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RESUMO

Polimorfismos (SNPs) associados a variagdes na expressdo génica (ao nivel de mRNA)
sao denominados eQTLs (expression Quantitative Trait Loci). O projeto ENCODE
(Encyclopedia of Non Coding Elements) tém expandido o volume de dados sobre
elementos reguladores do DNA, possibilitando sua associagdao com os eQTLs. Dentre os
fendtipos complexos possivelmente associados a eQTLs, estdao os niveis séricos de
proteinas da via das lectinas do sistema complemento,como a lectina ligante de
manose (gene MBL2) e ficolinas ( genes FCN1, FCN2 e FCN3. Embora varios SNPs dos
respectivos genes estejam associados com a modulacdo dos niveis séricos de seus
produtos, assim como a uma maior susceptibilidade a doengas infecciosas e
autoimunes, a estratificacdo da populacdo e o desequilibrio de ligacdao (DL) a outros
SNPs dificultam saber se sdo causais. Para ajudar a esclarecer esta questao, elaborou-
se uma abordagem integrativa de genémica funcional e genética de populacdes,
comecando pela reunido de eQTLs identificados em bancos de dados para FCN1, FCN2,
FCN3 e MBL2, junto a SNPs em DL na populagdo eurodescendente. Estes foram
ordenados de acordo com escores Z normalizados, construidos com base na
frequéncia de sobreposicdo a elementos reguladores, dentro de cada bloco de DL. Para
gerar novas hipoteses sobre o mecanismo de acdo dos eQTLs, avaliou-se a topologia da
cromatina e distribuicao de elementos reguladores-chave, como grau de metilagdo da
lisina 4 da histona H3, nos sitios contendo eQTLs com escores mais elevados. Para
FCN1, identificaram-se 406 SNPs (188 eQTLs e 213 SNPs em DL), dos quais 97,5%
associados a pelo menos um elemento regulador da expressdo génica em células
sanguineas (P<0,003), distribuidos em 16 blocos de desequilibrio de ligacdo em uma
sequéncia que engloba os genes FCN2, OLFM1 e COL5A1, além de FCN1 e varios
lincRNAs. Trinta e sete destes SNPs apresentaram escores Z mais elevados, dos quais
onze estdo sobrepostos a proteinas de ligacdao, e trés a RNAs ndo codificantes, em
dominios topoldgicos especificos da cromatina. Também se observou uma correlagao
negativa entre os niveis de expressao de FCN1 e seu gene vizinho, OLFM1, associados a
70 dos 406 SNPs, mas ndo houve correlacdo alguma entre a expressdo de FCN1 e do
seu gene pardlogo, a FCN2. Para FCN2, identificou-se apenas quatro SNPs, e para FCN3,
dois SNPs em uma regido de intensa atividade regulatéria. Para MBL2, foram
encontrados 9 SNPs em 6 blocos de DL, associados a regulacdo da expressdo deste
gene no figado. Tomados em conjunto, os resultados nos levam a sugerir um forte
papel regulatério da regido intergénica destes genes, contextualizado por interacdes
de longa distancia da cromatina que podem caracterizar importantes regides
intensificadoras da regulacdo génica. A partir dessa abordagem integrativa, foi possivel
priorizar SNPs que podem ser candidatos funcionais em um painel de referéncia para
futuros estudos de associacdo com foco em genes do complemento, em doencas
complexas.
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1. INTRODUCAO

Muitos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide
polymorphism) que contribuem para a variagao na expressao dos niveis de mRNA de
genes ja foram detectados no genoma humano (WESTRA, FRANKE et al., 2013). Mais
de 90% destas variantes, conhecidas como eQTLs (do inglés expression quantitative
trait loci), e de SNPs identificados em estudos de associagdao de amplitude genémica
(GWAS, do inglés Genome Wide Association Study), estdo localizados em regides nao
codificantes (MAHER, 2012), sendo provdvel que o mecanismo subjacente seja
regulatdrio. Abordagens de gendmica funcional tém fornecido informagcdes em volume
crescente, capazes de esclarecer os possiveis efeitos dos SNPs intronicos e intergénicos
associados a um fendtipo (RITCHIE et al., 2015). Estas abordagens sdao dadas por
recentes avanc¢os tecnoldgicos nos métodos de sequenciamento do genoma,
transcriptoma, metiloma e relacbes metabdlicas. Um objetivo essencial da analise
destes dados é a identificacdo de modelos eficazes que predizem caracteristicas e
resultados fenotipicos, elucidando importantes biomarcadores e gerando insights
sobre as bases genéticas de caracteristicas complexas. Entretanto, o sucesso na
compreensao do componente genético de fendtipos complexos tem sido modesto, e
ainda ha uma grande necessidade de estratégias avancadas e praticas de andlise para
aproveitar totalmente a utilidade destes dados de alto rendimento. Com a finalidade
de priorizar SNPs possivelmente causais, reduzindo o niumero de falsas associacoes e
ampliando hipdteses sobre o mecanismo regulatério subjacente as associagdes
encontradas com a expressdo génica, tém-se buscado a integracdo de dados,
combinando estudos gendmicos de associacdo, andlise de expressao génica, evidéncias
experimentais da atividade regulatdoria e o cendrio tridimensional da cromatina

(RITCHIE et al., 2015).

A imunidade inata envolve um conjunto de moléculas capazes de identificar
padroes moleculares associados a superficie de patégenos (PAMPs), distinguindo-os de
auto-antigenos, assim como, de um modo semelhante, reconhecer padrdes
moleculares associados a células apoptoticas (ACAMPs), os quais ndo sdo expostos em

células saudaveis (FRANC et al., 1999). Varias destas moléculas fazem parte do sistema
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complemento, que confere a primeira linha de defesa da imunidade inata, mas
também atua estimulando e orientando a resposta adaptativa (FEARON et al., 1996). O
complemento compreende mais de 35 proteinas plasmaticas e de membrana celular,
cuja ativacdo proteolitica promove a opsonizacdo e eliminacdo de patdgenos. Além
disso, estd envolvido na eliminagdo de substancias potencialmente perigosas, tais
como detritos celulares e células danificadas (MATZINGER, 2002). O processo de
ativacdao do sistema complemento se da por trés vias: classica, alternativa e das
lectinas . A via classica inicia-se pela ligacdo de Clqg a superficie de bactérias, na
proteina C reativa ou a complexos antigeno-anticorpo. A via alternativa é ativada pela
hidrdlise espontdnea de C3 ou pelo reconhecimento de PAMPs/ACAMPs pela
properdina (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010a). A via das lectinas, descrita mais
recentemente, é iniciada pela atividade proteolitica desencadeada pelas serinas
proteases (MASPs) associadas a lectina ligante de manose (MBL), colectina 11 ou as
ficolinas (FCN-1, FCN-2 e FCN-3), proteinas que também atuam como receptores de

reconhecimento de padrdes do tipo PAMPs e ACAMPs (PRRs) (BELTRAME et al., 2015).

Variagdes nas concentragdes circulantes das ficolinas e MBL ja foram associadas
a polimorfismos presentes na regido promotora e mutagdes estruturais dos genes
(BELTRAME et al., 2015; GARRED et al. 2009; BOLDT et al., 2006). A deficiéncia de MBL
estd associada a uma maior suscetibilidade a infec¢bes por virus, bactérias, fungos e
protozodrios, assim como a doengas autoimunes como a artrite reumatoide juvenil e
[Upus eritematoso sistémico. Por outro lado, niveis elevados de MBL s3ao mais
frequentes em certas doencas com intensa atividade inflamatdria, como a artrite
reumatoide de inicio tardio e febre reumatica (ADDOBBATI et al., 2015). No caso de
ficolina 2, baixos niveis circulantes da proteina foram associados com histdrico de
infec¢cOes respiratdrias repetitivas em criancas. Haplotipos associados a estes niveis
também foram associados a susceptibilidade a febre reumatica (MESSIAS-REASON et
al., 2009). Baixos niveis de ficolina 1 no soro foram recentemente associados com
enterocolite necrosante fatal em recém-nascidos, e uma variacdo no promotor distal
do gene, com susceptibilidade a artrite reumatoide (SCHLAPBACH et al., 2010; VAN
DER CRUYSSEN et al., 2007). A deficiéncia de FCN3 é causada por uma delecdo no exon

5, e reduz drasticamente a concentragdo sérica de ficolina 3 (GARRED et al., 2009).
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Apesar destes resultados, ndo se sabe ainda se os SNPs ndo codificadores associados
realmente alteram a expressdo dos genes investigados, ou se as associacdes
encontradas se devem a SNPs causais, em desequilibrio de ligagdo com os primeiros.
No presente trabalho, pretende-se ajudar a esclarecer esta questdo, por meio da
elaboracdao de uma abordagem integrativa de dados de gendomica funcional e de
genética de populacdes, sobre os polimorfismos ndo codificadores encontrados na

regidao genodmica que integra estes genes.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal.

Propor uma estratégia de selecdao de SNPs ndo codificadores, candidatos a uma
associacao causal com a expressao dos genes FCN1, FCN2, FCN3 e MBL2 da via das
lectinas do complemento, com base em anotacdes de gendmica funcional e em
padroes de desequilibrio de ligacdo (DL) entre estes SNPs, na populagdo

eurodescendente.

2.2 Objetivos especificos

a. ldentificar eQTLs listados em bancos de dados publicos online para FCN1, FCN2,
FCN3 e MBL2;

b. Identificar SNPs correlacionados aos eQTLs, devido ao DL em populacdes de
origem europeia;

c. Identificar as anotacbes de genOmica funcional correspondentes a cada
polimorfismo, disponiveis no banco de dados do projeto ENCODE (THE ENCODE
PROJECT CONSORTIUM, 2013);

d. Atribuir escores Z para sumarizar estas anotagdes;

e. Verificar se os escores Z médios diferem para eQTLs e SNPs selecionados e para
SNPs nao selecionados, numa mesma regido genémica;

f. Selecionar os SNPs com os maiores escores Z, dentre SNPs e eQTLs agrupados
de acordo com os padrées de DL e de sinal de escore, na populacdo

eurodescendente;
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g. Detalhar estes SNPs com base em dados de genética de populacdes e genbmica
funcional;

h. Avaliar possiveis associagdes fisicas entre estes SNPs e os dominios topolédgicos
da cromatina;

i. Gerar hipdteses sobre o mecanismo bioldgico subjacente as associacdes

identificadas.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sistema Complemento

O processo de ativacdo do sistema complemento compreende trés vias:
classica, alternativa e das lectinas (Figura 1). A via cldssica inicia-se pela ligagao de Clq
a superficie de bactérias, a proteina C reativa ou a complexos antigeno-anticorpo. A
via alternativa é ativada pela hidrdélise espontanea de C3 ou pelo reconhecimento de
PAMPs pela properdina. A via das lectinas é iniciada pela atividade proteolitica
desencadeada pelas serinas proteases (MASP-1 e MASP-2) associadas a colectinas
como a lectina ligante de manose (MBL) ou a ficolinas (FCN-1, FCN-2 e FCN-3), as quais
reconhecem padrdes de aglcares ou residuos acetilados, respectivamente, presentes
nos patégenos. Nesta via, além de realizar auto-ativacdo, MASP-1 ativa MASP-2, que
cliva C4 e C2 em C4b2b, formando a enzima C3 convertase (HEJA et al., 2012). A
cascata proteolitica desencadeada pelo processo de ativacdo permite uma grande
amplificacdo e rapidez da resposta inflamatdria, pois cada ativacdo de um elemento
pré-formado pode gerar, rapidamente, multiplas enzimas e complexos enzimaticos
ativados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008), sendo capazes de ativar células do sistema
imune para secretar citocinas proé-inflamatdrias, tais como o interferon (IFN) -y e o

fator de necrose tumoral (TNF) -a (REN et al., 2014).
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FIGURA 1 - As trés vias de ativacdo do complemento, proteinas envolvidas e produtos.

