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RESUMO: A utilizagdo de técnicas de alto desempenho (high-
throughput) — como microarranjos de DNA e sequenciamento de
nova geragao - para o estudo do genoma em doengas complexas
(i.e. causadas pela interacao de fatores ambientais e genéticos) tem
levado a produgao massiva de dados e exigido o desenvolvimento
de abordagens sistematicas para a investigagdo de fenomenos
bioldgicos. Essas abordagens centram-se na integracdo de dados
(expressao génica global, sequenciamento de DNA, interagdes
proteina-proteina), além da caracteriza¢cdo, modelagem e
predicdo das propriedades emergentes dos sistemas bioldgicos,
ou seja, dos processos que ocorrem em células e tecidos como
resposta a mudangas ambientais e genéticas. Um exemplo dessa
abordagem ¢ o estudo de alteragdes transcricionais através da
obtencao de redes de co-expressao génica, ou GCNs (acronimo
para gene coexpression network) e a visualizagdo grafica dessas
redes complexas. A analise das GCNs permite a determinago
da topologia dessas redes ¢ a avaliagdo de como as interagdes
gene-gene sdo alteradas na transi¢@o satide-doenca. E também
possivel associar as propriedades topoldgicas dessas redes com
a organizacdo funcional do genoma. Mudangas em propriedades
das GCNs, como entropia, modularidade, grau de conectividade
dos nos e robustez, estdo diretamente associadas a patofisiologia
de determinadas doengas. As alteragdes em GCNs na transi¢ao
satide-doenca ¢ em resposta a fatores ambientais sdo mediadas
por mecanismos epigenéticos — metilagdo do DNA, acetilagio
de histonas e RNAs nao codificantes - que modulam a expressao
dos genes. Assim, o estudo das GCNs e de seu controle por
mecanismos epigenéticos tém permitido uma melhor compreenséo
das altera¢des dinamicas envolvidas no estabelecimento ¢
progressdo das doengas complexas.

Descritores: Redes reguladoras de genes; Repressao epigenética;
Genomica; Biologia de sistemas.

ABSTRACT: The massive data generation derived from the
study of complex diseases by high throughput techniques,
such as DNA microarrays and new generation sequencing, has
prompted the development of systematic approaches for the
investigation of biological phenomena. These new approaches
seek data integration, as well as the characterization, modeling and
prediction of emergent properties in biological systems. Moreover,
the analysis of transcriptional changes through gene coexpression
networks (GCNs) has been utilized to capture the molecular
mechanisms associated with complex diseases. Furthermore,
the topological properties of GCNs have been associated with
the functional organization of the genome. This approach has
been used to identify different transition states associated with
health and disease, where changes in the topological properties of
GCNs, such as entropy, modularity, node centrality and network
robustness are directly associated with the pathophysiological
processes of specific diseases. On the other hand, epigenetic
mechanisms - such as histone modifications and DNA methylation
and non-coding RNAs - are the transforming forces behind GCNs
alterations in response to environmental factors and in the health-
disease transition. Therefore, the interplay between the genome,
epigenetic mechanisms and environment represents the foundation
for the study of dynamic changes that govern the development
and progression of complex diseases.

Keywords: Gene regulatory networks; Epigenetic repression;
Genomics; Systems biology.
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INTRODUCAO

