UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 GRANDE DO NORTE
INSTITUTO METROPOLE DIGITAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOINFORMATICA

Analise baseada em biologia de sistemas
destaca processos alterados que afetam a
sobrevida geral de pacientes com sarcoma de
Ewing

MATHEUS GIBEKE SIQUEIRA DALMOLIN

Natal-RN
Abril 2022



Matheus Gibeke Siqueira Dalmolin

Analise baseada em biologia de sistemas destaca
processos alterados que afetam a sobrevida geral de
pacientes com sarcoma de Ewing

Defesa de Mestrado apresentada ao Pro-
grama de Pés-Graduacao em Bioinformatica
da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte.

Area de concentracio:
Bioinformatica

Linha de pesquisa:
Biologia de Sistemas

Orientadora

Dra. Marialva Sinigaglia

Natal-RN
Abril 2022



Dissertacao de Mestrado sob o titulo Andlise baseada em biologia de sistemas destaca pro-
cessos alterados que afetam a sobrevida geral de pacientes com sarcoma de Fwing apresen-
tada por Matheus Gibeke Siqueira Dalmolin e apresentada ao Programa de Pos-Graduacao

em Bioinformatica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Thei AR SVTeaLfuA

Dra. Marialva Sinigaglia
Presidente

Instituto do Cancer Infantil
Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dra. Rita Maria Cunha de Almeida
Examinador interno
Instituto de Fisica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

S 47

i AP

\___—" Prof. Dr./Lauro José Gregianin
Examinador externo
Programa de POs\—Graduagéo em Saide da Criange e do
Adolescente
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Natal-RN, 6 de Abril de 2022.




Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN
Sistema de Bibliotecas - SISBI
Catalogacao de Publicacdo na Fonte. UFRN - Biblioteca Central Zila Mamede

Dal nol i n, Mat heus G beke Siqueira.

Anal i se baseada em bi ol ogi a de sistenas destaca processos
al terados que afetam a sobrevida geral de pacientes com sarcoma
de Ewing / Matheus G beke Siqueira Dalnolin. - Natal, RN, 2022,
2022.

55f.: il.

Di ssertacdo (nmestrado) - Universidade Federal do Ri o G ande
do Norte, Instituto Metrépole Digital, Programa de Pds-G aduacéo
em Bioi nfornética, Natal, RN, 2022.

Oientadora: Profa. Dra. Marialva Sinigaglia.

1. Sarcoma de Ewing - Dissertacdo. 2. Autofagia -
Di ssertacdo. 3. Resposta ao dano no DNA - Dissertacdo. |I.
Sinigaglia, Marialva. 1. Titulo.

RN/ UF/ BCZM CDU 616- 006. 6: 004. 4

El aborado por Ana Cristina Caval canti Tinoco - CRB-15/262




Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioinformatica do Instituto do Can-
cer Infantil (ICI). O trabalho constitui tema de dissertacdo de mestrado pelo Programa
de Pos-Graduacao em Bioinformatica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN). O trabalho teve apoio financeiro do CNPq, PRONON /Ministério da Satude,
Brasil (ntimero 25000.202751/2016-65 to C.B.) e do Fundo de Pesquisa do Projeto Rafael
Koff Acordi (Céancer Infantil).



Dedico este trabalho a todos os colaboradores do Instituto do Cancer Infantil, em

especial aos voluntérios.



Agradecimentos

Agradeco a todos aqueles que de alguma forma contribuiram na minha formacao e na

realizagao deste trabalho.

A minha familia, que sempre me apoiou em todos os momentos. Especialmente a
minha mae Tatiana que incansavelmente que me d& todo o amor do mundo, meu pai
Mauro que desde sempre me inspira como pessoa e minha irma Alice que tanto amo.
Agradego ao meu tio Rodrigo que me apresentou a bioinformatica e me motivou a ser

clentista.

A minha orientadora Meg, por ter aberto as portas do laboratério e me ensinado

muito ao longo destes anos.

Aos meus amigos que viram de perto toda a trajetoria e sempre me ajudaram. Um
agradecimento especial para o Gabriel, que além de amigo é um colega que sempre me

ouviu e ajudou em todas as questoes deste trabalho.

Ao Instituto do Céancer Infantil por ter apoiado o meu trabalho e fornecer todo o

suporte necessario.

A Universidade Federal do Rio Grande do Norte e a todos os seus professores que

sempre proporcionaram um ensino de alta qualidade.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES).



Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, € primitiva e infantil — e, no

entanto, € a coisa mais preciosa que temos.

Albert Einstein



Analise baseada em biologia de sistemas destaca
processos alterados que afetam a sobrevida geral de
pacientes com sarcoma de Ewing
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RESUMO

O Sarcoma de Ewing (SE) é uma doenga altamente agressiva e a segunda neoplasia 6ssea
pediatrica mais frequente. A marca registrada do SE é a presenca do fator de transcri¢cao
aberrante EWSRI1-FLI que impulsiona a reprogramagao metabolica. Os procedimentos
terapéuticos aumentaram parcialmente a sobrevida do SE, mas ainda apresentam alta
toxicidade e causam morbidade significativa. Para sugerir estratégias terapéuticas mais
eficientes, é necessario um entendimento mais abrangente das vias que impactam a sobre-
vivéncia do SE para o desenvolvimento de novos diagndsticos e estratégias terapéuticas.
Aqui, identificamos diferengas no nivel de transicao entre pacientes com SE com sobre-
viventes de curto prazo (SCP) e sobreviventes de longo prazo (SLP) com base em dados
transcricionais disponiveis em trés conjuntos de dados piuiblicos, aplicando a analise do
transcriptograma. Trés agrupamentos comuns diferencialmente expressos nas coortes ana-
lisadas foram identificados. Processos relacionados a resposta e reparo ao dano do DNA,
resposta imune, apoptose e autofagia foram desregulados entre os grupos SCP e SLP.
Além disso, o enriquecimento funcional dos genes comuns entre trés clusters e regulons
ES destacam o upregulation da via Hippo em pacientes SCP. Nossa anélise sugere que
diferentes processos podem estar orientando o desfecho de pacientes com SE de forma in-
tegrada e podem contribuir para a diversidade de fen6tipos impulsionados pela flutuagao
da expressao de EWSR1-FLI1.

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing, Autofagia, Resposta ao dano no DNA, Resposta

imune, via Hippo.