NOTA: Subsequente a ativagdo da via cldssica pela ligagdo de Clq na superficie de agente
ativador, Cl1s cliva C4, que se liga de forma covalente a superficie do patégeno, e em seguida,
cliva C2, levando a formacgdo do complexo C4b2a, a C3 convertase da via classica. A ativacdo da
via das lectinas ocorre através da ligacdo de oligdbmeros de MBL, oligbmeros de ficolina ou
heteromorfos de colectina (CL-K1 + CL-L1), complexados a homodimeros de serina-proteases
associadas a MBL-1 e 2 (MASP-1 e MASP-2, respectivamente), a varios grupos de hidratos de
carbono ou acetilados sobre a superficie de patégenos (PAMPs: padrdes moleculares
associados a patégenos). Como Cls, MASP-2 induz a formacdo da C3 convertase, C4b2a,
porém sua ativacdo é dependente de MASP-1. MASP-1 também cliva C2 e C3. A ativa¢do da via
alternativa depende de baixo grau de hidrdlise espontanea de C3 no plasma que leva a
formagdo de C3b. Este C3b liga o Fator B (homdlogo a C2) para formar o complexo C3bB. A
clivagem do Fator B pelo Fator D forma a convertase da via alternativa C3, C3bBb. A

properdina estabiliza este complexo. A C3 convertase cliva C3 m em fragmentos C3b, que se

ligam covalentemente ao lado do local de ativagdo do complemento (levando a opsonizagdo).

Esse processo amplifica a cascata e promove a fagocitose, bem como a resposta inflamatodria e
da imunidade adaptativa. Além disso, ha a formacdo da C5 convertase que leva a clivagem de

C5 em C5a e C5b e a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC). C5a atua como
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uma potente anafilotoxina e C5b forma um complexo com C6 e C7, o qual é inserido na
membrana celular. Posteriormente, moléculas de C8 e C9 (80 x 55 A) ligam-se a este complexo,
resultando em um complexo de ataque a membrana (C5b-9). As trés vias convergem para esta

via terminal comum, culminando com a lise celular e morte (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

FONTE: BELTRAME et al., 2015.

3.2 MBL e FCNs: moléculas iniciadoras da via das lectinas do complemento

A MBL reconhece oligossacarideos como a manose e a N-acetil-D-glicosamina
(GIcNAc) na superficie de microorganismos, ativando a via das lectinas do
complemento, atuando como opsonina e mediando fagocitose. A estrutura molecular
da MBL é caracterizada pela presenca de uma sequéncia similar a do colageno,
correspondente ao sitio de ativacdo do complemento, e um dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD), através do qual a MBL interage com os
diferentes microorganismos. A MBL humana é composta por oligbmeros de até 6
subunidades, sendo cada mondmero formado por 3 cadeias polipeptidicas idénticas
que ddo origem a 3 sitios de CRD na regido C-terminal (cdlcio-dependente). Na regido
N-terminal, as cadeias interagem através de pontes dissulfeto formando o sitio de
reconhecimento colagenoso (DOMMET et al., 2006). A concentracdo sérica de MBL é
profundamente afetada por muta¢des estruturais no gene, sendo também
influenciada por polimorfismos na regido promotora (BOLDT et al., 2006). Na regido
promotora, foram identificadas pelo menos trés mutacdes pontuais que influenciam os
niveis circulantes de MBL (figura 2). Estes polimorfismos estdo associados a uma maior
suscetibilidade a infec¢Ges por virus, bactérias, fungos e protozoarios (DOMMET et al.,
2006), afetando inclusive a resposta ao tratamento contra a infec¢do por virus da
hepatite C (ALVES PEDROSO et al., 2008). A deficiéncia de MBL tem um possivel efeito
protetor contra infeccdes por organismos intracelulares como o Mycobacterium
leprae, que se utilizam de C3 ativado e receptores para C3b para infectar o hospedeiro

(MESSIAS-REASON et al., 2007).



15

i |

= £
= v
Z 5

MBL Col CRD
N—. B
M . <) bt o
Qo 7 £ 53
27 8 2 z4%

FIGURA 2 - Estrutura génica, polimorfismos do gene MBL2 e relagdo com os dominios da

proteina.

LEGENDA: Exons estdo representados pelas caixas coloridas. Exon 0 é ndo traduzido. MBL —
lectina ligante de manose, Col — colageno, CRD — Dominio de reconhecimento de carboidrato.

FONTE: modificado de BELTRAME et al., 2015.

Nos seres humanos, ha trés tipos de ficolina: ficolina-1 (M-ficolina), ficolina-2
(L-ficolina), e ficolina-3 (H-ficolina ou antigeno Hakata). Assim como MBL, a ficolina-2
tem a habilidade de ativar a via das lectinas do complemento apds o reconhecimento
de GIcNAc, mas também de acido lipoteicoico (componente de parede celular de
bactérias Gram-positivas e de grupos acetilados na superficie de patdgenos como
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus). Além disso, ficolina-2 participa
na eliminagao de debris celulares e esta envolvida na gravidade da nefropatia por IgA
(THIEL e GADJEVA, 2009a). Também é capaz de se ligar a glicoproteina E1 do virus da
hepatite C (HCV), possivelmente contribuindo para eliminacdo do patégeno (ZHAN;
ZHANG, 2007). O gene FCN2 contém oito exons e é polimérfico (figura 3). VariacGes
nas concentracdes circulantes de FCN-2 ja foram associadas com a presenca de 3
polimorfismos na regido promotora, rs3124952, rs3124953 e rs17514136 (-986 A>G, -
602 A>G, -4 A>G) e um polimorfismo no exon 8, rs7851696 (+6424 G>T Ala258Ser, G>C
Ala258Pro). Hapldétipos compostos por polimorfismos do promotor estdo associados a
baixos niveis circulantes da proteina, os quais foram associados com infecg¢des

respiratorias repetitivas em criancas (STENGAARD-PEDERSEN et al., 2003). Hapldtipos
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responsdveis por niveis normais desta proteina no plasma foram associados com a
resisténcia a hanseniase (MESSIAS-REASON et al., 2009). Também tem sido relatado
que a ficolina-2 pode contribuir para a progressdao da nefropatia pela imunoglobulina
IgA (ROQS et al., 2006) e que os polimorfismos do promotor podem influenciar na
recorréncia da doenga de Behcet entre os portadores da variante de suceptibilidade
HLA*B51 (CHEN et al.,, 2006). Um polimorfismo do promotor (rs17514136) foi
associado a manifestacdo mais grave de lupus eritematoso, em cujas lesdes é
observada elevada deposicdo de produtos da ativacdo do complemento (ADDOBBATI

etal., 2015).
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FIGURA 3 - Estrutura génica, polimorfismos do gene FCN2 e relagdo com os dominios da

proteina.

LEGENDA: Exons estdo representados pelas caixas coloridas. Col — colageno, FBG — Dominio de
fibrinogénio.

FONTE: modificado de BELTRAME et al., 2015.

Ao contrario de MBL, FCN-2 e FCN-3, que sdo proteinas séricas, FCN-1 (também
conhecida como ficolina-M) é expressa em células mononucleares fagociticas, atuando
como receptor de superficie para patdégenos. Existem evidéncias de que FCN-1, assim
como FCN-2, interagem com carboidratos de diferentes tipos de bactérias e que FCN-1
aumenta a fagocitose desses microorganismos por mondcitos (HONORE et al., 2007).
Tanto FCN1 quanto FCN2 estdo localizados em 9q34. O gene FCN1 contém nove exons

(Figura 4). A sequéncia de aminoacidos de FCN-1 apresenta cerca de 80% de
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homologia com a de FCN-2. Haplétipos do promotor também foram recentemente
associados com a regulacdo dos niveis desta proteina (MUNTHE-FOG et al., 2012). Os
SNPs rs10120023 e rs10117466 (-542A-144C, respectivamente) apresentaram efeito
protetor contra a hanseniase em Euro-brasileiros, e uma tendéncia para associacdo
positiva da variante rs17039495 (-399A) foi detectada em afro-brasileiros (BOLDT et
al., 2013). Em pacientes com artrite reumatoide inicial, niveis plasmaticos elevados de
ficolina 1 foram correlacionados com um aumento na gravidade da doencga, enquanto
niveis baixos servem como preditor de remissdo da doenca (AMMITZOLL et al., 2013).
Como se trata de um assunto bastante recente, o impacto do polimorfismo de FCN1

em doencas humanas ainda foi pouco explorado.
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FIGURA 4 - Estrutura génica, polimorfismos do gene FCNI1 e relagdo com os dominios da

proteina.
LEGENDA: Exons estdo representados pelas caixas coloridas. Exon 1 ndo é traduzido. Col —

colageno, FBG — Dominio de fibrinogénio.

FONTE: modificado de BELTRAME et al., 2015.

A concentracdao média da ficolina 3 (também conhecida como ficolina-H) no
soro é de cerca de 18,4 pg/ml (KRARUP et al., 2005), comparado a 3,7 pg/ml para
ficolina 2 (KILPATRICK et al., 1999), variando em até 10 vezes (3-54 pg/ml) (MUNTHE-
FOG et al., 2008). O gene FCN3 (Figura 5) ocorre em 1p35.3, é altamente conservado e
apresenta cinco substituicdes ndo sinGnimas, com frequéncias abaixo de 5%:
p.Leul2Val, p.Leul17fs. Esta ultima produz uma proteina truncada, sem capacidade de
ativacdo do complemento, e estd associada com infec¢bes repetitivas (HUMMELSHOJ

et al. 2008; MUNTHE-FOG et al., 2008).
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FIGURA 5 - Estrutura génica, polimorfismos do gene FCN3 e relacdo com os dominios da

proteina.

LEGENDA: Exons estdo representados pelas caixas coloridas. Exon 1 ndo é traduzido. Col —
colageno, FBG — Dominio de fibrinogénio.

FONTE: modificado de BELTRAME et al., 2015.

Na circulagdo, a MBL e as ficolinas sdo encontradas formando um complexo
com quatro proteinas relacionadas estruturalmente, as serina proteases associadas a
MBL (MASPs) 1, 2 e 3, MAp44 e MAp19, sendo que estas duas ultimas sdo versdes
truncadas de MASP-1 e MASP-2, respectivamente.