identificacdo dos mecanismos moleculares
ubjacentes as doengas complexas ¢ fundamental
para o seu diagndstico, tratamento ¢ progndstico adequado.
Nesse sentido, a analise de alteragdes genomicas a partir da
interagdo com o ambiente representa um ponto importante
no estudo desse conjunto de doengas. Nos ultimos anos, com
o avango das tecnologias para obtencao de dados bioldgicos
em larga escala, como o sequenciamento de ultima gerag@o
e a espectrometria de massa, uma enorme quantidade
de dados ficou disponivel para a analise de fendmenos
biologicos. Na metagendmica, por exemplo, esses avangos
proporcionaram o desenvolvimento de métodos que
culminaram no aprofundamento do conhecimento sobre
a diversidade e evolugdo de ecossistemas'. Porém, as
tecnologias disponiveis tém gerado muito mais dados do
que os cientistas podem analisar. Além da quantidade, tais
dados sdao também complexos e geralmente parciais, ou
seja, estdo relacionados somente a determinadas camadas
ou subsistemas do processo biologico que se deseja estudar.
Inferir algo a respeito desses achados pode ser uma tarefa
extremamente complexa. Assim, o desenvolvimento
de ferramentas computacionais que auxiliem a analise
dessa massiva quantidade de dados ¢ fundamental para a
compreensdo sistematica de um determinado fenomeno
bioldgico. Essa abordagem ndo reducionista visa a
utilizacdo de técnicas de visualizagdo, analise e modelagem
de diferentes fontes de dados experimentais (genomica,
transcriptomica, protedmica, metabolomica, etc.).
Considerando que vias moleculares ou perfis
transcricionais podem ser representados como redes
sobrepostas que sao reguladas de uma maneira organizada,
a utilizagdo de metodologias computacionais para a
analise de sistemas complexos representa uma estratégia
interessante de investigacdo. A analise de redes de co-
expressdo génica, ou GCNs, especificamente, permite
identificar os mecanismos moleculares associados as
doengas complexas e explorar propriedades emergentes da
organizag¢do dos sistemas bioldgicos nos contextos da satide
¢ da doenga. Esse paradigma propde que insights obtidos
a partir da analise da topologia de GCNs (categorizago
dos noés por seu numero de ligagdes, “clusterizagdo” dos
noés e identificagdao das comunidades de nés em uma rede,
etc.), assim como informagdes da dinamica das mesmas
(i.e. mudangas da hierarquia dos nds e da estrutura de
comunidades em resposta a fatores externos ¢ intrinsecos
ao genoma) possam ser utilizados para a identificagdo de
biomarcadores e alvos terapéuticos associados a transigdo
saude-doenga’®. Além disso, o papel da epigenética na
manutengdo em longo prazo das altera¢des topoldgicas
nas redes associadas a determinados fen6tipos vem sendo
estudado e representa um ponto interessante de intersec¢ao
entre a estrutura plastica do genoma e a termodinamica
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de sistemas biologicos, que sdo organizados a partir das
interagdes entre seus componentes moleculares.

A biologia de sistemas e seu papel na era pos-
gendmica

O desenvolvimento de técnicas de larga escala,
principalmente com base em microarranjos de DNA,
permitiu a mensuracao simultdnea dos niveis de expressao
de milhares de genes, favorecendo o monitoramento da
atividade transcricional celular em multiplas condigdes>.
Com a utilizagdo desses métodos, novos insights foram
obtidos sobre os mecanismos gendmicos subjacentes a
processos biologicos e sobre a interagdo entre genoma e
ambiente, o que por fim levou a uma abordagem sistémica
para a identificacdo de genes relacionados a doencas
especificas. Porém, em doencas complexas, a forca
motriz que direciona o metabolismo celular de um estado
estavel para outro - muitas vezes em resposta a mudangas
ambientais —raramente deriva de mudancas num inico gene
e, ao contrario, envolve alteracdes na rede de interacdes
génicas®. Essas transi¢des moldam o que chamamos de
fendtipos complexos e podem ser correlacionadas com
alteragdes especificas na hierarquia de nos e na topologia
das redes de interagdo génica, ou GCNs’.

A alta dimensionalidade dos dados e a natureza
complexa das interagdes entre genes e proteinas apresentam
desafios analiticos importantes para a identificagdo de causa
e consequéncia, e da modelagem dos sistemas biologicos
associados. Dessa maneira, abordagens integrativas para
a analise dos dados gendmicos sdo fundamentais para
a investigacdo sistematica das alteragdes moleculares
associadas a um determinado fendmeno biologico®. Nesse
sentido, um grande desafio ¢ a integracdo de informagdes
moleculares de diferentes fontes (interatoma, genoma,
transcriptoma, etc.) com o objetivo de analisar as redes
moleculares de maneira dindmica e ndo mais estatica’.

