau de Parentesco e tipo:

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR? ()Sim () Nao
Qual? (s)

HIPERTENSAO ARTERIAL: () Sim ( ) Nao
HIPERCOLESTEROLEMIA: () Sim () Nao
OSTEOPOROSE: () Sim () Néo

DOENCA REUMATICA: () Sim ( ) Ndo
DIABETES: () Sim () Nao

ASMA: () Sim () Nao

HIV: () Sim () Néo () Nunca fez exame
HEPATITE: () Sim () Nao () Nunca fez exame
DENGUE: () Sim () Nao

TUBERCULOSE: () Sim () Ndo

DISTURBIO RENAL: () Sim () Ndo
DISTURBIO PULMONAR: () Sim () Ndo
DISTURBIO HEPATICO: () Sim () Nio

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: () Sim () Nao

Grau de parentesco:

Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: () Sim () Nao

Grau de parentesco:

OUTRAS DOENCAS?

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

Utilizou ou utiliza alguma medicagao por longo tempo? () Sim () Nao

Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:




ANEXO B - Questionario de individuos com cancer de mama

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Biologicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG

Laboratorio de Polimorfismos Genéticos

IDENTIFICACAO

Data: _/ / Coleta: (). SANGUE (). TUMOR
ENTREVISTADOR MEDICO

HOSPITAL
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RESPONSAVEL

Dados Pessoais:

Nome:

Enderego:
Cidade: Telefone Residencial:
Telefone Trabalho: Celular:
Idade: Sexo: (). M (). F

Data de nascimento:

Estado Civil: Tipo de sangue:

Profissdo: Aposentado: (). Sim ( ).Nao

Escolaridade: (). analfabeto (). 1° grau incompleto
(). 1° grau completo (). 2° grau incompleto
(). 2° grau completo (). superior incompleto
(). superior completo (). p6s graduagio

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia: Materna Paterna

Etnia: (). Euro descendente (). Afro descendente
(). Asiatico descendente ( ).Indigena descendente
Cor da pele: (). negra (). mulata (). amarela (). branca

Observagao:

Dados Familiares:

Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:

Materna Paterna

Profissédo:

Nome da mae:




Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mée:

Materna Paterna

Profissao:

Possui Irmaos: (). Sim (). Nao Quantos:

Possui filhos: (). Sim (). Nao Quantos:
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Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( ).Sim ( ).Ndo

Frequéncia: (). Todos os dias ( ).Fim de semana ( ). Esporadicamente (Festas).

Quantidade (copos 200 mL):

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?

(). Cerveja (). Vinho (). Cachaga (). Outro

Que tipo de bebida alcoodlica nunca ingere?
(). Cerveja (). Vinho (). Cachaga (). Outro
Pratica EXERCICIOS FISICOS? (). Sim ( ).Nio

Tipo:
Quantidade: (). menos de 30 min ( ). 30 min (). 1h (). maisde 1 h

Frequéncia: (). 1x semana (). 2-3x semana ( ).4-6x semana

(). Todo os dias (). Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ().Sim (). NaoVocé ja FUMOU? ( ).Sim ( ). Nao
Tipo: (). Cigarro (). Charuto (). Cachimbo ( ). Outro

Quantidade e Frequéncia (n° de cigarros por dia):

Tempo que fuma ou fumou:

Hé quanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:

MENOPAUSA: (). Sim (). Nao Idade:
HISTERECTOMIA: (). Sim (). Ndo
PARIDADE:

N° de gestagoes Idade da 1?* estacao
N° de filhos (). nulipara N:
Abortos (). P (). EN:

Amamentou: (). Sim (). Nao Tempo total (meses):
TRAT. HORMONAL.:
Utiliza AC? ().Sim (). NaoJa utilizou AC? ().Sim (). Nao

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel). do AC:

Tempo que usa ou usou AC:

Ha quanto tempo parou?

Faz TRH? ().Sim ( ). NdoJ4 fez TRH? ( ).Sim (). Nao

Nome do Hormoénio:

Tempo que faz ou fez TRH:

Ha quanto tempo parou?