3.2 eQTLs (expression quantitative trait loci)

Desde a conclusdo do Projeto Genoma Humano (LANDER et al., 2001) até a
finalizacdo do Projeto 1000 Genomas (1000 Genomes Project Consortium et al. 2015),
acumulou-se uma riqueza de conhecimento sem precedentes sobre as variagdes da
sequéncia do DNA humano. Contudo, muito pouco deste conhecimento foi traduzido
para a compreensdo de doencas humanas. O mapeamento de loci que podem
influenciar a expressdo génica (eQTL) é uma das abordagens mais promissoras para
preencher esta lacuna (COOKSON et al., 2009). Em termos praticos, o ponto de partida
para o mapeamento de eQTLs é a medicdo da expressao global de genes numa célula
ou tecido alvo, provenientes de varios individuos. Esta informacdo é o substrato para
investigar os efeitos de polimorfismos sobre a expressdo de genes (COOKSON et al.,

2009). O uso da tecnologia de microarranjos e RNA-seq para medir a expressdo de
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milhares de genes simultaneamente, tem sido a principal forga motriz para o

mapeamento sistematico de eQTLs (BREM et al., 2002; SUN e HU, 2013).

Os eQTLs sao separados na literatura entre cis ou trans, dependendo da
distancia fisica entre o gene que regulam. Convencionalmente, as variantes dentro de
1 Mb (megabase) do gene sdao chamados cis-eQTLs, enquanto aquelas a 5 Mb ou mais,
ou em um cromossomo diferente, sdo considerados trans-eQTLs. Enquanto os cis-
eQTLs sdo encontrados com mais frequéncia no genoma humano, trans-eQTLs s3ao

mais raros (NICA; DERMITZAKIS, 2013).

3.3 Genbmica Funcional

Enquanto a gendmica se concentra nos aspectos estaticos do genoma, por
meio do sequenciamento do DNA, a gendmica funcional se concentra no estudo dos
mecanismos envolvidos na regulacdo da transcricdo génica e da traducgao, incluindo
aspectos relacionados com a funcdo do genoma e sua variacdo, tais como andlise das
mutagdes, bem como as medidas da atividade molecular, com o objetivo de entender
a relagcdo entre o genoma de um organismo e seu fendtipo. O termo “genémica

III

funcional” ja foi descrito como "o estudo da funcdo do genoma completo, incluindo
genes e elementos ndo-génicos, bem como acidos nucleicos e proteinas codificadas

pelo DNA" (PEVSNER 2009).

Historicamente, cada tipo de dado tem sido considerado de forma
independente ao se olhar para as relacdes com os processos bioldgicos. De fato, a
maior parte da etiologia genética de caracteristicas complexas ainda permanece sem
explicacdo, o que pode ser, ao menos em parte, devido ao foco em estudos com dados
Unicos e restritivos. Varias abordagens foram desenvolvidas para identificar as
variantes que sdo capazes de desempenhar um papel bioldgico importante, mas a
maioria concentra esforcos na interpretacio de SNPs em regides transcritas
(ADZHUBEI et al., 2010), os quais podem alterar os cddons do DNA, que por sua vez
podem levar a alteracdo de um aminodcido, da estrutura e funcdo da proteina. No
entanto, a grande maioria dos SNPs identificados em associacdo a alguma doenca
estdo localizados em regides ndo transcritas, sendo provavel que o mecanismo

subjacente seja regulatério (MAHER, 2012). Por esta razdo, abordagens genOmicas



20

sistémicas tém sido desenvolvidas e crescentemente utilizadas (RITCHIE et al., 2015),
permitindo alcancar respostas para um interrogatério mais completo e informativo
sobre as associacGes gendtipo-fendtipo, do que uma andlise que utiliza apenas um
Unico tipo de dado. Ao se combinar varias camadas de dados, pode-se compensar a
informacao restritiva ou pouco confidvel de dados isolados, pois multiplas fontes de
evidéncias que apontam para o mesmo sentido sdo menos propensas a levar a falsos
positivos. O modelo biolégico completo s6 é susceptivel de ser descoberto se os
diferentes niveis de regulacdo genética forem considerados em uma andlise integrada
e robusta. Incluir a referéncia aqui (ndo lembro de ter uma referencia para isso...

procurei e ndo achei... acho g eu sou a referencia hahahaha)

A amplitude de dados a respeito das variagGes genéticas e suas relagdes tem
aumentado exponencialmente. Atualmente, muitos projetos visando a identificacdo
sistematica de elementos funcionais em grande escala estdao em vigor, gerados a partir
de uma combinacdo de ensaios bioquimicos seguidos de sequenciamentos completos
do genoma, do transcriptoma, metiloma e relacdes metabdlicas (COOPER; SHENDURE,
2011). Os estudos que geram esses dados sao realizados pelos consércios responsaveis
pela “Enciclopédia de elementos regulatérios do DNA” (The ENCODE Project
Consortium, 2013), pelo projeto “Anotacdo funcional do genoma mamifero”
(FANTOMS5) (FORREST et al., 2014), “Projeto 1000 Genomas” (1000 Genomes Project
Consortium, 2010) e pelo “Mapa rodoviario do epigenoma” (Roadmap Epigenomics
Consortium, 2015). Os estudos forneceram dados para as anotag¢des funcionais do
genoma, incluindo acetilacdo das histonas e metilacdo, estados de segmentacdo da
cromatina, os locais de hipersensibilidade a DNase, locais de ligacdao de fatores de
transcricdo, sequéncias conservadas de intensificadores e silenciadores de transcricdo.
Esses recursos foram disponibilizados ao publico através de navegadores da web, tais
como o navegador UCSC (KENT et al., 2009) e Ensembl Genome (FLICEK et al., 2014).
Um objetivo essencial da andlise destes dados é a identificacdo de modelos eficazes
que predizem caracteristicas e resultados fenotipicos, elucidando importantes
biomarcadores e gerando novas hipdteses sobre as bases genéticas de caracteristicas

complexas (RITCHIE, M. D., et al., 2015).
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O sucesso na compreensdo da arquitetura genética e gendmica de fendtipos
complexos tem sido modesto, entretanto, métodos para identificacdo de SNPs que se
sobrepdem a elementos reguladores ja tém sido utilizados com sucesso para
identificar loci especificos que tém um papel funcional (JARINOVA et al., 2009;
LANDERS et al., 2009 ). Em um estudo recente onde foram analisados 5.694 SNPs
presentes no catalogo de GWAS, associados a 470 fendtipos, constatou-se que 44,8%
de todos os SNPs se sobrepdem a algum elemento regulatério, 13,1% estdo
sobrepostos por mais de um tipo de elemento funcional, 4,7% se sobrepdem a regides
codificantes, 3,1% se sobrepdem em parte a um exon ndo codificante, 36,3% se
sobrepdem a um pico de DNAase | em pelo menos uma linha celular, e 19,9% se
sobrepdem a pelo menos uma das proteinas de ligacdo avaliadas em algum tipo celular

(SCHAUB et al., 2012).

3.4 Projeto ENCODE

O Projeto ENCODE consiste em uma enciclopédia de pesquisa publica que visa
identificar e integrar todos os elementos funcionais do genoma humano. O projeto
envolve um consdrcio mundial de grupos de pesquisa, cujos dados gerados podem ser
acessados através de bancos de dados publicos, e destina-se como um recurso
abrangente para permitir que a comunidade cientifica compreenda melhor como o
genoma pode afetar a saide humana (BERNSTEIN, 2012). Tomados em conjunto, estes
dados mostram as regides genbmicas que sdo transcritas em RNA, quais as regioes
mais provaveis de exercer controle sobre os genes em diferentes tipos celulares, e as

regides que estdo associadas com uma grande variedade de proteinas reguladoras.

Os ensaios primarios utilizados no ENCODE sao ChlP-seq (imunoprecipitacdo da
cromatina seguida por sequenciamento), ensaios de deteccdo de sitios com
hipersensibilidade a DNase |, RNA-seq (sequenciamento de RNA) e ensaios de
metilacdo do DNA. A técnica de ChiP-seq é utilizada para identificar a localizacdo das
interacGes entre proteinas e o DNA, como fatores de transcricdo, histonas e seus
fatores de modificacdo. Experimentos ChlIP-seq ja foram conduzidos para um total de
119 fatores de transcricdo e outras proteinas de ligacdo ao DNA. A técnica consiste na

geracao de reacgdes cruzadas entre o DNA e as proteinas associadas, seguida pela
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guebra do DNA por sonicacdo e da imunoprecipitacdao dos complexos de DNA-proteina
de forma seletiva, utilizando-se o anticorpo especifico para a proteina reguladora de
interesse. Em seguida, os fragmentos de DNA associados a estas proteinas sdo
purificados e sequenciados para identificar o local de interacdo da proteina in vivo.
Atualmente, um total de 147 tipos celulares ja foram estudados, utilizando-se uma

ampla variedade de ensaios experimentais (The ENCODE Project Consortium 2013).

De acordo com os ultimos dados do ENCODE, aproximadamente 90% dos SNPs
do genoma humano sdo encontradas fora das regides codificadoras de proteinas
(MAHER, 2012). Além disso, tem sido descrito que 80,4% do genoma possui a0 menos
um papel funcional em algum tipo de célula, seja através de um transcrito de RNA,
fatores de transcricdo ou modificacdo de cromatina. Também foi demonstrado que
99% do genoma encontra-se dentro de um raio de no maximo 1,7 kb de pelo menos
um dos eventos bioquimicos identificados pelo ENCODE (BERNSTEIN et al., 2012).
Estes resultados demonstraram que a regulacdo génica é muito mais complexa do que

se acreditava anteriormente (PENNISI, 2012).

3.5 InteragGes topoldgicas da cromatina

A organizacao espacial do genoma humano é conhecida por desempenhar um
papel importante no controle da regulacdo génica (BICKMORE, 2013). A descoberta de
uma organiza¢ao tridimensional formada por dominios topolégicos como blocos de
construcdo arquitetonicos nos cromossomos metazoarios (LIEBERMAN et al, 2009),
aumentou a compreensao sobre a estrutura e fungdo do genoma. Essa nova camada
de organizacdo do genoma de grande escala fornece insights sobre a maneira pela qual
elementos regulatérios poderiam interagir entre longas distancias, levando
intensificadores distantes a uma estreita proximidade do gene, influenciando na sua

regulacdo.

A primeira técnica de deteccdo de interagBes cromossOmicas (3C) e suas
adaptacGes posteriores (4C, 5C e 6C) eram limitadas a escolha de um locus alvo
especifico de cada vez para estudo, tornando os estudos gendmicos inviaveis. A
técnica Hi-C (Figura 6) permitiu a avaliacdo de interacbes cromossOmicas em larga

escala, compreendendo todo o genoma (LIEBERMAN et al., 2009).
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FIGURA 6 — Técnica Hi-C.