A integrac@o de distintas informagdes moleculares
bem como a analise dos sistemas biologicos de maneira
sist€émica ¢ alvo da disciplina denominada Biologia de
Sistemas. Essa area da biologia utiliza abordagens do
tipo “fop-down”, como as ciéncias Omicas, para obter
informagdes moleculares massivas, como o perfil de
expressao génica global, o conjunto de proteinas expressas
por uma célula, o padrao de fosforilagdo dessas proteinas
ou ainda o conjunto de metabolitos produzidos a partir de
reagdes enzimaticas. O desafio de analisar uma quantidade
enorme de dados, bem como de categorizar diferentes tipos
de informagdes fez com que a Biologia de Sistemas tenha
se tornado uma ciéncia em que a biologia atua de maneira
integrada as ciéncias quantitativas, como a matematica
e as ciéncias da computacdo. Métodos computacionais
podem ser utilizados com o intuito de simular e modelar
sistemas biologicos complexos, possibilitando a geragdo de
conhecimentos que direcionam a investigagao subsequente.
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Além disso, os esforcos de integracdo de dados de
diferentes fontes podem auxiliar na predicdo de como
perturbagdes genéticas ou induzidas por drogas em células
estdo associadas a fenotipos complexos®.

Visualizacio de redes de interaciio génica e analise de
suas propriedades topologicas

A demonstragdo que dados transcriptomicos
(dados quantitativos da transcricdo dos genes) podem ser
organizados em redes génicas baseadas em valores de co-
expressao permitiu que a Biologia de Sistemas aplicasse

Expressdo génica
diferencial
Controle
E
Doenga
B A

Saudavel

Modularidade
Conectividade

Correlagdes de Pearson

Pré-doencga

= ou = Modularidade
< ou = Conectividade

a teoria dos grafos para o desenvolvimento de redes de
interagdo génica’. As redes sdo representadas na teoria
dos grafos por meio de nés conectados a arestas. Em
analises transcriptomicas, os nds representam genes € as
arestas representam as conexdes entre esses genes, obtidas
a partir de dados de co-expressdo entre os genes. Essas
redes de interacao sdo construidas a partir de correlagdes
de covariancia gene-gene, utilizando medidas como os
coeficientes de correlacdo de Pearson, ou de postos de
Spearman'®, Genes apresentando padrdes de expressido
similares sdo designados com uma interacdo entre eles,
permitindo visualizar os padrdes de correlagdao entre os
genes estudados (Figura 1A).

Redes de Interagdo génica

o o
_— \“o \é O Hubs

. Arestas

Médulo

AModularidade
AConectividade

Figura 1. Pipeline para desenvolvimento de redes de interacdo gé€nica e modificagdes nas propriedades topologicas dessas redes durante
a transicao saude-doenga. A) Apds a comparacdo entre o perfil de expressdo génica entre um grupo controle e um grupo associado a
uma doenga, interagdes baseadas em valores de co-expressdo sdo determinadas entre os genes, utilizando medidas de correlagdo como
a correlacdo de Pearson. Nessas redes, cada gene ¢ representado por um n6 e cada interagdo ¢ representada por uma aresta. A partir
de medidas de centralidade e de clusterizagdo dos nos, pode-se determinar ndés com maior centralidade (hubs) e modulos funcionais,
representados por subgrafos em que os nos participantes apresentam alta densidade de conexdes entre si. B) Andlise de redes de interagao
génica na transi¢ao satide-doenca. Durante a transi¢ao saude-doenga, propriedades topologicas dessas redes tais como modularidade e
conectividade sdo alteradas, levando a formagao de novos modulos funcionais bem como a um ganho de conectividade de nos especificos.