().Outros hormonios Tempo total:

Observagdes:

Historico Médico
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Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( ).Sim (). Ndo
Grau de Parentesco: (). filha (). irma (). mée (). avod

(). tia materna 1° grau (). tia paterna 1° grau

(). prima materna 1° grau ( ). prima paterna 1° grau

(). Outros
Casos de CANCER de outro tipo na familia ou pessoal? ( ).Sim (). Nio

Grau de Parentesco e tipo:

Caso de TUMOR BENIGNO DE MAMA pessoal? ().Sim (). Nao
Classificagdo:
HISTORICO do céncer de mama (versdo PACIENTE):
HISTORICO do céncer de mama (PRONTUARIO):
CLASSIFICACAO do tumor (bi6psia apés cirurgia):

(). Carcinoma ductal (). Invasivo

(). Carcinoma lobular (). “in situ”
()-Microcalcificagdes (). Doenca de Paget
(). Outro

Resultado imunohistoquimica:

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR?: ().Sim ( ). Ndo
Qual? (s).
HIPERTENSAO ARTERIAL: ().Sim (). Ndo
HIPERCOLESTEROLEMIA: ().Sim (). Nao

OSTEOPOROSE: ().Sim (). Nao

DOENCA REUMATICA: ().Sim ( ). Néo

DIABETES: ().Sim (). Nao

ASMA: ().Sim (). Nao

HIV: ().Sim (). Nao (). Nunca fez exame

HEPATITE: ().Sim (). Nao (). Nunca fez exame

DENGUE: ().Sim (). Nao

TUBERCULOSE: ().Sim (). Nao

DISTURBIO RENAL: ().Sim (). Néo

DISTURBIO PULMONAR: ( ).Sim (). Nio

DISTURBIO HEPATICO: ().Sim (). Ndo

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ().Sim ( ). Nao

Grau de parentesco:

Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ().Sim (). Nao

Grau de parentesco:

OUTRAS DOENCAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

Utilizou ou utiliza alguma medicagdo por longo tempo? (). Sim ( ). Néo

Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:
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ANEXO C — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) individuos-controles

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB

Laboratério de Polimorfismos Genéticos
Projetos de Pesquisa: “Cancer de Mama: busca de miRNAs que controlam a expressdo de HLA-G, uma molécula
imunorreguladora, como biomarcador para diagndsticos e opgdes terapéuticas”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos
em Lupus Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide em pacientes de Santa Catarina” e “Estudo Genético e Epidemiologico
em Pacientes com Psoriase no Estado de Santa Catarina”
Informacdes: Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo desenvolvendo projetos de pesquisa para

avaliacdo de fatores genéticos, doengas e habitos alimentares e pessoais que podem estar associados ao aparecimento do

cincer de mama e doencas autoimunes. Para isto pedimos sua colaboracio e permissio para fazer parte do grupo controle
e para extrairmos de parte de seu material bioldgico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém os genes, que sdo as
informagdes de suas caracteristicas biologicas). O DNA sera analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha relagdo
entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao metabolismo de hormoénios sexuais, de substancias estranhas ao
organismo, relacionados ao reparo de DNA e sistema imune) e o aparecimento destas doencas. A amostra coletada nesta ocasido
podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde
que receba novamente sua autorizagdo, apds um novo contato. Deixamos claro que sua participacio € voluntaria. A equipe
agradece antecipadamente sua colaborag@o e se coloca a sua disposi¢do para responder qualquer pergunta que vocé queira
fazer, e esclarecer quaisquer duvidas que porventura aparegam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 ¢
conversar com a Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza ou seus orientandos.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar, vocé ird preencher um questionario para sabermos seus dados pessoais
(como nome, endereco e telefone) e ira assinar um termo de consentimento livre e esclarecido para que possamos utilizar seus
dados pessoais e material bioldgico nestas pesquisas. Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa. O DNA
extraido das amostras coletadas sera guardado no Laboratoério sob responsabilidade da coordenadora do projeto.

Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve possivel para realizarmos um novo questionario de duracdo
maxima de 20 minutos. Este questionario ira conter dados como seus habitos alimentares e pessoais, historico reprodutivo e
histérico clinico, essenciais para o desenvolvimento das pesquisas.