NOTA: As células sdo tratadas com formaldeido, resultando em ligacGes covalentes entre
segmentos proximos da cromatina (fragmentos de DNA: azul e vermelho; proteinas, que
podem mediar tais interagdes azul claro). A cromatina é digerida com uma enzima de restricdo
(Hindlll). As extremidades coesivas resultantes sdo preenchidas com nucleotideos, um dos
quais € biotinilado (ponto roxo). Desta forma, os locais de restricdo de Hindlll sdo perdidos e
repostos por sitios reconhecidos por Nhel. O DNA purificado é cortado, e jung¢ées biotiniladas
sdo isoladas utilizando esferas de estreptavidina. Os fragmentos que interagem sdo

identificados por sequenciamentos e emparelhados para a constru¢do da matriz.
FONTE: VAN BERKUM et al., 2010.

Atualmente, o mecanismo organizador dos dominios topolégicos melhor
caracterizado envolve as interacdes de longo alcance mediado por proteinas isoladoras
CTCF (“CCCTC-binding factor”, uma proteina de dedos de zinco) e do complexo de
coesinas, necessdrio para a coesdo da cromatina (PHILLIPS-CREMINS et al., 2013).
Juntos, CTCF e coesinas exercem seus efeitos sobre a formacdo ou estabilizacdo das
alcas de cromatina de longo alcance (RUDAN et al., 2015). Locais com fortes
intensidades de ligacdo ao CTCF sdo altamente conservados entre diferentes espécies,
enquanto que sitios de ligacdo de baixa intensidade apresentam mais variagdes nos
motivos de ligacdo (RUDAN et al., 2015). Polimorfismos associados a alguma doenca

por GWAS ocupam preferencialmente regides de interacdes da cromatina, revelando a
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importancia das interagdes topoldgicas na manutenc¢do do fendtipo (ROLAND et al.,

2014).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Para a andlise de desequilibrio de ligacdo entre os SNPs selecionados, foram
utilizados os dados de genotipagem disponiveis no banco de dados do projeto HapMap
para a populacdo CEU (euro-descendente do estado de Utah, com amostra composta
por 60 individuos) e no banco de dados do projeto 1000 Genomes para a populagado
europeia (EUR), composta pela reunido das seguintes subpopulacdes: GBR (britanica,
com amostra composta por 94 individuos), IBS (ibérica, com amostra composta por
107 individuos), FIN (finlandesa, com amostra composta por 100 individuos), TSI
(toscanos da Italia, com amostra composta por 110 individuos) e CEU (com amostra

composta por 103 individuos).

4.2 Recursos e Dados

4.2.1 Polimorfismos

Para este estudo, foram selecionados SNPs que se encontram em regides nao
codificantes, intronicas e intergénicas, de genes da via das lectinas do complemento
(FCN1, FCN2, FCN3 e MBL), os quais estdo associados com a variacdo da expressao
destes genes (eQTLs), ou em DL com estes. Para estes SNPs, foi realizada uma andlise
integrativa multi-etapa de genética de populagdes e gendmica funcional, para anota-
los de acordo com o desequilibrio de ligacdo e com os elementos investigados no
projeto ENCODE e verificar se sao, de fato, os mais provaveis a influenciar a regulacado
génica nessas regides, além de gerar hipdteses sobre o mecanismo subjacente a essas
associacdes. Os eQTLs foram coletados a partir do banco de dados Blood eQTL browser

(WESTRA., FRANKE., et al., 2013) (http://genenetwork.nl/bloodeqtlbrowser/) e GTEX

portal (GTEx Consortium, 2013) (http://www.gtexportal.org/home/).
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4.2.2 Anotagdes Funcionais

Os dados de elementos reguladores foram coletados a partir do HaploReg v4
(atualizado em 05/11/2015) (WARD; KELLIS, 2012), uma ferramenta para explorar
anotagdes funcionais provenientes do projeto ENCODE. Foram utilizados dados de
modificacdo de histonas, sitios de hipersensibilidade a DNAse (regides de cromatina
aberta), estado de segmentacdo da cromatina (promotores, intensificadores,
insuladores e regides de transcricado) e ligacdo de fatores de transcri¢cdo. Para visualizar
esses dados de forma integrada, foi utilizada a ferramenta da web UCSC Genome

Browser (http://genome.ucsc.edu) (KENT et al., 2009).

4.2.3 Testes de desequilibrio de ligacao

A hipdtese de desequilibrio de ligagdo (DL) entre os eQTLs selecionados foi
testada com o programa HAPLOVIEW v.4.2
(http://broadinstitute.org/haploview/haploview) (BARRETT et al., 2005), a partir dos
dados do projeto HapMap para a populagao eurodescendente do estado de Utah
(USA). A mesma hipétese foi avaliada entre as variantes dos eQTLs selecionados e os
SNPs genotipados pelo projeto 1000 Genomes (1000 Genomes Project Consortium,
2010) para a populagdao europeia como um todo, utilizando a ferramenta online

HaploReg v4 (WARD; KELLIS, 2012).

4.2.4 Analises estatisticas e construcdo dos graficos

Para as analises estatisticas e construgao de graficos, foi utilizado o programa R
versdo 3.2.2 (https://www.r-project.org), usando os testes de Wilkoxon-Mann-

Whitney/ Kruskal-Wallis, uma vez que a distribuicdo dos valores Z ndo é paramétrica.

Para gerar os graficos da topologia da cromatina, foi utilizado o programa
Juicebox (http://www.aidenlab.org/juicebox/) (SUHAS et al., 2014), o qual gera uma
matriz de visualizacdo dos dados de Hi-C, uma técnica de captura tridimensional da
cromatina, para as linhagem celulares linfoblastoide (GM12878, in situ Mbol,

primary+replicate) e fibroblastos de pulmao (IMR90, in situ+combined).
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4.3 Construgdo dos escores Z e selegao dos SNPs

O escore Z é um valor relativo a propor¢ao de elementos funcionais
sobrepostos a um certo SNP. Portanto, permite inferir o grau com que a variante
pesquisada afeta a expressao de um gene. A construgdo destes escores foi baseada no
conceito simples de construcdo de um ranking, onde cada variante é pontuada de
acordo com a sua frequéncia de sobreposicao a diferentes elementos funcionais
anotados no ENCODE, como regides de modificacdo de histonas, sitios de
hipersensibilidade a DNAse (regides de cromatina aberta), estado de segmentagdo da
cromatina (promotores, intensificadores e insuladores), ligacdo de proteinas e motivos
de ligacdo a fatores de transcricdo. De forma simples, cada anotacdo funcional por
linhagem celular somou 1 peso ao escore. Foram analisadas todas as 147 linhagens
celulares disponiveis no ENCODE. Para detectar enriquecimento funcional dos SNPs e
gerar escores para tecidos especificos, os dados foram filtrados no Excel.
Posteriormente, os escores foram normalizados em escores Z, utilizando o programa

de estatistica R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

Um grande desafio na interpretacdo dos resultados de estudos de associacdo
vem do assim chamado “efeito carona”, ou seja: do fato de que as associacdes
encontradas possam ser devidas a outras variantes, em desequilibrio de ligagdo com as
pesquisadas. Em outras palavras, as variantes associadas ao fendtipo podem ndo
apresentar efeito funcional sobre o mesmo, mas por sua vez, variantes em
desequilibrio de ligacdo podem revelar-se funcionalmente significativas. No caso das
eQTLs, pode-se comparar os escores Z de SNPs que ocorrem em blocos de DL,
refinando os resultados e restringindo o nimero de possiveis associa¢des verdadeiras.
Os SNPs com os maiores escores Z em cada bloco de desequilibrio de ligacdo, além dos
SNPs sobrepostos a fatores de transcricdio em linhagem celular especifica e os SNPs
sobrepostos a algum RNA ndo codificante (microRNAs e RNAs longos ndo codificantes)

foram selecionados como os mais provaveis de desempenhar papel funcional.

4.4 Fluxograma do trabalho

A selecdo de SNPs funcionais foi atingida por meio de etapas sequenciais com o

propdsito de triagem, integracdo e visualizacdo dos dados de forma informativa (figura
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7). E importante ressaltar que ainda n3o existe um método padronizado para predizer
com precisdo as associacoes verdadeiras sem a necessidade de experimentos in vitro,
pois os mecanismos de regulacdo para a expressdo destes genes ainda sao
desconhecidos. Esta andlise in silico tem o viés de priorizar variantes detectadas nas
regides mais enriquecidas com elementos funcionais, baseando-se no pressuposto de

gue estas sdo as mais provaveis de desempenhar um papel sobre o fenétipo.

Iniciamos com a selecdo dos SNPs relacionados como eQTLs dos genes em
estudo, a partir dos bancos de dados Blood eQTLs browser (WESTRA et al., 2013) e
GTEX (GTEx Consortium, 2013). Em seguida, avaliou-se a possibilidade de desequilibrio
de ligacdo entre os mesmos, possibilitando detectar variantes causais ligadas em
haplétipos. O préximo passo consistiu na avaliagdo das anotacdes de gendmica
funcional para cada SNP, atribuindo o valor 1,0 a cada elemento sobreposto ao SNP,
para a construcdo de um escore. Neste trabalho, o escore ndo foi ponderado, sendo

somado apenas 1 para cada anotacao, por tipo celular.

As anotac¢bes foram triadas por tecidos especificos, para restringir as andlises
ao tecido onde foram detectadas as associagdes com expressao génica, reportadas na
literatura. No caso de um grande numero de variantes associadas localizadas
proximamente, os SNPs foram testados para avaliar se estdo mais enriquecidos com
elementos funcionais, quando comparados aos SNPs em entorno e no mesmo

perimetro do bloco de DL.
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FIGURA 7 - Fluxograma para a selecdo de polimorfismos capazes de alterar a regulacdo génica.

Por fim, os SNPs selecionados como principais candidatos funcionais foram
analisados individualmente e de forma integrativa, a partir do cenario regulador da
regido gendbmica em foco. Quando as associacdes estdo localizadas a longas distancias
da regido promotora, podem estar envolvidas na formacdo de alcas na cromatina.

Estas interacdes foram visualizadas através da comparagcdo com matrizes da topologia
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do DNA, geradas por técnicas de captura da conformacao tridimensional da cromatina,
e pela presenca de CTCF (do inglés CCCTC-binding factor) nestas regides, a principal
proteina de liga¢do caracterizada por mediar a formagado de dominios topoldgicos. Os
SNPs detectados em regides de interacdo da cromatina sdo mais provaveis a interferir

na atividade de intensificadores da transcri¢do.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados para FCN1

Foram analisados 188 cis eQTLs associados a expressdao do gene FCN1 em
células sanguineas (APENDICE A) (WESTRA et al., 2013), localizados em um perimetro
de 382.674 pares de base (pb) ao entorno de FCN1, a partir do exon 2 do gene COL5A1
(collagen, type V, alpha 1) até o exon 1 do gene OLFM1 (olfactomedin 1) (9934.3). Do
total, 112 eQTLs (60%) regulam positivamente a expressao de FCN1 (escore Z positivo)
e 76 (40%), negativamente (escore Z negativo). Também foram encontrados 83 eQTLs
para FCN1, a partir do banco de dados GTEX (GTEx Consortium, 2013), todos incluidos
entre os 188 eQTLs do banco de dados Blood eQTL browser (WESTRA et al., 2013).