Systems biology-based analysis highlights altered
processes that impact overall survival of Ewing
Sarcoma patients

Author: Matheus Gibeke Siqueira Dalmolin
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ABSTRACT

Ewing’s Sarcoma (ES) is a highly aggressive disease and the second most frequent pe-
diatric bone neoplasm. The ES hallmark is the presence of the aberrant transcription
factor EWSRI1-FLI that drives metabolic reprogramming. Therapeutic procedures have
partially increased ES survival rate, but still present high toxicity and cause significant
morbidity. To suggest more efficient therapeutic strategies, a more comprehensive unders-
tanding of the pathways that impact ES survival for development of novel diagnostics and
therapeutic strategies. Here, we identified differences at the transitional level between ES
patients with short-term survivors (STS) and long-term survivors (LTS) based on trans-
criptional data available in three public datasets, applying the transcriptogram analysis.
Three differentially expressed clusters commons across the cohorts analyzed were identi-
fied. Processes related to DNA damage response and repair, immune response, apoptosis
and autophagy were dysregulated between the STS and LTS groups. Furthermore, the
functional enrichment of the common genes between three clusters and ES regulons high-
light the upregulation of the Hippo pathway in STS patients. Our analysis suggests that
different processes may be guiding the outcome of ES patients in an integrated way and
may contribute to the diversity of phenotypes driven by the EWSRI1-FLI1 expression

fluctuation.

Keywords: Ewing’s sarcoma, Autophagy, DNA damage response, Immune response, Hippo

pathway
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1 Introducao

1.1 Cancer

Cancer é o nome genérico dado a um conjunto de doencgas que podem afetar prati-
camente qualquer 6rgao ou tecido do corpo, caracterizando-se por células anormais de
crescimento descontrolado. O tecido tumoral pode ser classificado em maligno, que possui
o potencial para invadir ou se espalhar para outros 6rgaos do corpo, e benigno que nao
apresenta potencial de invasao. Os tumores malignos se espalham e invadem os tecidos
proximos ou migram para lugares distantes do corpo para formar novos tumores, em um
processo chamado de metastase. A metastase é uma das principais causas de morte por
cancer (WHO, 2022a, 2022b; NIH, 2022). Em 2020 o cancer foi responsével por quase 10 mi-
lhoes de mortes, cerca de 15% do total de mortes em todo o mundo (FERLAY et al., 2021).
O cancer exerce uma grande pressao em todos os niveis sociais, financeiros e emocionais.
Essa pressao aumenta a cada ano e afeta principalmente os paises de baixa e média renda,
consequentemente afetando as taxas de sobrevivéncia dos pacientes que dependem de um
sistema de satide eficiente, com detecgao precoce da doenga e oferta de tratamentos de

qualidade (WHO, 2022a).

Apesar da grande heterogeneidade entre os mais de 200 tipos de tumores existentes,
Douglas Hanahan e Robert Weinberg originalmente propuseram seis caracteristicas prin-
cipais (denomindas de “halmarks” em inglés), adquiridas pelas células humanas durante
o processo de transformacao neoplasica (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Na verdade es-
sas caracteristicas, sao capacidades cruciais que as células adquirem para a formacao de

tumores malignos, as quais sao descritas abaixo:

e Sustentacao da sinalizagao proliferativa; as células cancerosas desregulam os sinais
de controle do ciclo de crescimento e divisao celular e sustentam a proliferacao

cronica;

e Evitar supressores de crescimento; as células cancerigenas para conseguir susten-
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tar a sinalizacao proliferativa, adicionalmente, devem burlar sistemas que regulam
negativamente a proliferacao celular, muitos desses programas sao regulados por ge-
nes supressores tumorais. A ativagao de genes supressores do crescimento como por
exemplo TP53, PTEN e RB depende de estimulos internos e/ou externos e podem

levar a parada do ciclo celular ou inducao de senescéncia e apoptose das células;

e Resisténcia a morte celular; as células tumorais desenvolvem vérias estratégias para

limitar ou burlar a morte celular;

e Permitir a imortalidade replicativa; as células cancerosas adquirem potencial repli-
cativo ilimitado, diferente das células normais que passam apenas por um nimero

limitado de ciclos sucessivos de crescimento e divisao celular;

e Inducao e sustentagao da angiogénese; durante o desenvolvimento tumoral a angio-
génese ¢ ativada induzindo a formagao de novos vasos que irao auxiliar o crescimento

neoplésico (suprimento de oxigénio e nutrientes);

e Capacidade de invasao de tecidos adjacentes e metéastase; esse processo compreende
a invasao local seguida do intravasamento de células tumorais nos vasos sanguineos
e linfaticos, o transito dessas células tumorais através do sistema linfatico e he-
matogeénico, seguido pelo escape das células cancerigenas do limen dos vasos para
o parénquima de tecidos distantes (processo chamado de extravasamento), apds
ocorre a formagao de pequenos nédulos compostos por células tumorais (denomi-
nado de micrometastases), e por fim ocorre o processo denominado de colonizagao
onde ocorre o crescimento desses pequenos ndédulos em neoplasias macroscopicas cli-
nicamente detectéaveis (passo chamado de “colonizagao metastatica”) (VALASTYAN;

WEINBERG, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2011)

Subjacente a essas marcas, Hanahan e Weinberg propuseram duas novas “caracte-
risticas emergentes”; (i) reprogramagao e (ii) evasao do sistema imune. Além disso, os
autores elegeram duas “caracteristicas habilitantes™; (i) instabilidade genémica e mutagao
(responsaveis por gerar a diversidade genética e acelerar sua aquisigao) e (ii) promog¢ao
de inflamagao pelo tumor (atua na contribui¢do para vérias fung¢des no processo tumori-
génico) (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas duas caracteristicas habilitantes se referem

aos mecanismos moleculares e celulares através dos quais as caracteristicas sao adquiridas.

Em uma revisdo recente Hanahan (2022) elevou as caracteristicas emergentes ao
mesmo patamar das demais marcas e adicionou mais duas caracteristicas funcionais emer-

gentes e duas caracteristicas habilitantes. As quatro caracteristicas adicionadas foram:
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e Desbloqueio de plasticidade fenotipica; as células sofrem um processo de diferencia-
¢ao terminal na medida em que originam tecidos com fung¢des homeostaticas. Essa
diferenciacao atingida pelas células, na maioria das vezes, é antiproliferativa e atua
como uma barreira do estado proliferativo continuo que é essencial para a neoplasia.
Assim, o desbloqueio da plasticidade fenotipica para evitar ou escapar do estado de
diferenciacao terminal, é critico no processo tumorigénico. Dentre as formas desse
desbloqueio podemos citar a desdiferenciacao de estados maduros para estados pro-
genitores, diferenciacao terminal bloqueada (a partir de células progenitoras) e a

transdiferenciacao em diferentes linhagens celulares;

e (Células senescentes; embora as células senescentes sejam um mecanismo de protecao
contra as neoplasias, evidéncias recentes tém demonstrado que, em certos contextos,
elas podem atuar como estimuladoras do desenvolvimento do tumor e da progressao

maligna;

e Reprogramacao epigenética nao mutacional; se refere as modificagoes na expres-
sao génica exclusivamente reguladas por fatores epigenéticos, como por exemplo a
metilacao génica. A reprogramacao epigenética nao mutacional foi postulada como
uma caracteristica habilitante que serve para facilitar a aquisicao de capacidades

funcionais;

e Microbiomas polimoérficos; trabalhos recentes identificaram microbiomas protetores
e promotores de tumores, relacionados a algumas espécies de bactérias especificas.
Os microbiomas polimérficos também foram postulados como uma caracteristica

habilitante.