Riscos: A coleta de sangue é um procedimento normal para a realizagdo de varios exames. O aparecimento de mancha roxa ou
dor no local da espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores preocupagdes. As informagdes coletadas, bem como
os resultados das analises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente pela equipe da pesquisa.

Custos: Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios: Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas os resultados deste estudo poderdo no
futuro proporcionar novas alternativas para prevengdo do cancer de mama e doengas autoimunes, e para identificacdo de
pessoas que tem risco de desenvolver essas doengas, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Pesquisador responsavel

Floriandpolis,  /  /

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de

Mama: busca de miRNAs que controlam a expressdo de HLA-G, uma molécula imunorreguladora, como biomarcador para
diagnoésticos e opgdes terapéuticas”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos em lupus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide em pacientes de Santa Catarina” e “Estudo Genético e Epidemiologico em Pacientes com Psoriase no Estado de

Santa Catarina” e concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo das mesmas.
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Floriandpolis,  / /

Assinatura: RG:
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ANEXO D — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) individuos com cancer

de mama

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB

Laboratério de Polimorfismos Genéticos

Projeto de Pesquisa: “Cédncer de Mama: busca de miRNAs que controlam a expressio de HLA-G, uma

molécula imunorreguladora, como biomarcador para diagndsticos e opgoes terapéuticas”

Informacoes:
Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo desenvolvendo um projeto de pesquisa para avaliagdo de fatores

genéticos, doengas e habitos alimentares e pessoais que podem estar associados ao aparecimento do cancer de mama. Para isso,

pedimos a sua colaboracio e permissio para extrairmos de parte de seu material bioldgico, uma quantidade pequena de DNA
(molécula que contém os genes, onde estdo as informagdes de suas caracteristicas biologicas). O DNA extraido sera analisado
no laboratorio para tentarmos descobrir se ha relagdo entre alguns dos genes propostos no atual projeto (ligados ao metabolismo
de hormonios sexuais e de substancias estranhas ao organismo, ao reparo de DNA, etc.) e o aparecimento dessa doenga. A
amostra coletada nesta ocasido podera ser utilizada em projetos futuros aprovados pelo sistema CEP/CONEP (Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa), desde que receba novamente sua autorizagio, apos um novo contato. Deixamos claro que sua
participacio é voluntaria, e que ndo havera influéncia no seu atendimento e tratamento. A equipe agradece antecipadamente
sua colaboragdo e se coloca a sua disposi¢@o para responder qualquer pergunta que vocé queira fazer ou esclarecer qualquer
davida que porventura apareca. Para isso vocé pode telefonar para o numero (48) 3721-9804 ¢ conversar com a Dra. Iliada
Rainha de Souza e com a Dra. Yara Costa Netto Muniz.

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ira responder um questionario de dura¢do aproximada de 15 minutos, para sabermos
se vocé teve outras doengas, se outras pessoas na sua familia tiveram céncer, etc. Também precisaremos de um pedacinho do
tumor que sera retirado pelo médico na hora da cirurgia e coletar um pouco de sangue em uma seringa. O DNA extraido das
amostras coletadas sera guardado no Laboratorio sob responsabilidade da coordenadora do projeto.

Riscos:

A coleta de sangue e a retirada do tumor sdo procedimentos normais para o tratamento da sua doenga. O aparecimento de
mancha roxa ou dor no local da espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores preocupagdes. As informagdes
coletadas, bem como os resultados das analises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente pela equipe da
pesquisa.

Custos:

Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte desse estudo.

Beneficios:

Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar dessa pesquisa, mas os resultados desse estudo poderdo no futuro
proporcionar novas alternativas para prevengdo do cancer, ¢ para identificagdo de pessoas que tem risco de desenvolver a

doenga, beneficiando assim muitas outras pessoas.

Floriandpolis, de de

Nome e Assinatura do responsavel:

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO
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Eu, , fui esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de

Mama: busca de miRNAs que controlam a expressdo de HLA-G, uma molécula imunorreguladora, como biomarcador para
diagnoésticos e opgodes terapéuticas”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos em lupus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide em pacientes de Santa Catarina” e “Estudo Genético e Epidemiologico em Pacientes com Psoriase no Estado de

Santa Catarina” e concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo das mesmas.

Floriandpolis,  / /

Assinatura: RG:
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