Os haplétipos com os eQTls detectados por Westra e colaboradores (2013)
foram construidos com referéncia aos dados do projeto HapMap (THE INTERNATIONAL
HAPMAP CONSORTIUM, 2010) para uma populacdo eurodescendente, utilizando-se o
programa Haploview (BARRETT et al., 2005). Contudo, os dados deste projeto estdo
desatualizados quanto ao numero de variantes, ndo representando o total dos SNPs
em DL, para cada bloco. Para ajustar os blocos em DL aos dados atuais, os eQTLs foram
testados para DL com outros SNPs avaliados no projeto 1000 Genomes (1000
GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2010) para a populacdo europeia, obtendo-se mais
218 SNPs em DL com os 188 eQTLs (r?>0,8), totalizando 406 SNPs. Este passo é
necessario para ndo deixar de analisar possiveis SNPs candidatos a desempenhar um

papel no fendtipo.

Embora os 188 eQTLs estejam estatisticamente associados a variagGes
quantitativas do mRNA de FCN1, ainda ndo se tem evidéncias diretas de que

interfiram, de fato, na expressdo génica. Tais SNPs podem ndo apresentar efeito
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funcional, mas por sua vez, as 218 variantes em desequilibrio de ligacdo com estes,
podem revelar-se funcionalmente importantes. Isso torna dificil identificar, com
precisdao, os SNPs que tém uma ligacao bioldgica com o fendtipo. Para contornar este
problema, os eQTLs e SNPs ligados a estes foram agrupados pela sua localizacdo
gendmica e grau de DL nas populagdes europeias investigadas pelo projeto HapMap e

1000Genomes. Em seguida, foi possivel comparar os valores Z, por bloco de DL.

A regido investigada apresenta 16 blocos de DL na populacdo europeia (figura
8.b). Cada um destes blocos foi associado a um ou mais de 24 agrupamentos de eQTLs
com escores Z, positivos ou negativos (figura 8.a). Presumindo-se que cada
agrupamento contenha ao menos um SNP funcional, e que os demais SNPs estejam
associados a expressao, unicamente devido ao DL com este, assume-se que, dentre os
188 eQTLs distribuidos nos 24 agrupamentos, existam no minimo 24 SNPs funcionais
influenciando o fenétipo. Alguns eQTLs que ndo foram encontrados em desequilibrio

de ligacdo com outros SNPs, foram avaliados separadamente.
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FIGURA 8 - Separacdo dos eQTLs em agrupamentos, de acordo com o escore Z e grau de

desequilibrio de ligagao.

NOTA: Os valores de Z apresentaram o mesmo sinal (valor Z semelhante) para os SNPs, em
cada bloco de DL. A partir deste resultado, foram separados 24 agrupamentos de eQTLs. Oito
agrupamentos com valores positivos de Z estdo sobrepostos a agrupamentos com valores

negativos de Z, no LD plot em “b”.

LEGENDA: a) pontos vermelhos: Z escores positivos (associados com a ativacdo do gene);
pontos azuis: Z escores negativos (associados com a repressao da expressdo génica); b) tons de
rosa = LOD22 e D’<1; vermelho = LOD>2 e D’=1 desequilibrio de ligacdo absoluto; branco =

D’=0 sem desequilibrio de ligagcdo (LOD =Log of the likelihood odds ratio score).

FONTE: a) o autor; b) Programa Haploview versdo 4.2, com a populagédo euro-descendente do

estado americano de Utah (BARRETT et al., 2005).
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5.1.2 Anotagdes funcionais

Os SNPs foram avaliados para a sobreposicdo a elementos reguladores
detectados no projeto ENCODE. A partir disso, foram construidos os escores. Cerca de
396 dos 406 SNPs apresentaram-se sobrepostos a algum traco funcional detectado em
pelo menos uma linhagem celular, e 11 localizados sobrepostos a um sitio reconhecido
por uma proteina de ligacdo ao DNA.

Para averiguar se os 406 SNPs estdo mais enriquecidos para fatores
reguladores, em comparagdo com os SNPs em entorno, comparou-se as médias dos
seus escores com as dos demais SNPs, localizados no mesmo perimetro da regidao
cromossOmica investigada (6788 SNPs em 382.674 pb). Isto foi feito para dois
diferentes tipos de escores: (1) escores obtidos com base na frequéncia de
sobreposicdo dos SNPs aos elementos funcionais anotados em todas as linhagens
celulares analisadas no projeto ENCODE, e (2) escores obtidos com base apenas nas
anotacdes em linhagens celulares de células sanguineas (APENDICE A). A média dos
escores do tipo (1) foi maior para o grupo de 6788 SNPs, exceto para proteinas
reguladoras. J& o grupo incluindo apenas os 406 SNPs apresentaram médias muito
superiores para linhagens sanguineas excetuando-se as proteinas reguladoras e
motivos de ligacdo (para os quais ndo ha especificidade reconhecida) (tabela 1). Os
eQTLs e SNPs em DL para FCN1 estdo mais concentrados em regides enriquecidas para
elementos funcionais em células sanguineas (figura 9.a). Embora estas regioes também
sejam ocupadas pelos demais SNPs, estes ultimos também estdo concentrados em
outras regides de regulacdo génica, que parecem especificas de outras linhagens
celulares (figura 9.b). Este resultado era esperado, uma vez que a maior parte dos
eQTLs avaliados para FCN1, regulam sua expressao em células sanguineas, sendo este

gene sabidamente expresso em mondcitos e neutrdfilos (GARRED et al., 2009).
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TABELA 1 — Média dos escores em cada varidvel de anotac¢des funcionais do projeto ENCODE.

Valores médios de Z Células sanguineas

eQTLs # Demais SNPs eQTlLs # Demais SNPs

P P

N= 406 N= 6788 N= 406 N= 6788
Estados da Cromatina 5,12 6,15 0,0046 1,62 0,98 2,94E-05
Marcagoes da Cromatina 26,06 34,31 0,002 4,41 2,55 1,59E-06
DNAse 1,24 1,49 0,0851 0,27 0,18 0,00285
Proteinas reguladoras 0,32 0,53 0,342 0,12 0,11 0,9486
Motivos de ligacdo 3,59 3,93 0,0895 * * *
Total + Desvio-padrdo 36,33+3,16 46,41+4,22 0,0224 9,26+1,38 5,58+1,16 8,98E-05

NOTA: utilizou-se o Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon para avaliar a diferenca entre os escores obtidos usando os dados derivados de todas as linhagens
celulares estudadas pelo ENCODE (“Total de linhagens celulares”) e os restritos a células sanguineas, para os 406 SNPs avaliados para FCN1 e para os 6788
demais SNPs, localizados na mesma regiao.

LEGENDA: # inclui SNPs em DL com os EQTLs *os motivos de ligagdo ndao foram incluidos no grupo de anotac¢des funcionais restritas a células sanguineas,
devido a ndo apresentarem distingdo entre tipos celulares pelo método PWM. Em vermelho: resultados altamente significativos. Em negrito: valores

significativamente superiores de médias dos escores. N= nimero de SNPs.
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FIGURA 9 - Distribuicao dos escores obtidos pela densidade de elementos reguladores em células sanguineas, de acordo com a localizagdo do SNP.

NOTA: Os escores foram normalizados através da estatistica Z. a - Distribuicdo de escores Z dos 406 SNPs em DL, associados a expressdao de FCNI. b -

Distribuicdo de escores Z dos outros 6788 SNPs, encontrados na mesma regiao.

LEGENDA: A gradacdo de cores e tamanho dos pontos é referente ao valor do escore Z. Os maiores escores estdo representados em pontos maiores de

tonalidade mais vermelha. * rs1105176, com o maior escore, de 68, sobreposto a 10 proteinas de ligagdo em células sanguineas.

FONTE: O autor, utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM 2009) através do software R versdo 3.2.2 (https://www.r-project.org).
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5.1.3 Selecdo dos principais candidatos funcionais

Para cada um dos 24 agrupamentos de eQTLs e SNPs em desequilibrio de
ligagdo, foram selecionados os SNPs com os maiores escores funcionais, além dos que
ocorrem sobrepostos a uma regidao reconhecida por uma proteina reguladora ou por
um RNA ndo codificante (RNA longos intergénicos ndo codificadores - lincRNA e
microRNAs ou miRNAs), totalizando 37 SNPs como principais candidatos a

desempenhar um papel funcional (tabela 2).

5.1.4 Contexto regulatoério

A grande maioria dos eQTLs estdo localizados a longas distancias de FCN1 (até
213803 pb a 3’ e 160496 pb a 5’), sendo provavel que sua influéncia sobre o gene seja
resultante de longas interacdes topoldgicas da cromatina, pela formacgdo de algas
mediando o contato de intensificadores com a regido promotora ou com sitios
reguladores adjacentes. Para caracterizar o contexto e influéncia das associacbes sobre
a formacdo de intensificadores, foram avaliados dados de Hl-c (técnica de captura da
conformacdo tridimensional da cromatina) e anotacdes funcionais de fatores de

transcricdao, CTCF, modificacdes de histonas e estados de segmenta¢ao da cromatina.

Um quadro geral da topologia do DNA flanqueando FCN1 é mostrado na figura
10. Foram detectados dois potenciais dominios topolégicos de longa distancia (figura
10.3; 1, 2 e 3) em regides com grande densidade de fatores reguladores e de SNPs
associados a expressdao de FCNI1, na linhagem celular linfoblastoide (GM12878). Os
sitios de ligacdo ao CTCF flanqueiam exatamente os dominios topoldgicos, e a
densidade de atividade reguladora mostrou-se diretamente relacionada a formacgao
das interacGes da cromatina. A maioria das eQTLs com altos escores estdo localizadas
nestas regides, realcando a hipétese de que estejam influenciando intensificadores da

transcricao.
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TABELA 2 - Principais polimorfismos candidatos para a regulacdao de FCN1.

de

DL # SNPs
rs4842158
! rs4842157
rs62571442
2 rs72502717
3 rs56044219
rs3128632
4 rs17549193
5 rs4521835
6 rs73664188
7 rs11103564
rs10858290
8 rs4842188
9 rs4842189
10 rs4842192
11 rs28909976
rs12377780
12
rs7857015
rs2026335
13
rs75735785
14 rs10858294
rs2274844
15 rs1105176
rs10776912
16 rs6537966
rs34242617
17
rs7037945
18 rs11103604
rs4841951
19
rs7046707
rs7046492
20
rs7851241
21 rs11103612
22 rs914392
23 rs7019767
24 rs10858313
* rs6537952
* rs2989726

Nomenclatura gen6mica

9:9.137658722G>A
9:9.137658608A>G

9:9.137742124G>A,T,C

9:9.137742597A>G

9:9.137750200_137750202delAAC

9:9.137767197G>A
9:9.137779026C>T

9:9.137779306T>A,C,G

9:9.137779607T>C
9:9.137779875T>C
9:9.137784268A>G
9:9.137788134C>T
9:9.137788288T>C
9:9.137795604C>T
9:9.137809989delA
9:9.137808961C>A, T
9:9.137811241A>G
9:9.137822287T>C
9:9.137822288G>A
9:9.137824613T>G
9:9.137834828C>T
9:9.137828650T>A,G
9:9.137829353C>T
9:9.137826183C>A
9:9.137848975C>A
9:9.137857630G>A
9:9.137857446G>A, T
9:9.137857282A>G
9:9.137857344C>T
9:9.137867534T>A,C
9:9.137871481C>T
9:9.137875536G>C
9:9.137894409T>C
9:9.137895838T>G
9:9.137902809C>T
9:9.137764457G>A
9:9.137809374A>G

MAF %

14
31
42
12
05
42
28
41
11
29
30
41
30
40
37
35
36
31
05
33
42
48
48
25
28
30
28
35
35
36
28
45
06
34
09
32
28

3 Escore

29
38

1

0
19
14
16
22
43
30

5
28
31
10
53
53
32
52
52
21

2
68
18
37

2
19
20
17
19
14
14
11
19

2

1

3
57
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NOTA: os SNPs foram selecionados a partir dos maiores escores, sobreposicdo a sitios

reconhecidos por proteinas de ligacdo e RNAs ndo codificantes.