A visualizacdo e modelagem de sistemas reais por
meio do mapeamento das propriedades topologicas em
redes complexas tém revelado a complexidade molecular
associada a um determinado fendmeno bioldgico. Algumas
propriedades das redes sdo de particular interesse, pois
revelam informacdes sobre a hierarquia topologica dessas
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redes de acordo com medidas de centralidade. A organizagao
das redes de maneira livre de escala, por exemplo, indica
que essas redes nao sao organizadas de maneira randomica,
sendo que a maior parte dos nos apresenta um nimero
baixo de conexdes enquanto alguns nds possuem um
numero elevado de conexdes. Nos com maior centralidade,
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denominados “hubs”, apresentam maior relevancia na
manutengdo da estrutura da rede e, consequentemente,
também apresentam maior relevancia biologica!'. De fato,
hubs estao associados com essencialidade e conservagao
evolutiva em redes biologicas'?. A centralidade de um no
pode ser calculada de diversas maneiras, por exemplo,
utilizando o numero total de conexdes de um n6 (“node
degree”), o nimero de caminhos minimos que passam
pelo n6 (“node betweenness™), a proximidade de um
n6 em relagdo a outros nos (“closeness”), a razao entre
arestas existentes e arestas possiveis entre vizinhos de
um determinado no6 (coeficiente de clusterizagdo), entre
outros'3.

Novos métodos t€m sido desenvolvidos para a
visualizacdo e analise de redes de interagdo génica em
doengas complexas, incluindo a utilizagdo de medidas
de centralidade ndo convencionais para a caracterizagao
hierarquica de nos', ou ainda a determinagdo da estrutura
modular das redes utilizando algoritmos de deteccao de
modulos!’®. De acordo com a hipdtese de organizagio
modular em redes bioldgicas, uma doenga ¢ representada
pela perturbagao local dos médulos (subgrafos) associados
aquela doenca. Essas perturbagdes podem estar associadas
com a remocao de uma proteina (a partir da mutagao no
gene que codifica essa proteina), a ruptura de uma interagao
entre duas proteinas, ou ainda pela modificagdao na forga
da interacdo entre dois nos'®.

A analise do grau de organizacdo de uma rede
utilizando medidas termodinamicas, como a entropia,
também demonstrou que células tumorais apresentam
um ganho entrépico global, embora oncogenes estejam
associados a uma redugdo na entropia da rede'’. Vale
notar que esse aumento na entropia global da rede estd
relacionado a sua topologia livre de escala (distribuicao
da conectividade dos nds segue uma lei de poténcia) e
também ao aumento da expressdo génica de hubs's. De
fato, genes categorizados como /ubs em redes de interagao
génica apresentam uma maior contribuicdo para sua
entropia global e também estdo associados com a letalidade
(proteinas cuja auséncia ¢ letal para a célula) do sistema
biologico estudado!®. Em conjunto, esses dados sugerem
que a elucidagdo de propriedades de redes bioldgicas pode
permitir a diferenciagdo entre um estado celular saudavel
e o estado relacionado a uma doenca, sendo, portanto,
fundamental para a obtencdo de conhecimento sobre a
fisiopatologia de uma doenca.

Outra propriedade interessante de redes biologicas
¢ sua alta resiliéncia contra falhas aleatérias, embora
essas redes sejam vulneraveis a ataques direcionados a
nods centrais®, Dessa forma, a analise da hierarquia dos
noés e da estrutura modular em redes bioldgicas pode ser
realizada para a investigacdo da susceptibilidade dessas
redes contra a remogdo de nés ou modulos especificos?!.
Esses conceitos tém sido utilizados na identificacdo de
novos alvos terapéuticos em oncologia, considerando que
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células tumorais apresentam redes bioldgicas robustas que
sao resistentes contra fArmacos que atuam com mecanismos
de a¢do restritos?>. Dessa maneira, a analise das alteragdes
na robustez e modularidade de redes de interagdo génica
associadas ao tumor ap6s a remogao de nos especificos pode
auxiliar na identificagdo de alvos terap€uticos para superar
a resisténcia de tumores aos quimioterapicos atuais®. De
fato, foi demonstrado que a maior organiza¢do modular em
redes de sinalizacdo molecular esta associada a um pior
progndstico em pacientes oncologicos?.