Embora os hallmarks tenham provado o seu valor heuristico para a conceituacao do
cancer, os autores preveem que devam haver novas facetas das caracteristicas elencadas
que ainda nao foram elucidadas. Além disso, os hallmarks sdo modulados por drivers
oncogénicos canodnicos, incluindo KRAS, MYC, NOTCH e TP53 Hobbs, Der e Rossman
(2016), Meyer e Penn (2008), George et al. (2015), Oren e Rotter (2010).

1.2 Cancer infantil

O cancer infantil é raro quando comparado ao cancer de adulto, corresponde entre
1% e 4% de todos os tumores malignos nas diferentes popula¢oes humanas. A proporc¢ao

dos tumores infantis varia entre as diferentes populagoes (DOYLE, 2014). A incidéncia é
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de 1% nos paises desenvolvidos e de 3 a até 10% nos paises em desenvolvimento, onde
a populacao infantil pode chegar a 50% do total. A sobrevida em 5 anos de criancas e
adolescentes com diagnostico de cancer ¢ de aproximadamente 80% nos paises de alta
renda. Em paises de baixa e média renda onde vivem aproximadamente 90% das criancas
com cancer essas estimativas sdo muito piores com taxas variando de 5% a 60% (BHAKTA
et al., 2019; RAMIREZ et al., 2018). No Brasil, estima-se que o ntimero de casos novos de
cancer pediatrico para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 8.460 novos casos (INCA,
2020b). De acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), a sobrevida estimada
para todas as neoplasias em criangas e adolescentes (de 0 a 19 anos) é em torno de 64%,
sendo a primeira causa de morte por doenga, superando as doengas infecciosas (INCA,
2020a). A terapia multimodal (quimioterapia, a cirurgia e a radioterapia) aumentou as
taxas de cura para o cancer infantil, mas isso teve um custo substancial em termos de
efeitos colaterais agudos graves de longo prazo, bem como um consumo consideravel de

recursos destinados a satde pediatrica (MARSHALL et al., 2014).

O cancer em criangas e adolescentes (entre 0 e 19 anos) se refere a um grande conjunto
de doencas que apresentam caracteristicas proprias, nao somente de natureza histolégicas,
mas também relacionadas ao comportamento clinico (LITTLE, 1999). Tumores pediatricos
sao biologicamente e geneticamente diferentes dos tumores adultos (ADAMSON et al., 2014).
Eles apresentam, em média, menos mutagoes somaticas que tumores adultos, e essas
alteracoes ocorrem com alta frequéncia em genes que codificam proteinas envolvidas na
regulacao epigenética (DOWNING et al., 2012; HUETHER et al., 2014). Os tumores malignos
cerebrais e do sistema nervoso somados a leucemias correspondem a 55% de todos os casos

de cancer em criangas e adolescentes de 0 a 14 anos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).

A origem do cancer pediatrico € um dos aspectos mais importantes a ser explorado
e compreendido. Evidéncias recentes fortalecem as relagoes entre mutagoes condutoras e
o seu desenvolvimento embrionério e pos-natal precoce. Marshall et al. (2014) propuse-
ram um modelo para as neoplasias com evidéncia de origem pré-natal (neuroblastoma,
leucemia mieldide - sindrome de down, leucemia linfoblastica aguda de linhagem B e
meduloblastoma) (MARSHALL et al., 2014). Assim, aconteceria um primeiro evento que
ocasiona um excesso proliferativo no tecido de origem ainda na fase pré-natal, ap6s, um
segundo evento que possibilita que a célula desenvolva um mecanismo intrinseco para
sobreviver ao ambiente hostil da fase pés-natal inicial e um terceiro evento que altera as
vias de instabilidade genémica (Fig. 1)(MARSHALL et al., 2014). Uma vez que a transi¢ao
entre pré-cancer para cancer ocorre ainda na primeira infancia, postula-se que algumas

células pré-cancerosas possuam a capacidade de uma répida progressao em dire¢ao a ins-



16

tabilidade genomica. Uma forma desse processo ocorrer de forma rapida é através de um
processo de perda de funcao herdada da linhagem germinativa, ou seja, uma mutacao
em um alelo de um gene supressor de tumor. Outro processo proposto é a cromotripsia,
em que um unico evento catastrofico pode levar a um rearranjo genémico que afeta mais
de um cromossomo, em vez da aquisicao incremental de mutacgoes oncogénicas tinicas ao
longo de décadas que ocorre normalmente em cancer de adulto (MARSHALL et al., 2014;
STEPHENS et al., 2011). Outros fatores adicionais foram propostos por estarem envolvidos
na rapida transformacao maligna de células pré-cancerosas e incluem as propriedades de

crescimento e auto-renovagao, caracteristicas inerentes a algumas células embrionarias.

Embriogénese normal

\

Excesso Proliferativo

Nascimento - - ----- \- ———————————————

Resisténcia a morte e persisténcia de L J
células pré-cancerosas embriondrias

\

Caminho acelerado para
a instabilidade genémica

Figura 1: Diagrama esquematico das caracteristicas comuns entre tumores com evidéncia de
origem pré-natal. As caracteristicas representadas sdo: um excesso proliferativo pré-natal no
tecido de origem, uma mecanismo intrinseco para sobreviver ao ambiente hostil pés-natal
precoce e um caminho acelerado para a instabilidade gendmica. Adaptado de: (MARSHALL et
al., 2014)

1.3 Sarcoma de Ewing

O sarcoma de Ewing (SE) é um tumor que acomete tanto os ossos como partes moles,

afeta principalmente criancas, adolescentes e jovens adultos com aproximadamente 1,5
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casos por milhao globalmente. Entre 20 e 25% dos pacientes apresentam metéastases ao
diagnostico, quase sempre resistentes a terapia intensiva (GASPAR et al., 2015). O padrao
de tratamento para o sarcoma de Ewing consiste em um regime de tratamento multimodal
incluindo ressecgao cirurgica e/ou radioterapia local, bem como quimioterapia multiagente
intensa (PAPPO; DIRKSEN, 2018). Apesar de comprovada a eficacia para o tratamento da
doenca localizada, a sobrevida a longo prazo de pacientes com SE metastatico ou que
apresentam recaida ainda é inaceitavelmente baixa (GASPAR et al., 2015; STAHL et al.,

2011).