LEGENDA: *SNPs ndo encontrados em nenhum bloco de DL. Em negrito: SNP previamente
investigado por BOLDT et al. (2012). Com excecdo deste, nenhum dos SNPs sequenciados por
HUMMELSHOJ et al. (2008) consta na lista. MAF: frequéncia do alelo menos comum na
populacdo europeia, segundo dados do 1000 Genomes. lincRNA: RNA longo intergénico nao

codificador. # blocos de DL enumerados abaixo:
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FIGURA 10 - Contexto regulatério dos SNPs associados a modulagdo da expressdo génica de

FCN1 em linhagem celular linfoblastoide (GM12878).
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NOTA: Os nimeros 1 e 2 (a) representam os principais dominios topoldgicos da cromatina nas
regioes adjacentes a FCN1 e FCN2, enquanto a linha e os circulos em azul evidenciam possiveis
regides de contato ndo calculados pelo programa Juicebox. Os 406 SNPs, caracterizados em DL
com as 188 eQTLs, estdo dispostos em um grafico (b) de acordo com o seu escore, gerado a
partir do nimero de anotacdes funcionais correspondentes, em células sanguineas. E
importante notar que as regides de interacdo da cromatina (a) estdo caracterizadas por (c)
sitios de ligacdo ao CTCF (modificador conformacional da cromatina) e a fortes picos de
modificacdo de DNAse (c, em azul), associados a regides de cromatina aberta em GM12878. As
marcagdes de histonas H3K4mel, H3K4me2 e H3K4me (c, em verde) também ocorrem nas
regides de interacdo. Estas estdo associados a metilagdo da lisina 4 da histona H3 e sdo
encontradas em promotores ativos e intensificadores distais (BANNISTER; KOUZARIDES,
2011).

FONTE: O autor, através do programa Juicebox (http://www.aidenlab.org/juicebox/) (SUHAS et
al., 2014), para a linhagem celular linfoblastoide (GM12878, in situ Mbol, primary+replicate).

Dentre os 37 SNPs selecionados (tabela 2), 11 estdo sobrepostos a sitios de
reconhecimento de proteinas de ligacdo ao DNA em tecidos sanguineos, dois estdo
sobrepostos a micro RNAs (miRNA), e um sobre um RNA intergénico longo nao
codificante (lincRNA), os demais estdo sobrepostos a sitios de hipersensibilidade a
DNAse e modificacao de histonas. Cada SNP selecionado foi avaliado individualmente,

dos quais trés foram selecionados como exemplo.

O SNP rs56044219, com o escore 19, é uma variante indel de 3 nucleotideos
(9:9.137750200 _137750202delAAC), cuja frequéncia do alelo menos comum (MAF)
varia de 4% (média das popula¢des do sul da Asia) a 8% (populagdes africanas) (dados
acessados em 20.11.2015, disponiveis em:
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;r=9:137749700-
137750702;v=rs56044219;vdb=variation;vf=113746125). Ele estd localizado numa
regido de ligacdo a 11 proteinas de ligacdo detectados em sangue, sitio de
hipersensibilidade a DNAse e uma regido intensificadora (figura 11). Esta regido

delimita o dominio topoldgico que engloba FCN1 e FCN2 (figura 10.a.2).
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FIGURA 11 - Contexto regulatério do SNP rs56044219.

LEGENDA: A gradacdo de cor é proporcional a intensidade do sinal observado por Chlp-Seq. As
regioes verdes representam o motivo de ligacdo de maior afinidade para a proteina
correspondente. A regido em preto (GM12878 Syn Pk) demarca um sitio de hipersensibilidade
a DNAse, caracteristico de uma regido de cromatina aberta. As proteinas de ligacao
sobrepostas ao SNP, com o maior sinal (representadas em preto) sdo: NFIC (Nuclear factor 1 C-
type), RUNX3 (Runt-related transcription factor 3) e BATF (Basic leucine zipper transcription
factor, ATF-like).

FONTE: UcscC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A137749950-1377504528&hgsid=454209933). Acesso
em: 10.11.2015

Outro polimorfismo associado ao dominio topoldgico que engloba FCN1 e FCN2
€ o SNP rs1105176, com o escore 68. Este SNP é trialélico: 9:9.134936804T>A ou
9:9.134936804T>G, embora o alelo A seja muito raro, e o G ocorra com alta frequéncia
em todas as popula¢gées humanas, de 32% em popula¢Ges amerindias a 55% no Leste
Asiatico (dados acessados em 20.11.2015, disponiveis em:
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=9:13493630
4-134937304;v=rs1105176;vdb=variation;vf=101927328). A frequéncia similarmente
elevada e altas taxas de heterozigosidade em todas as populagdes investigadas podem

ser devidas a selecdo balanceadora global. Este SNP estd sobreposto a 10 proteinas de
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ligacdo, sitios de hipersensibilidade a DNAse e um intensificador (figura 11). Uma DNA
polimerase marca o inicio de transcricdo para um lincRNA (TCONS_00015773) nesta

regidao, um possivel efetor da regulagao génica.

Por sua vez, o SNP rs2274844 (9:9.137834828C/T), ocorre em altas frequéncias
em todas as populacdes, de 41% na populacdo europeia a 51% na populacdo africana
(dados acessados em 20.11.2015, disponiveis em:
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=9:1378343
28-137835328;v=rs2274844;vdb=variation;vf=104442572). Este SNP estd sobreposto
ao exon 3 do lincRNA TCONS_00015773 (figura 12), e pode estar influenciando a sua
funcdo. Os lincRNAs podem desempenhar diferentes papéis na regulacdo de genes e
outros processos celulares, embora a funcdo da maioria seja ainda, desconhecida
(ULITSKY; BARTEL, 2013). TCONS_00015773 possui uma estrutura secundaria bem
complexa, entretanto, ainda ndao é possivel determinar se possui alguma funcgdo

bioldgica (disponivel em: http://Incipedia.org/db/transcript/Inc-FCN2-1:1).
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FIGURA 12 - Contexto regulatério dos SNPs rs1105176 (apresentando o maior escore, de 68) e
rs2274844, sobreposto ao exon 3 do lincRNA TCONS_00015773.

LEGENDA: A gradacgao de cor é proporcional a for¢ca de detecgao do sinal observado por chip-
seq. As regibes verdes representam o motivo de ligacdo de maior pontuacdo para a proteina
correspondente. As proteinas de ligacdo sobrepostas ao SNP, com o maior sinal

(representadas em preto) sdo: POLR2A (DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1), RELA
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(nuclear factor NF-kappa-B p65), RUNX3 (Runt-related transcription factor 3), POU2F2

(octamer transcription factor) e SPI1 (Transcription factor PU.1).

FONTE: ucsc Genome browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A137827782-137835296&hgsid=454209933). Acesso

em: 10.11.2015

5.1.5 Associa¢des compartilhadas entre FCN1 e OLFM1

Cerca de 70 eQTLs para FCN1 também foram detectados como eQTLs para
OLFM1 (WESTRA et al., 2013), gene vizinho de FCN1, localizado a 160 kb (também em
9qg34.3). A funcdo exata de OLFM1 (olfactomedin 1) ainda ndo é conhecida, mas devido
a sua expressao abundante no cérebro, sugere-se que possa ter um papel essencial no
tecido nervoso (HILL et al., 2015). Foi observada uma forte correlagdo negativa entre
estes eQTLs (coeficiente de correlacdo de Spearman: r = -0.91, p = 2.2E-16); ou seja,
todos os eQTLs que ativam a expressao de FCN1 (Z positivo), reprimem a de OLFM1 (Z
negativo), e vice-versa (figura 13). Este resultado leva-nos a sugerir que estes genes
compartilham elementos reguladores, que atuam de forma oposta sobre sua
expressao em células sanguineas. Aparentemente, o SNP que integra um eQTL
intensificador para FCN1, simultaneamente integra um eQTL silenciador para OLFM1, e
vice-versa. Uma vez que estes genes sdao mais expressos em tecidos distintos, é
possivel que niveis elevados de um deles, retroalimentem o silenciamento da
expressao do gene vizinho, através dos mesmos elementos reguladores. Para testar
esta hipdtese, seria necessario verificar se estes SNPs também representam eQTLs no
tecido cerebral, onde OLFM1 é mais expresso. O estudo dos mecanismos que explicam
estas associacbes opostas com a expressdao de genes vizinhos, ainda é incipiente.
Possivelmente, o estudo sistematico de eQTLs compartilhadas entre um ou mais genes
poderiam revelar novas associacdes desta espécie, como objeto de pesquisa para

futuros estudos funcionais.


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A137827782-137835296&hgsid=454209933
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A137827782-137835296&hgsid=454209933
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FIGURA 13 - Correlagdo negativa entre os valores de Z para as 70 eQTLs compartilhadas entre

os genes FCN1 e OLFM1.

NOTA: coeficiente de correlagao de Spearman: r =-0.91, p = 2.2E-16.

LEGENDA: A linha em azul representa a reta de regressdo linear. Em pontilhado, uma linha

ndo-paramétrica de tendéncia (“smooth” ou suavizagdo) para a visualizacdo da dispersao.

FONTE: O autor, utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM 2009) através do software R versdo

3.2.2 (https://www.r-project.org).

5.2 Resultados para FCN2

O gene FCN2 é expresso em grandes quantidades no figado e glandula adrenal,
de onde a proteina é liberada no sangue, em forma soluvel. A partir do banco de dados
Blood eQTLs browser foram encontrados 3 cis-eQTLs e 2 trans-eQTLs para FCN2
(APENDICE B). Devido ao DL com os SNPs do banco de dados 1000 Genomes para a
populacdo europeia, estes eQTLs foram reunidos a mais 28 SNPs, somando 33 SNPs

divididos em 4 blocos, sendo que dois cis-eQTLs encontravam-se no mesmo bloco.


https://www.r-project.org/
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5.2.1 Anotagdes funcionais

Nenhum dos SNPs foi encontrado em sobreposicao a fatores reguladores
detectados em linhagens sanguineas, portanto, os escores correspondentes foram
construidos apenas sobre as anotagbes oriundas do total de linhagens celulares (tabela
4). Apenas um dos SNPs (rs6537977) foi encontrado em sobreposicdo a proteinas de

ligagao.