Redes de interacio génica na investigacido dos
mecanismos associados as doencas complexas

A integracdo de dados gendmicos com a analise de
redes constitui uma estratégia relevante para desvendar
0os mecanismos moleculares de doengas complexas. A
progressao de uma doenga pode ser dividida em trés etapas
(Figura 1B): um estado normal, um estado de pré-doenca
(ou estado critico), e um estado de doenga. No estado
normal, as redes génicas apresentam alta resisténcia e
robustez as perturbacdes externas. O estado de pré-doenga,
por sua vez, ¢ caracterizado como sendo o limite do estado
normal: a transi¢cdo entre os estados de saude e doenca
pode ocorrer por insulto externo incidindo sobre redes
moleculares com baixa resisténcia e robustez, devido a
sua estrutura dinamica. Nesta fase, o sistema ¢ sensivel
a insultos externos, mas ainda é reversivel para o estado
normal se ocorrer uma interferéncia adequada. Nesse
estdgio, apenas uma pequena mudanca nos parametros do
sistema pode ser suficiente para determinar um colapso
transiente da rede (perda de conectividade e, por vezes,
subsequente perda do status livre de escala) com posterior
transi¢do para o estado de doenga. O estado de pré-doenca
representa a transi¢do do estado normal para o estado de
doenga e, portanto, ¢ causalmente relacionado a genes
associados a progressdo da doenca. Por fim, o estado de
doenga representa um estagio deteriorado, porém de alta
resiliéncia e robustez, em que o sistema atinge um novo
equilibrio e, portanto, apresenta dificuldade em retornar
ao estado normal. Assim, a identificagdo do estado de
pré-doenca ¢ fundamental para identificar os mecanismos
causais que levam a consolidagdo do estado de doenga®.
De fato, alteragdes topologicas em redes de interacao
génica ou proteina-proteina tém sido caracterizadas na
transi¢do entre saude e doenga, ou seja, a variabilidade na
centralidade de determinados nos ou ainda na organizacao
dos moddulos funcionais dessas redes estdo associados a
baixa estabilidade das redes no estado pré-doenga.

O nosso grupo no Departamento de Pediatria da
FMUSP tem aplicado esses métodos no estudo da epilepsia
do lobo temporal mesial (ELTM), a forma mais comum
de epilepsia de adultos, na qual um ter¢o dos pacientes ¢é
refratario as drogas antiepilépticas. Quando os pacientes
com ELTM refrataria sdo submetidos ao tratamento
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cirargico para remocao do foco epiléptico, explantes do
cérebro podem ser usados para investigar os mecanismos
moleculares subjacentes a epilepsia refrataria. Com esta
abordagem, o perfil transcriptomico de explantes cirurgicos
da regido CA3 hipocampal foi correlacionado com
resultados de andlise de textura de ressonancia magnética
de alta resolugdo. Foi descoberto que os pacientes com
ELTM cujo insulto precipitante estava relacionado a
convulsdes febris prolongadas apresentavam um perfil
molecular especifico na regido CA3, sugerindo que as
formas febril e afebril da ELTM constituem fendtipos
distintos®. Ademais, a visualiza¢do de redes complexas
combinada com o uso de medidas concéntricas revelou
mecanismos patogénicos e compensatorios associados a
ELTM, revelando a plasticidade do genoma e das redes
de interacdo génica associadas nas transi¢des entre satde
e doenga?’.

Outro trabalho de nosso grupo investigou, utilizando
a analise de redes de interacdo génica, os mecanismos
moleculares associados ao pior prognostico de gliomas
que expressam os receptores da angiotensina II?%. Foi
demonstrado que as redes associadas a transcri¢do génica
induzida pela ativacdo dos receptores da angiotensina II
apresentam hubs que exercem fungdes vitais em processos
de proliferacdo, migracao e invasdo celular. Esses dados
sugerem, portanto, que os efeitos pro-tumorais de fatores
especificos podem ser avaliados por meio da analise de redes
moduladas pelo efeito transcricional dessas substancias em
células tumorais. Além disso, a integracdo de dados de
expressao génica com dados de intera¢do proteina-proteina
ou ainda com dados de regulacdo pos-transcricional
por microRNAs tem auxiliado na identificagdo de alvos
terapéuticos associados a efeitos pro-tumorais®.