A classificagao de sarcomas da OMS de 2013 definiu que diversos tumores, como por
exemplo o Askin, que antes eram considerados como pertencentes & "familia de sarcoma
de Ewing”, agora sdo considerados "sarcoma de Ewing"(DOYLE, 2013). O que caracte-
riza o sarcoma de Ewing sao as fusdes génicas FET-ETS (WATSON et al., 2018; SANKAR;
LESSNICK, 2011). A primeira descrigao do sarcoma de Ewing foi em 1921 (EWING, 1972),
¢ desde ent@o a sua célula de origem ainda ¢ motivo de debate (TOOMEY; SCHIFFMAN;
LESSNICK, 2010; RAMACHANDRAN; RAJKUMAR; GOPISETTY, 2021). Estudos anteriores
identificaram certos tipos de células priméarias como potencial célula de origem, permissi-
vas para a expressao de EWSRI1-FLI1, como células-tronco mesenquimais, crista neural,
hematopoiéticas, musculares e células progenitoras osteocondrais (GORDON; MOTWANTI;
PELLMAN, 2016; RIGCI et al., 2008; LEVETZOW et al., 2011; TANAKA et al., 2014). A origem
a partir de células neuroectodérmicas primitivas foi considerada (LIN; WANG; LOZANO,
2011), entretanto descobriu-se que as caracteristicas neuroectodérmicas das células de SE
sao resultado da expressao de EWSRI1-FLI1 e nao baseadas na célula de origem (LIN;
WANG; LOZANO, 2011; HU-LIESKOVAN et al., 2005). Considerando que os tumores de SE
que se originam em tecidos moles sao molecularmente indistinguiveis daqueles de origem
6ssea ¢ provavel que a célula de origem seja primitiva e multipotente e que pode originar
o tumor em diferentes tecidos (RAMACHANDRAN; RAJKUMAR; GOPISETTY, 2021). Atu-
almente varios artigos tém sugerido que as células tronco mesenquimais podem ser as
células progenitoras do SE, uma vez que essas células sao derivadas da medula 6ssea e
a maioria dos casos de SE ocorrem nos ossos, o que a tornaria uma candidata viavel a

célula de origem (MISHRA et al., 2021).

As caracteristicas moleculares do SE sao bem definidas e influenciam diretamente no
seu processo carcinogénico. Cerca de 85% dos casos de SE apresentam a fusao FET-ETS
decorrente da translocacao t(11,22)(q24,q12) e originam a proteina fusionada EWS-FLI1
(provenientes da fusao dos genes EWSR1 e FLI1, respectivamente). Entretanto, outras 7

combinagoes também sao relatadas: em 10% dos casos hé a t(21,22)(q22,q12), que gera
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a fusao EWSR1-ERG, e os casos remanescentes correspondem a translocagoes incomuns,
como EWSRI1-ETV1 e EWSRI-FEV (BROHL et al., 2014; TIRODE et al., 2014). A proteina
EWS-FLI1 liga-se a repeticoes GGAA, especialmente em regioes de sequéncias potenci-
alizadoras (enhancers). A proteina quimérica é um fator de transcrigdo aberrante, que
altera o perfil transcricional celular atuando na reprogramagao do metabolismo do SE
(TANNER et al., 2017) com consequéncias tumorigénicas (TANNER et al., 2017). A repro-
gramacao transcricional induzida por EWSRI1-FLI1 tem sido alvo de diversos estudos
(HANCOCK; LESSNICK, 2008). Esse regulador mestre exerce seus efeitos oncogénicos in-
fluenciando muitos hallmarks do cancer, tais como: prolifera¢ao e crescimento (CIRONI et
al., 2008), resisténcia a morte celular (LISSAT et al., 2015), imortalidade (DOUGLAS et al.,
2008), angiogénese (KATURI et al., 2014), invasao e metastase (LISSAT et al., 2015) e evasao
do sistema imune (PETERS et al., 2013).

Através de estudos de single-cell, foi demonstrado que o fendtipo da célula de SE é
diretamente regulada pelos niveis de expressao da quimera EWSRI1-FLI1 (GRiNEWALD et
al., 2018; FRANZETTI et al., 2017; CHATURVEDI et al., 2014) que pode flutuar entre diferentes
estados estados de expressao: EWSR1-FLI1%° ¢ EWSRI1-FLI1%*%° A migracao celular,
necessaria para a metastase, é facilitada no contexto de EWSRI1-FLI1%%*°  entretanto,
essas células apresentam niveis de proliferagdo muito baixos (FRANZETTI et al., 2017).

1alt0

De fato, células com niveis de expressao de EWSR1-FLI sao caracterizadas pela alta

proliferacao celular, enquanto que as células com niveis de expressiao de EWSR1-FLI1%®#z0
apresentam uma elevada capacidade para migrar, invadir e metastizar. Além disso, a os
niveis de expressao da quimera podem variar ao longo do tempo dentro da mesma célula
de SE, assim a célula com niveis baixos de EWSRI1-FLI1, apds se estabelecer no novo

sitio, pode elevar a expressao de EWSRI1-FLI1 e proliferar (FRANZETTI et al., 2017).

Com relacao as alteracoes transcricionais, foi demonstrado que EWSRI1-FLI1 induz
a expressao de OCT4, SOX2 e NANOG (RIGGI et al., 2010)[20382729|, também inibe os
supressores tumorais classicos pRB (HU et al., 2008) e p53 (LI et al., 2010), e desregula a
sinalizacdo Wnt/B-catenina (HAWKINS et al., 2020) em células-tronco mesenquimais pedia-
tricas de humanos. EWSR1-FLI1, além de atuar na ativagao e no controle da expressao de
SOX6 em células progenitoras osteocondrais (MARCHETTO et al., 2020). Em células pro-
genitoras osteocondrais de camundongo expressando EWSR1-FLI1 humano, a quimera foi
regulada em conjunto com FOXQ1 e os oncogenes TRIBI e NRG1 foram desregulados
(SHIMIZU et al., 2018). Biopsias de tumores obtidos de pacientes de SE mostraram uma
expressao aumentada de SOX9, que se acredita interromper a diferenciacao de condroci-

tos (HOSSEINI et al., 2020). Além disso, EWSR1-FLI1 é conhecido por regular varios genes
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(NROB1, DKK1, DAB1, CNTNAP2, cMYC, SOX2, CXCR4, NGFR, IGFBP ¢ IGF1) es-
senciais para manter a pluripoténcia do desenvolvimento embrionéario ou funcionar como

fatores de transcri¢do no desenvolvimento de varios tecidos (POTIKYAN et al., 2008).