A partir dos escores finais gerados pelo numero de anotacgbes, foram
selecionados 4 SNPs com os maiores escores (tabela 3), cada um referente a um bloco
em DL previamente averiguado (r’>0,8). Nenhum destes SNPs foi previamente
investigado com relacdo a uma possivel associacdo com as concentracdes séricas da

ficolina 2 (MUNTHEFOG et al. 2007).

TABELA 3 - SNPs selecionados como os principais candidatos a influenciarem a

regulacdo génica de FCN2.

rs12891687 14:9.84763688A/G 46 2 0
rs16872085 8:g.105957540A/G 09 0
rs6537977  9:9.137915572A>G 26 86 6
rs11103552 9:9.137754467A>G 17 14 0

NOTA: a selecdo foi feita a partir dos maiores escores e sobreposicio a sitios
reconhecidos por proteinas de ligacdo ao DNA. Nenhum dos SNPs sequenciados por

HUMMELSHO! et al. (2008) consta na lista.

LEGENDA: MAF frequéncia do alelo menos comum na populacdo europeia (segundo

dados do projeto 1000 Genomes).

O SNP rs12891687 (14:9.84763688A>G) ocorre em frequéncias altas em todas
as populagdes menos na africana, de 46% na populagdao europeia e de 3% na
populagdo africana (dados acessados em 20.11.2015, disponiveis
em:http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=14:84
763188-84764188;v=rs12891687;vdb=variation;vf=110611323). Este SNP atua como

um trans-eQTL para FCN2, estando localizado em 9q34.3, e ocorre em DL com
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rs11159647, o qual foi associado com a suscetibilidade para a doenga de Alzheimer em
um estudo genOGmico de associacdo (GWAS) (BERTRAM et al., 2008), embora ndo
ocorra sobreposto a elementos reguladores. A Unica evidéncia de um possivel efeito
regulador deste trans-eQTL assenta-se na alteracdo de dois motivos de ligacdo a
fatores de transcricdo detectados por PWM (do inglés: Position weight matrix), e por
sua localizagdo no Unico intron de um lincRNA (cédigo TCONS_00022821) (CABILI et al.,
2011). rs12891687 pode estar alterando uma sequéncia regulatdria presente no
intron. E possivel que este lincRNA tenha um efeito sobre a regulagdo de FCN2, ou

sobre outro gene ou via que afete FCN2.

O SNP rs16872085 (8:9.105957540A/G) é um trans-eQTL localizado em 8qg22.3,
e ocorre em frequéncias baixas na maioria das populagées, de 9% na populagdo
europeia e 27% no leste asiatico (dados acessados em 20.11.2015, disponiveis em:
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=8:1059570
40-105958040;v=rs16872085;vdb=variation;vf=111100872#population_freq_EAS).
Este SNP foi detectado em um GWAS, relacionado a parada cardiaca subita
(AOUIZERAT et al., 2011). A unica evidéncia regulatdria para este SNP é a alteracdo de

5 motivos de ligacdo a fatores de transcricao detectados por PWM.

O SNP rs6537977 (9:9.137915572A>G), em DL com os eQTLs rs7852219 e
rs7043210, possui frequéncias altas na maioria das populagdes, sendo de 26% na
populacdo europeia e 10% no leste asidtico (dados acessados em 20.11.2015,
disponiveis em:
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=9:1379150
72-137916072;v=rs6537977;vdb=variation;vf=106304204). Este SNP foi detectado com
0 maior escore (86), e esta sobreposto aos sitios reconhecidos por seis proteinas de
ligacdo, sitios de hipersensibilidade a DNAse e sobre um intensificador. rs7852219
(9:9.137916810C>T) também é predito como um eQTL para o gene vizinho OLFM1,
localizado a 180 kb.

O eQTL rs11103552 (9:9.137754467A>G), com a frequéncia de 17% na
populacdo europeia (dados acessados em 20.11.2015, disponiveis em:

http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=9:1377539
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67-137754967;v=rs11103552;vdb=variation;vf=109110544), apresentou escore 14,
estando localizado em locais de modificacdo de histonas, um intensificador e um

motivo para um fator de transcri¢ao detectado por PWM.

5.3 Resultados para FCN3

O gene FCN3 é transcrito em maiores quantidades no pulmdo. Foram
encontrados apenas dois eQTLs para FCN3, o trans-eQTL rs7226677 localizado em
18p11.32, a partir do banco de dados Blood eQTL browser, e o cis-eQTL rs71636790
localizado em 1p36.11, associado com a expressao génica da FCN3 em 13 tecidos,
segundo dados do Portal Gtex (GTEX CONSORTIUM, 2013) (acessado em 10.09.2015:
http://www.gtexportal.org/home/gene/FCN3). Apenas o SNP rs62073531 ocorre em
DL com rs7226677, mas 53 outros SNPs estdo ligados a rs71636790, no mesmo bloco

de DL. Para estes, foram construidos os escore Z (APENDICE C).

5.3.1 Anotagdes funcionais e contexto regulatério

O trans-eQTL rs7226677 (18:9.278796A>G), com a frequéncia de 13% na
populacdo europeia (dados acessados em 20.11.2015, disponiveis em:
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=18:278296
-279296;v=rs7226677;vdb=variation;vf=106943160), ja foi associado ao transtorno
bipolar e a depressdo (LIU et al., 2010). Devido a este fato, é presumivel que este SNP
tenha um forte papel funcional, entretanto, a Unica evidéncia para tanto, é a alteracdo

de 6 motivos de ligacado para fatores de transcricdo detectados por PWM.

O SNP rs71636790 (1:9.27214245A>G) ocorre em frequéncias baixas em todas
as populagdes, sendo de 13% em europeus e 2% no leste asiatico (dados acessados em
20.11.2015, disponiveis em:
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=1:2721374
5-27214745;v=rs71636790;vdb=variation;vf=116185683). Este SNP, além dos 53 SNPs
que ocorrem em DL, estd localizado em uma regido muito rica em fatores reguladores,
em todos os tipos celulares estudados, sendo provavel que caracterize uma regido

central na regulacdo de um grande conjunto de genes (figura 14).
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NOTA: Os SNPs selecionados estdo localizados a aproximadamente 600.000 pb de FCN3, em 1p36.11. A regido revela forte atividade reguladora para todos

os tipos celulares estudados pelo ENCODE, dos quais nove estdo representados.

LEGENDA: As cores representam o estado da cromatina em nove linhagens celulares estudadas pelo ENCODE (GM12878, H1-hESC, K562, HepG2, HUVEC,

HMEC, HSMM, NHEK e NHLF). Em vermelho escuro e claro estdo representados regides de promotor ativo e fraco, respectivamente. Em amarelo escuro e

claro, regides de intensificador forte e fraco, respectivamente. Em verde escuro e claro, regides de transcricdo e alongamento transcricional forte e fraco,

respectivamente. Em azul claro estdo representadas regides de contato da cromatina, caracterizadas pela ligagdo de CTCF (ERNST; KELLIS, 2010).

FONTE: UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1l%3A27117426-27267725&hgsid=454209933). Acesso

em: 10.11.2015


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27117426-27267725&hgsid=454209933
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Embora apenas rs71636790 tenha sido identificado como eQTL para FCN3,
todos os demais 53 SNPs em DL sdo eQTLs para ao menos um outro gene (dados
acessados em 05.11.2015, disponiveis em
http://www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php). Para aumentar a
precisdao na identificacdo do SNP com maior influéncia causal sobre a expressao de
FCN3, foram selecionados os dois SNPs com maior frequéncia de sobreposicdo a
fatores de transcricdo e regides com forte atividade reguladora. O SNP rs1883660
(figura 15) (1:9.27191411A>T) tem frequéncias relativamente baixas em todas as
populagdes, de 13% em europeus e 2% no leste asidtico (dados acessados em
20.11.2015, disponiveis
em:http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=1:271
90911-27191911;v=rs1883660;vdb=variation;vf=104092787). Possui o maior escore,
de 607. O SNP rs71636795 (1:9.27241025A>G) (figura 16), com frequéncias iguais a

rs1883660, apresentou o escore 151.
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FIGURA 15 - Contexto regulatério do SNP rs1883660.

NOTA: é mostrada a sobreposicao de SNPs a sitios de ligagdo de proteinas ao DNA e sitios de
modificagdo de histonas H3K27Ac (acetilagdo da lisina 27 da histona H3, relacionada a
intensificacdo da transcri¢do). Em destaque, a proteina CTCF, importante fator de modificacdo

conformacional da cromatina.
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LEGENDA: A gradacdo de cor é proporcional a forca de detecgao do sinal observado por Chlp-
seq. As regides verdes representam o motivo de ligacdo de maior pontuacdo para a proteina
correspondente. As proteinas de ligacdo sobrepostas ao SNP, com o maior sinal (representadas
em preto) sdo: POLR2A (DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1), ZNF263, PHF8 (PHD
finger protein 8), E2F1 (Transcription factor E2F1), TAF1, GABPA (GA-binding protein alpha) e
E2F6.

FONTE: UCSC UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27191035-27191786&hgsid=454209933). Acesso

em: 10.11.2015
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FIGURA 16 - Contexto regulatério do SNP rs71636795.

NOTA: é mostrada a sobreposi¢ao do SNP rs71636795 a sitios de ligagdo de proteinas ao DNA e
sobre sitios de modificagdo de histonas H3K27Ac (acetilagdo da lisina 27 da histona H3,

relacionada a intensificagdo da transcrigdo).

LEGENDA: A gradacdo de cor é proporcional a for¢a de detec¢do do sinal observado por Chlp-
Seq. As regides verdes representam o motivo de ligacdo de maior pontuacdo para a proteina
correspondente. As proteinas de ligagcdo sobrepostas ao SNP, com o maior sinal (representadas
em preto) sdo: POLR2A (DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1), EP300 (E1A binding
protein p300), FOXA1 (Forkhead box protein A1), FOXA2 (Forkhead box protein A2) e HNFA4G

(Hepatocyte nuclear factor 4 gamma).


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27191035-27191786&hgsid=454209933
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27191035-27191786&hgsid=454209933

49

FONTE: ucsc ucsc Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27240775-27241275&hgsid=454209933). Acesso

em: 10.11.2015

Ao averiguar possiveis algas da cromatina em fibroblastos de pulmdo (IMR90)
ligando a regido dos polimorfismos com FCN3, detectou-se um dominio topolégico,
calculado usando o programa Juicebox (SUHAS et al., 2014) na regido 1:27247414-
27647413 (figura 17). Fatores de transcricdo sobrepostos a SNPs no mesmo bloco de
DL, localizados préximos, podem favorecer a formacdo deste dominio, levando

intensificadores proximos ao promotor de FCN3.
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FIGURA 17 - Dominio topoldgico marcando regides nas adjacéncias de FCN3 e dos 53 SNPs em

DLcom o eQTL rs71636790.