Mecanismos epigenéticos de regulacido génica e sua
relacido com as doengas cronicas

A epigenética ¢ definida como o conjunto de
alteragdes funcionais do genoma que ndo envolve
mudancas na sequéncia do DNA. Os mecanismos
epigenéticos atuam no genoma a partir da mudanca da
acessibilidade da cromatina, promovendo a regulagdo
transcricional de muitos genes ao mesmo tempo. Sdo
exemplos de eventos epigenéticos a metilagdo de
sequéncias promotoras especificas no DNA em regides
ricas em citosina e guanina, ¢ as modificagdes quimicas
em histonas (processos de metilagdo e acetilagdo), as quais
remodelam a estrutura da cromatina. Estes mecanismos
sdo fundamentais no processo normal de desenvolvimento
do organismo, porém alteragdes epigenéticas sao também
fundamentais nas transi¢des de fase entre satde e doenga.
Interessantemente, foi demonstrado que alteragdes
epigenéticas em genes associados ao envelhecimento
também apresentam correlagdo com o grau de conectividade
de um determinado gene na rede de interagdo génica
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associada ao envelhecimento®. Além disso, mecanismos
epigenéticos estdo no centro das alteragdes dinamicas
associadas a mudanga de fendtipos celulares®', como
durante o desenvolvimento da resisténcia a quimioterapicos
em oncologia®, na progressao de determinados tipos de
tumores como o cancer de mama?*®, ou ainda na transicio
epitélio-mesenquimal que ocorre durante a metastase de
células tumorais®*.

As origens epigenéticas das doengas sdo um tema
de fronteira na investigacdo biomédica, considerando
que fatores ambientais fisicos, quimicos ou até¢ mesmo
nutricionais podem interferir nas marcas epigenéticas no
genoma e consequentemente alterar o perfil transcricional de
um determinado tipo celular®. Aparentemente, componentes
nutricionais podem interferir em fendmenos epigenéticos
pela inibicdo direta de enzimas que catalisam a metilagao
do DNA, ou ainda pela alteragdo da disponibilidade de um
substrato relevante para uma reagdo enzimatica especifica®.
De fato, condi¢des maternas adversas durante a gravidez
promovem alteragdes epigenéticas no genoma do feto e
consequentemente tornam as redes de intera¢do génica
em subtipos celulares especificos pré-condicionadas a um
estado patologico. Esse mecanismo ¢ subjacente a maior
predisposicao dessas criangas em desenvolver doencgas
metabdlicas e cardiovasculares na vida adulta’’, embora
linhas de investigagdo adicionais ainda sejam necessarias
para a identificagdo do valor translacional do epigenoma no
diagnostico e prevencao de doencas cronicas. Essa linha de
pesquisa, conhecida como origens desenvolvimentistas da
saude e da doenga, ou DOHaD, tem adquirido relevancia
crescente nao apenas em Pediatria como também em muitos
outros campos da Medicina®®.

CONCLUSOES

O esclarecimento dos mecanismos subjacentes
as doencas complexas e a identificagdo de novos
alvos moleculares ¢ fundamental para seu diagndstico,
progndstico e tratamento. Muitas linhas de evidéncia
tém reforcado o conceito de plasticidade do genoma,
que por sua vez responde, via mecanismos epigenéticos,
aos agentes ambientais, sejam eles um patégeno, uma
droga ou uma injuria. Considerando a complexidade de
alteragdes moleculares apds alteragdo do genoma por
mecanismos epigenéticos, a integracdo dessas alteracdes
e sua visualizag@o em redes bioldgicas sdo fundamentais
para a obten¢do de uma melhor compreensdo sobre as
propriedades topologicas das redes que estejam diretamente
relacionadas com a transi¢do saude-doenca. Espera-se
com essa abordagem: i) revelar mecanismos moleculares
associados a doengas complexas; ii) identificar padrdes de
evolugdo e transi¢do de fase na origem e progressdo das
doengas complexas e iii) revelar novos alvos terapéuticos
para o tratamento de doengas complexas.
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