Além da quimera EWSR1-FLI1, sete potenciais Reguladores Mestres (RMs) foram
identificados em SE, sao eles; PAX7, RUNX3, ARNT2, CREB3L1, GLI3, MEF2C e PBX3
(RIBEIRO-DANTAS et al., 2021). Ribeiro-Dantas et al. (2021) identificaram que a atividade
dos regulons PAX7 e RUNXS estava associada a um bom prognéstico em SE, enquanto
que a atividade dos regulons ARNT2, CREB3L1, GLI3, MEF2C e PBX3 estava associ-
ada a um pior prognostico. Além disso, os autores verificaram que a atividade regulatéria
de PAX7 e RUNXS3 é antagonica aos outros RMs (ARNT2, CREB3L1, GLI3, MEF2C' e
PBX3), e foi sugerido que a quimera EWSRI1-FLI1 poderia estar regulando a expressao
de PAX7 e RUNXS3 (RIBEIRO-DANTAS et al., 2021). Um artigo recente avaliou a imuno-
expressao de PAX7 em 336 amostras de sarcoma de Ewing, e provou que a auséncia de
expressao de PAX7 é um prognodstico ruim tanto para a sobrevida livre de progressao

quanto para a sobrevida global (MACHADO et al., 2022).

1.4 Transcriptomica

A bioinformatica é um dos mais novos campos de pesquisa biologica, e consiste em
métodos matematicos, estatisticos e computacionais para o processamento e analise de
dados biolégicos. As enormes quantidades de dados gerados por novas tecnologias como
sequenciamento genoémico e chips de microarranjo (SCHENA et al., 1995) criaram uma de-
manda de novas anélises e interpretacao dos dados para alcancar a compreensao biologica

e o progresso terapéutico (TAO et al., 2017).

Uma das técnicas mais difundidas para anélises de transcriptomica em céancer é o
microarranjo que consiste em um chip contendo sondas. As sondas sao fragmentos de
DNA que se hibridizam com RNAs especificos. Cada hibridizacao de um RNA com a sonda
especifica emite um sinal luminoso, pois as sondas possuem fluorescéncia dependente de
hibridizacao. A quantidade de um determinado RNA em uma amostra é calculada pela
intensidade luminosa da sua sonda. Os microarranjos apenas detectam a expressao de
RNAs que tenham sondas especificas no chip. Além disso, a anélise de dos dados apresenta,
alta varidncia, que pode resultar do ruido de medigao ou varidveis de confusao que nao

foram explicitamente controladas (ALMEIDA; THOMAS; GLAZIER, 2021).
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1.5 Transcriptograma

Um dos grandes problemas de dados de expressao génica obtidos por experimentos de
microarranjos é o alto ruido da medida de expressao. O transcriptograma é um método
baseado em biologia de sistemas desenvolvido para analise de dados de expressao para re-
duzir o erro desse tipo de dados (RYBARCZYK-FILHO et al., 2011). Essa metodologia utiliza
dados de interagao proteina-proteina (PPI) para identificar grupos génicos alterados em
estudos caso-controle e a ferramenta do software The Transcriptogramer esté disponivel
no repositorio publico do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul e possui um pacote em R disponivel no Bioconductor (MORAIS; ALMEIDA; DALMOLIN,
2019).

A técnica do Transcriptograma (RYBARCZYK-FILHO et al., 2011; SILVA et al., 2014) con-
siste em produzir perfis de expressao génica a partir de medidas de expressao de genoma
inteiro, tais como as obtidas por microarranjos ou RNA-Seq. Para isso, as informacoes
de PPI sao organizadas em uma dimensao através do algoritmo Cost Function Method
(KUENTZER, 2014). Matrizes de adjacéncia sao geradas e o custo de cada uma é calculado.
Através de simulagoes de Monte Carlo o processo é repetido com o objetivo de encontrar
a matriz de menor custo, pois, quanto menor o custo da matriz maior a proximidade
entre proteinas interagentes. Por fim, é produzida uma lista ordenada de genes na qual
a probabilidade de interagao entre dois genes quaisquer decai exponencialmente com o

aumento da distancia entre suas posigoes.

Resumidamente, a expressao génica é projetada sob a lista ordenada e uma janela
deslizante, cujo raio pode ser regulado (capta a média de expressao de grupos génicos
funcionalmente associados). A janela atribui o valor médio de expressao obtido ao gene
posicionado no seu centro e desloca-se para a proxima posicao da lista. Através desta ja-
nela deslizante o ruido aleatério presente nos dados de expressao é diminuido (SILVA et al.,
2014) permitindo assim, uma visao geral do metabolismo celular. O resultado deste mé-
todo é um transcriptograma, onde é possivel identificar os grupos génicos funcionalmente
relacionados que encontram-se alterados entre as diferentes condiges analisadas (SILVA et
al., 2014). Os transcriptogramas tém sido tteis na identificagao de vias em uma variedade
de grupos, como virus (ALMEIDA; THOMAS; GLAZIER, 2021), fungos (FERRAREZE et al.,
2017; RYBARCZYK-FILHO et al., 2011), planta (MIOTTO et al., 2019; CADAVID et al., 2020)
e humanos (ALMEIDA et al., 2016; REIS et al., 2019; MORAIS; ALMEIDA; DALMOLIN, 2019).



21

1.6 Justificativa

O sarcoma de Ewing (SE) é uma doenca altamente agressiva que afeta criangas e
adultos jovens. A taxa de sobrevida aumentou consideravelmente nas tltimas décadas,
cerca de 70-80% dos pacientes com risco padrao e doenca localizada sobrevivem. Esses
indices de cura sao resultado de um tratamento multimodal de elevada toxicidade que
limita as taxas de sobrevivéncia e causa morbidade significativa. Além disso, pacientes
com doenca metastatica e com recidiva possuem taxas de sobrevida inferiores a 30%.
Portanto, é crucial identificar e obter uma compreensao completa das vias biologicas que
afetam a sobrevida de pacientes com SE para o desenvolvimento de novos diagnosticos e

estratégias terapéuticas.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo Geral

Analisar dados de expressao de amostras de sarcoma de Ewing com diferentes des-
fechos clinicos disponiveis em banco de dados publicos, com intuito de selecionar vias

relacionadas com sobrevida de curto prazo em SE.

1.7.2 Objetivos Especificos

e Analisar dados de expressao de amostras de SE utilizando o software The Trans-

criptogramer, comparando sobreviventes de curto prazo com longo prazo;
e Selecionar as vias diferencialmente expressas envolvidas nos dois desfechos;

e Identificar os genes comuns entre os picos diferencialmente expressos e os genes re-
gulados pelos RMs (PAX7, RUNX3, ARNT2, ARNT2, CREB3L1, GLI3, MEF2C
e PBX3) e realizar o enriquecimento funcional; as relagoes biologicas entre as dife-

rentes vias encontradas no trabalho.
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2 Capitulo I

Artigo: Systems biology-based analysis highlights altered processes

that impact overall survival of Ewing Sarcoma patients.