NOTA: O dominio topoldgico, representado em verde, foi calculado pelo programa Juicebox

entre as posi¢des 1:27247414-27647413.

FONTE: O autor, usando o programa Juicebox (SUHAS et al., 2014), para a linhagem celular de

fibroblastos de pulmao (IMR90, in situ+combined).

5.4 Resultados para MBL2
O gene MBL2 é expresso em maiores quantidades no figado, mas também pode
ser encontrado expresso em baixas quantidades no nervo tibial. Foram encontrados 29

eQTLs associados a expressdao de MBL2 segundo o portal Gtex (GTEx Consortium,


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27240775-27241275&hgsid=454209933
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr1%3A27240775-27241275&hgsid=454209933
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2013) (http://www.gtexportal.org/home/gene/MBL2), 20 das quais para o figado, e 20
para o nervo tibial (APENDICE D). Para a analise subsequente, foram selecionados
apenas os 20 eQTLs para MBL2 no figado, devido a sua maior expressao neste tecido.
Estes eQTLs apresentaram-se em DL com 32 SNPs, os quais foram divididos em 6

blocos.

5.4.1 Anotagdes funcionais e contexto regulatério

A construcdo dos escores foi realizada a partir de anotacdes funcionais oriundas
de células do figado. A partir dos maiores escores e dos SNPs sobrepostos a proteinas
de ligacdo, foram selecionados 9 SNPs como principais candidatos funcionais (tabela

4).

TABELA 4 - SNPs selecionados como os principais candidatos funcionais sobre a

regulacdo génica de MBL2, a partir dos maiores escores e proteinas de ligacdo ao DNA

Blocos SNPs Nomenclatura MAF % Y Escore Proteinas de

de DL genOmica ligagdao ao DNA
1 rs930507 10:9.54528298G>C 19 18 8
rs930508 10:9.54528298G>C 19 15 5
rs930509 10:9.54528353C>G 20 11 1
2 rs7096206 10:9.54531685G>C 22 13 2
rs10824796 10:9.54534613A>G 22 28 19
3 rs2165811 10:9.54535020T>C 28 11 0
4 rs111492012 10:9.54538913delA 27 5 0
5 rs11003137 10:9.54539897G>A 20 6 0
6 rs7093304 10:9.54546586A>T 30 2 0

LEGENDA: MAF frequéncia do alelo menos comum na populacdo europeia (segundo dados do

projeto 1000 Genomes).

O SNP rs930507 (10:9.52768506G>C), do primeiro bloco de DL, é uma mutacao
sindnima localizada no ultimo céddon do primeiro exon de MBL2, e ja foi associado ao
aumento do transporte de sédio-litio em eritrocitos, observado em pacientes com

hipertensado arterial (MORRISON et al., 2008) (figura 18).
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FIGURA 18 - Contexto regulatério do SNP rs930507.

NOTA: rs930507 forma um agrupamento préximo a rs930508 e rs930509, sobrepostos a regido

reconhecida por 8 diferentes proteinas reguladoras em hepatdcitos.

LEGENDA: A gradacdo de cor é proporcional a forca de detec¢do do sinal obcervado por chip-
seq. As regibes verdes representam o motivo de ligacdo de maior pontuacdo para a proteina
correspondente. A proteina de ligacdo com o maior sinal (representadas em preto) é a EP300

(E1A binding protein p300).

FONTE: ucsc Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr10%3A54528016-54528516&hgsid=454209933). Acesso

em: 10.11.2015

O SNP rs10824796 (10:9.54534613A>G), apresentando o maior escore entre as
eQTLs, de 29, esta sobreposto ao local de ligacdo de 19 fatores de transcricdo, em um
sitio marcado como intensificador e préximo a um sitio de modificacdo de histonas
H3K4Me3, caracteristico de promotor ativado (figura 19). O contexto regulatério torna

este SNP, ainda ndo estudado, um forte candidato para estudos de associagao.


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr10%3A54528016-54528516&hgsid=454209933
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr10%3A54528016-54528516&hgsid=454209933
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FIGURA 19 - Contexto regulatério do SNP rs10824796.

NOTA: Este SNP estd localizado sobreposto a sequéncia reconhecida por, pelo menos, 19

proteinas reguladoras detectadas em hepatécidos.

LEGENDA: A gradacdo de cor é proporcional a forca de deteccdo do sinal observado por Chlip-
Seq. As regioes verdes representam o motivo de ligacdo de maior afinidade para a proteina
correspondente. As proteinas de ligacdo sobrepostas ao SNP, com o maior sinal (representadas
em preto) sdo: EP300 (E1A binding protein p300), RXRA (Retinoid X receptor alpha: RXR-alpha),
FOXA1 (Forkhead box protein A1), FOXA2 (Forkhead box protein A2) e HNF4G (Hepatocyte

nuclear factor 4 gamma).

FONTE: ucsc Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr10%3A54534363-54534863&hgsid=454209933). Acesso

em: 10.11.2015

Ainda nao foram realizados testes de Hl-c para tecido de figado. Considerando-
se que os dominios topoldgicos sdao pouco variaveis entre diferentes tecidos, ou que,
guando varidveis, possam representar alvos especificos na regulacdo de cada tecido, a
avaliacdo da topologia da regido gen6mica de MBL2 foi testada para resultados de HI-c
em linhagem celular linfoblastoide (GM12878). A avaliacdo revelou um dominio
topoldgico englobando a maioria dos eQTLs, calculado pelo programa Juicebox (SUHAS

etal., 2014), localizado entre 10:54380001-54555000 (figura 20.a.1).

O eQTL rs11003137 (10:9.54539897G>A) (escore 6), com a frequéncia de 20%
em  europeus (dados acessados em  20.11.2015, disponiveis em:

http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=10:545393


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr10%3A54534363-54534863&hgsid=454209933
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr10%3A54534363-54534863&hgsid=454209933
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97-54540397;v=rs11003137;vdb=variation;vf=109019039), ndo estd sobreposto a
nenhum sitio reconhecido por proteinas reguladoras no figado, mas encontra-se
sobreposto ao de CTCF (figura 20.b), em linhagem celular de colo do utero (HelLa-S3) e
osteoblastos (Osteobl), numa localizacdo que flanqueia o dominio topoldgico principal
(figura 20.a.1). Entretanto, em figado (HepG2) esta regido é marcada por modificagdo

de histonas caracteristica de um promotor ativo (H3K4Me3).

ONase Clusters

A \ GM12878 ChronHMM [
HSHM ChronHi I
L]

HI-hESC ChromHMM

KS62 ChromHMM Eee——
Il [ I O O e —————————
IE‘,:? i i i mmm_]

FIGURA 20 - Contexto regulatdrio dos SNPs associados a modulacdo da expressdao génica de

MBL2.

NOTA: O grafico da topologia (a) foi feito para linhagem celular linfoblastoide (GM12878). O
dominio topoldgico calculado pelo programa Juicebox (SUHAS et al., 2014) é representado por
linhas amarelas (a.1). Outros possiveis dominios sdo representados por linhas azuis. O SNP
rs11003137 (b) esta localizado em regido de intera¢do da cromatina, sobreposto a uma regido
isoladora (em azul claro), dentre outros fatores de transcrigdo, em 8 linhagens celulares,
contudo, esta sob um promotor ativo em HepG2 (hepatdcitos), representado em vermelho

claro (b).

FONTE: O autor, através do programa Juicebox (http://www.aidenlab.org/juicebox/) (SUHAS et
al., 2014), para a linhagem celular linfoblastoide (GM12878, in situ Mbol, primary+replicate).
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A integragao dos dados de Gendmica Funcional com os de desequilibrio
de ligacao, oriundos de estudos de Genética de PopulagGes, permitiu
explorar o contexto regulatério de genes que codificam proteinas
iniciadoras da via das lectinas do complemento.

Para FCN1, identificaram-se 406 SNPs (188 eQTLs e 213 SNPs em DL com
eles), dos quais 97,5% associados a pelo menos um elemento regulador
da expressdo génica em células sanguineas (P<0,003), distribuidos em
16 blocos de desequilibrio de ligacdo em uma sequéncia que engloba os
genes FCN2, OLFM1 e COL5A1, além de FCN1 e varios lincRNAs.

Trinta e sete destes SNPs apresentaram escores mais elevados, dos
guais onze estdo sobrepostos a proteinas de ligacdo, e trés a RNAs nao
codificantes.

SNPs de FCN1 com os maiores escores estdao posicionados sobre
dominios topoldgicos da cromatina segundo dados de Hi-c, que
coincidem com a intensidade de metilacdo da lisina 4 da histona H3,
regioes susceptiveis a DNAse e reconhecidas pelo CTCF.

Houve uma correlagdo negativa entre os niveis de expressdao de FCN1 e
seu gene vizinho, OLFM1, associados a 70 das 188 eQTLs.

Para o gene FCN2, identificou-se quatro SNPs como os principais
candidatos funcionais, cada qual pertencente a um de quatro blocos de
DL.

Para FCN3, foram selecionados dois SNPs sobrepostos a fatores de
transcricdo em uma regido de intensa atividade regulatéria.

Para MBL2, foram encontrados 9 SNPs em 6 blocos de DL, a maioria
incluida em um dominio topoldgico da cromatina, como principais
candidatos funcionais para a regulacdo da expressao deste gene no
figado.

O emprego de dados referentes a conformacgdo tridimensional da

cromatina teve um papel importante na visualizacdo do contexto
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regulatério das associacdes, a maioria das quais estdo localizadas a
grandes distancias do gene.

Grande parte dos SNPs sobrepostos a sitios com evidéncia funcional
encontravam-se relacionados a regides de interagdao da cromatina,
comprovando a importancia relativa a consideragao destes dados em
uma analise integrativa.

SNPs associados a mais de um gene, como no caso de FCN1 e OLFM1,
podem indicar que tais genes compartilham os mesmos sitios
regulatérios, e gerar insights sobre o mecanismo por tras das vias

regulatodrias.
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APENDICE

APENDICE A — Tabelas referentes as analises para FCN1, contendo: lista de eQTLs;
eQTLs compartilhados entre FCN1 e OLFM1; escores Z dos eQTLs e de SNPs em DL;
médias de escores Z. Disponiveis online em: http://preview.tinyurl.com/TABELAS-
FCN1

APENDICE B — Tabelas referentes as analises para FCN2, contendo: lista de eQTLs;
escores Z dos eQTLs e dos SNPs em DL. Disponiveis em: http://tinyurl.com/TABELAS-
FCN2

APENDICE C — Tabelas referentes as analises para FCN3, contendo: lista de eQTLs;
escores Z dos eQTLs e de SNPs em DL. Disponiveis em: http://tinyurl.com/TABELAS-
FCN3

APENDICE D - Tabelas referentes as andlises para MBL2, contendo: lista de eQTLs;
escores dos eQTLs e de SNPs em DL. Disponiveis em: http://tinyurl.com/TABELAS-
MBL2
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