Escrito por: Matheus Dalmolin, Mauricio Gomes, Ricardo Ferreira, Caroline
de Farias, André Brunetto, Mariane Jaeger, Rita Almeida, Rodrigo Dalmolin,

and Marialva Sinigaglia.

Artigo submetido ao periddico International Journal of Molecular Sciences.













































37

3 Discussao

O sarcoma de Ewing é caracterizado pela presenca de uma proteina quimérica que
funciona como um fator de transcricao aberrante, que altera o perfil transcricional celu-
lar atuando na reprogramacao do metabolismo do SE com consequéncias tumorigénicas
(TANNER et al., 2017). A reprogramagao transcricional provocada pela quimera é modu-
lada pela flutuacao dos seu nivel de expressao, o que desencadeia os diferentes fenotipos
da célula de SE (GRENEWALD et al., 2018; FRANZETTI et al., 2017; CHATURVEDI et al.,
2014; FRANZETTI et al., 2017). O objetivo deste trabalho foi avaliar as diferengas entre os
perfis transcricionais de pacientes com sarcoma de Ewing que sobreviveram por um curto
periodo com aqueles que sobreviveram por um longo periodo. Além disso, descrever como
as diferentes rotas metabodlicas estao atuando para resultar num fendtipo mais letal da

doenca, que sao potenciais alvos para novos estudos especificos e detalhados.

Os dados de cancer sao cada vez mais abundantes, entretanto para tumores pediétri-
cos ha uma dificuldade de obter novos dados devido a raridade da maioria dessas doencas.
O sarcoma de Ewing ¢ um desses tumores raros, portanto a reanalise de dados publicos
é uma estratégia para obter novos insights sobre a biologia da doenga. Portanto, nesse
trabalho investigamos dados piblicos de SE sob uma perspectiva sistémica usando o The
Transcriptogramer (RYBARCZYK-FILHO et al., 2011; SILVA et al., 2014; MORAIS; ALMEIDA;
DALMOLIN, 2019). O método de Transcriptograma é capaz de quantificar as mudancas de
expressao em todo o genoma reduz o ruido e melhora a relagao sinal-ruido nas analises do
transcriptoma, aumentando o poder dos testes estatisticos para identificar vias significa-
tivamente alteradas (SILVA et al., 2014), isso permite que ao analisar dados ja publicados
novos resultados sejam revelados. Obtemos Transcriptogramas relativos dividindo os valo-
res do perfil do Transcriptograma dos sobreviventes a curto prazo em cada ponto na lista
de genes ordenados pelo valor do perfil do Transcriptograma dos pacientes a longo prazo
na mesma posi¢ao na lista. Isso permitiu uma visao global do metabolismo celular identi-
ficando conjuntos de genes funcionalmente associados a expressao alterada em pacientes

com sobrevida de curto prazo quando comparados com sobrevida de longo prazo. Trés
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clusters diferencialmente expressos (C1, C2 e C3) foram identificados simultancamente

em trés conjuntos de dados de SE avaliados.

O transcriptograma relativo entre sobreviventes de curto prazo e longo prazo apre-
sentou trés clusters diferencialmente expressos entre os dois grupos. Esses clusters sao
compostos de genes funcionalmente associados, pois sao vizinhos dentro na lista ordenada
de genes utilizada para gerar os transcriptogramas de raio 60, como explicado anterior-
mente. Dos clusters encontrados, um deles (C2) teve alta expressao, enquanto os outros
dois (C1 e C3) tiveram baixa expressao nos sobreviventes de curto prazo em relagao aos
de longo prazo. Para cada um desses clusters diferencialmente expressos realizamos um
enriquecimento funcional para identificar quais sao os processos biologicos que podem

explicar a diferenca entre os grupos analisados.

O cluster C2 foi enriquecido com vias tipicamente desreguladas no cancer, como check-
point, resposta ao dano do DNA (DDR), reparo de quebra de fita dupla do DNA, reparo
recombinacional, mudanca conformacional do DNA e destino celular. A DDR, também
conhecida como resposta ao estresse genotoxico, é responséavel por garantir a estabilidade
do genoma das células e compreende uma rede de vias intrincadamente conectadas e regu-
ladas que incluem controle de checkpoint, vias de reparo de DNA, controle de transcrigao,
splicing alternativo, apoptose, senescéncia e morte celular (GHOSAL; CHEN, 2013). No SE
o EWSRI1-FLI1 esta presente em 85% dos casos e exerce um papel fundamental em pro-
cessos regulatorios transcricionais, como é o caso de algumas vias encontradas no cluster
C2, por exemplo, checkpoint, DDR, e essas vias, juntamente com o splicing alternativo,
desencadeiam um aumento do estresse transcricional no SE (YUSTEIN; EWING, 2015). Em
células de SE niveis elevados de marcadores de estresse replicativo como ATR, CHK1 e
RPA2 foram identificados (GORTHI et al., 2018). Quando o estresse replicativo é elevado,
o ATR fosforila CHK1, que ¢ um regulador critico da sobrevivéncia celular e da resposta
a replicagao prejudicada do DNA (NIETO-SOLER et al., 2016). A CHK1 atua para regular
a parada do ciclo celular e é super expressa em SE, além de alguns estudos terem de-
monstrado a sensibilidade das células de SE aos inibidores de CHK1 (KOPPENHAFER et
al., 2020; GOSS et al., 2017; KOPPENHAFER et al., 2018; LOWERY et al., 2019).

Os genes das vias de jungao de extremidades ndo homologas (NHEJ, do inglés "Non-
homologous end joining"”) e de recombinagao homoéloga (HR) foram significativamente
aumentados no sangue de pacientes com SE em comparagao com sangue de doadores sau-
déaveis (KYRIAZOGLOU et al., 2019) e o reparo de DNA de bases mal pareadas ou mismatch

repair foi associado a um pior prognoéstico e a uma chance aumentada de metastase em
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SE (LI et al., 2019). O gene POLDIP2 que atua na replicagao/reparo do DNA, tolerancia
a danos no DNA e reorganizagao do citoesqueleto (GUILLIAM et al., 2016; BROWN et al.,
2014) foi regulado positivamente em células de SE resistentes a quimioterapia (HORBACH
et al., 2018). Além disso, EWSRI1-FLI1 induz danos no DNA e mantém a expressao de
PARP1 através de um feedback positivo (BRENNER et al., 2012) e a combinagdo de ini-
bidores de PARP com radioterapia intensifica o dano ao DNA e aumenta a apoptose e a
morte celular de forma dependente de EWSR1-FLI1 (LEE et al., 2013). Recentemente, foi
demonstrado que EWSR1-FLI1 impulsiona a transcrigao global, causando acimulo de R-
loops (GORTHI et al., 2018) e a retencao de BRCA1 em complexos de transcrigao parados
associados a R-loops, atuaria na prevenc¢ao da HR (GORTHI et al., 2018). Por outro lado, a
HR pode ser restaurada através da deplecao da proteina TP53BP1 apesar da presenca de
EWSRI1-FLI1 e conferir resisténcia a quimioterapia as células de SE (GORTHI et al., 2018).
Além disso, EWSR1 é capaz de restaurar a funggo BRCAI e também inibir o acimulo
de R-loop (GORTHI et al., 2018). Embora o SE seja reconhecido por nao apresentar ins-
tabilidade genémica (LAWRENCE et al., 2013), os tumores que sobrevivem ao tratamento
sao instaveis. A partir desta evidéncia Gorthi e Bishop (2018) sugeriram um “efeito teto”
para a tolerancia ao dano do SE. Em nossa anélise, os pacientes com sobrevida de curto
prazo mostraram um maior estresse transcricional e um aumento no reparo de danos ao
DNA. Essas diferengas podem estar relacionadas com a inter-relagao entre as variagoes

dos niveis de expressao de EWSR1-FLI1 e as vias relacionadas a DDR.

A fim de direcionar nossos resultados para genes que sabidamente estao sendo regula-
dos por RMs que tém impacto na sobrevida de pacientes de SE, filtramos os genes de cada
um dos clusters com os genes que sao regulados por pelo menos um dos sete RMs de SE
identificados recentemente (RIBEIRO-DANTAS et al., 2021). O enriquecimento funcional dos
genes comuns entre o cluster C2 e os regulons de SE (PAX7, RUNXS3, ARNT2, CREB3LI,
GLI3, MEF2C e PBX3 (RIBEIRO-DANTAS et al., 2021)), recuperaram vias que incluem
comprometimento do destino neuronal, via de sinalizacao Hippo, desregulagao transcrici-
onal no cancer, comprometimento do destino celular e outros envolvidos na diferenciagao
de Células-tronco hematopoiéticas e regulacao da migracao de células epiteliais. As vias
relacionadas ao destino celular podem conferir um estado mais agressivo ao tumor, uma
vez que os sinais para o destino celular também podem conduzir ao estado indiferenciado
(LYTLE; BARBER; REYA, 2018). Além disso, o EWSRI1-FLI1 atua na promoc¢ao da dife-
renciagao celular pela regulagao positiva de genes como EZH2 (RICHTER et al., 2009) e
SOX2 (RIGGI et al., 2010). A regulagao aberrante da via Hippo foi observada em vérios

tumores (WANG et al., 2018) e esta associada a caracteristicas que incluem a indugao de
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hiperproliferagao, destino celular, stemness, invasao celular e metéastase, bem como um
papel na manutencao de células cancerigenas e mecanismos de resisténcia a quimioterapia

(CALSES et al., 2019).

Recentemente, foi demonstrado que os transdutores finais da via Hippo YAP1/TAZ
sao regulados positivamente em amostras primarias de SE humanos e foram associados a
progressao da doenga e pior prognostico (RODRIGUEZ-NGAEZ et al., 2020). Além disso, foi
demonstrado que a atividade de transcricao YAP1/TAZ tem uma correlac¢do inversa com a
assinatura transcricional EWSR1-FLI1 sugerindo que YAP1/TAZ pode substituir o perfil
transcricional induzido pela quimera contribuindo para a heterogeneidade fenotipica re-
gulada pela flutuagao da expressio EWSR1-FLI1 (EWSR1-FLI1%% ¢ EWSR1-FLI1%2°)
permitindo que células de SE individuais passem do estado proliferativo para estados
de migracdo (RODRIGUEZ-NGAEZ et al., 2020; FRANZETTTI et al., 2017). Niveis elevados de
TAZ foram detectados no estado migratério (EWSRI-FLI1%%%°) ¢ estao relacionados ao
mau prognostico em pacientes com SE (BIERBAUMER et al., 2021). Ainda, YAP1-TAZ
contribui para a agressividade tumoral induzindo proliferacao aberrante, sobrevivéncia e
angiogénese (WANG et al., 2020; BOOPATHY; HONG, 2019; VARELAS, 2014) e endossa varios
atributos nas células tumorais, incluindo destino celular e stemness, duas vias reguladas
positivamente em pacientes com sobrevida de curto prazo (STS). A regulacdo positiva
da via Hippo em pacientes com sobrevivéncia de curto prazo pode estar diretamente
relacionada a flutuacao da atividade de EWSRI1-FLI1 e, consequentemente, com a ativa-
cao e desativacao dessa via. Nossos resultados estao de acordo com trabalhos anteriores
(RODRiGUEZ-NGAEZ et al., 2020; FRANZETTI et al., 2017; DEEL et al., 2015; BIERBAUMER
et al., 2021) e enfatizam a importancia da desregula¢do da via Hippo na sobrevida dos

pacientes com SE.

Dois clusters (C1 e C3) foram regulados negativamente e enriquecidos individual-
mente. O C1 foi o menor cluster encontrado e seu enriquecimento identificou um processo
principal, a ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Quando enriquecemos apenas genes
que estao na rede de dos RMs do SE, a GPI continua sendo a principal via enriquecida,
demonstrando sua relevancia para a doenca. Varios genes estao envolvidos na maquinaria
responséavel por ancorar pelo menos 150 proteinas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol
(GPI-APs) a camada extracelular da membrana celular (KINOSHITA, 2020). GPI-APs
executam uma série de fungoes biologicas importantes também variam, incluindo enzi-
mas hidroliticas, receptores, moléculas de adesao, inibidores de protease, reguladores do
complemento e prions (KINOSHITA, 2020). Devido a generalidade desta via biologica sao

necessarios estudos especificos para identificar quais sao as consequéncias da baixa ativi-
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dade da biossintese de GPI-APs nas células de SE.

O cluster C3 foi o maior cluster e também apresentou a maior diversidade de proces-
sos bioldgicos. Vias importantes para a resposta tumoral sao reguladas negativamente em
pacientes com sobrevida de curto prazo, incluindo regulagao do processo cataboélico prote-
ossomal, processamento e apresentacao de antigenos, ubiquitinagao (proteina e histona),
nedilacao e denedilagao, regulagao da resposta imune inata, regulacao da via de sinalizagao
apoptotica e autofagia. A proteina de fusao EWSR1-FLI1 atua diminuindo a expressao
de genes pro-apoptoticos incluindo TGFB2, p21 e IGFBP3 (HAHM et al., 1999; NAKATANT
et al., 2003; PRIEUR et al., 2004). Ubiquitinagdo e nedilagdo sdo processos relacionados
a modulacao dinamica e modificacao pos-traducional de proteinas, que marca proteinas
para degradacdo via proteassoma (MANSOUR, 2018; ZOU; ZHANG, 2021). Na via de apre-
sentagao de antigenos de classe I do complexo principal de histocompatibilidade (MHC 1),
proteinas celulares, incluindo as proteinas mutantes em células cancerosas e as proteinas
derivadas de virus nas células infectadas, sao clivadas pela via ubiquitina-proteassoma em
fragmentos de oligopeptideos que sao apresentados as células T pelo MHC (LEONE et al.,
2013).

Um mecanismo pelo qual os canceres podem escapar do controle imunolégico é a
maquinaria de apresentagao de antigenos do MHC classe I. O SE pertence a uma classe
de tumores denominados “tumores frios” caracterizados pela presenca de um pouco de
infiltrado imune e/ou inflamatério (CASEY; LIN; CHEUNG, 2019). As moléculas de MHC
classe I sao reguladas negativamente nas células do SE e a expressao diminuida ou ne-
gativa do MHC classe I foi correlacionada com baixa sobrevivéncia (YABE et al., 2011).
Além disso, altos niveis de células T CD8+ infiltrantes de tumor foram associados a uma
melhor sobrevida global em pacientes com SE (BERGHUIS et al., 2011). Além disso, HLA
classe I foi consistentemente ausente nas metastases pulmonares e uma propensao relacio-
nada & diminuicao da expressao e progressao da doenca foi observada em amostras de SE
longitudinalmente (BERGHUIS et al., 2009). Stahl et al. (2019) correlacionaram o aumento
dos niveis de neutroéfilos e macrofagos M2 com mau prognostico em SE, enquanto a alta
frequéncia de células T e células NK esta associada a uma sobrevida longa. Além disso, a
analise da imunidade do microambiente tumoral de SE em relagao a expressao de genes
de célula-tronco mostrou uma correlacao entre HIF1 e alta abundancia de macréfagos e
neutrofilos e diminuigao de células T (STAHL et al., 2019). Tudo isso esta de acordo com os
achados no cluster C2, onde genes relacionados com célula-tronco estao regulados positi-
vamente, e também com o cluster C3 que apresenta as vias de processamento de antigenos

e a maquinaria de apresentacao de antigenos reguladas negativamente em pacientes com
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sobrevida de curto prazo.

Por fim, a autofagia foi o processo que se destacou por reunir o maior niimero de vias
enriquecidas no cluster C3, além de também aparecer no enriquecimento de genes que sao
alvos dos RMs de SE. A autofagia é o processo de degradacgao e reciclagem celular que
¢ altamente conservado em eucariotos (YANG; KLIONSKY, 2010). O papel da autofagia
no cancer é controverso, dinamico e relacionado, em parte, ao tipo e estagio do tumor
(ELLIOTT, 1986). Nos estagios iniciais da tumorigénese, os niveis de nutrientes disponiveis
para o tumor sao suficientes, de modo que a autofagia atua como uma resposta citotoxica
e coopera com a apoptose, suprimindo o desenvolvimento tumoral. No entanto, a medida
que o tumor se desenvolve, os niveis de nutrientes tornam-se insuficientes e a autofagia
torna-se uma importante fonte de nutrientes para manter as células tumorais, de modo
que a autofagia em estagios avancados do céncer contribui para o escape imunologico,
metéastase e resisténcia a quimioterapia (CHAVEZ-DOMINGUEZ et al., 2020). O impacto da
autofagia no SE também ¢é controverso. Em SE varios estudos associaram a autofagia
como um modelo protetor (LU et al., 2017; YE et al., 2018; LU et al., 2019), enquanto outros
trabalhos identificaram a autofagia como um mecanismo pré-apoptotico e um possivel alvo
para o tratamento de pacientes com SE (LORIN et al., 2009). Os principais estudos clinicos
envolvendo autofagia em SE mostraram que tanto as estratégias de inibi¢ao quanto de

inducao de autofagia estdo sendo usadas (KOUSTAS et al., 2021).

A superexpressao de EWSR1-FLI1 induz a ativacao positiva da via de autofagia em
células de SE (LU et al., 2017). Além disso, analises de expressao de célula tinica (single-cell)
sugerem uma interagao entre a expressao de EWSRI1-FLI1, hipoxia, apoptose, autofagia
e mitofagia (AYNAUD et al., 2020). Recentemente, foi demonstrado que a supressao da
expressao oncogénica de EWSRI1-FLI1 induz alteracoes dependentes do tempo levando as
células de SE a um estado dormente, com subpopulagdes com dinamicas diferentes (KHO-
OGAR et al., 2022). Apos o knockdown de EWSR1-FLI1 e a sua reativacao, as células de
subpopulagoes que reentram no ciclo proliferativo mostraram caracteristicas semelhantes
a células tronco, enquanto subpopulagoes de células que permanecem inativas por lon-
gos periodos de tempo parecem ser mantidas vivas por autofagia e tém maior motilidade
(KHOOGAR et al., 2022). Em nossa anélise a autofagia estd diminuida em pacientes com
sobrevivéncia de curto prazo, porém sabe-se que a autofagia tem um papel diferente em
diferentes estagios de desenvolvimento do tumor (ELLIOTT, 1986; LORIN et al., 2009; LU
et al., 2017) e esté relacionada com os niveis de flutuagdo de EWSR1-FLI1 (KHOOGAR et
al., 2022; AYNAUD et al., 2020). Portanto, é fundamental dissecar o papel da autofagia e

sua relagao com a flutuagao de EWSRI1-FLI1 em diferentes estagios de desenvolvimento
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do tumor e sua inter-relagao com outras vias identificadas neste trabalho. Nossa analise
sugere que diferentes processos podem estar orientando o desfecho de pacientes com SE de
forma integrada e podem contribuir para a diversidade de fen6tipos impulsionados pela
flutuagao da expressao de EWSR1-FLI1.
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4  Conclusao

Os resultados deste trabalho contribuem para a melhor compreensao do perfil trans-
cricional do sarcoma de Ewing (SE). Transcriptograma Relativo apontou as principais
diferencas no nivel funcional entre grupos de pacientes de SE com sobrevida de curto
prazo com sobrevida de longo prazo. Esses resultados trazem informacgoes que contribuem
para a compreensao do panorama geral dos diferentes processos que estao envolvidos nos
diferentes fenotipos e desfechos do SE, servindo de base para novas abordagens de estudos
integrados. Autofagia, apoptose e vias do sistema imunoldgico sao relativamente menos
expressas, enquanto as vias de reparo de danos ao DNA, DDR, hippo e destino celular
sao mais expressas em pacientes de vida curta em comparacao com pacientes de vida
longa. Esses processos estao relacionados a sobrevida dos pacientes com SE e podem estar
relacionados a interagao entre a flutuagao da expressao de EWSR1-FLI1 e as vias desregu-
ladas detectadas neste trabalho. Portanto, novos estudos devem considerar os diferentes

fendmenos aqui apresentados de forma integrada.
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