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INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) trata-se do acumulo de alteracoes genéticas e epigenéticas em células
epiteliais do colon, que se transformam em adenocarcinomas. Mudancas epigenéticas
desempenham um papel importante no processo de diferenciacao celular, permitindo que as
células mantenham caracteristicas diversificadas estaveis, apesar de conterem o mesmo
conteudo genético. Muitos estudos foram feitos para a compreensao da epigenética do cancer,
particularmente em matéria de metilacao do DNA. Apesar de se saber relativamente pouco sobre
os padroes de modificacoes especificas de histonas no CCR, modificacdes seletivas de histonas
tém sido mostradas atuando em conjunto com a metilacao do DNA, ambos resultando na
modificacao da conformacao da cromatina, que, por consequéncia, influencia na expressao de
genes que medeiam a patogénese do CCR. Entretanto, ainda nao foram identificados
biomarcadores epigenéticos para serem utilizados no CCR como fator de diagnostico, progressao,
tendéncia de invasdo tecidual e metastase, progndstico e/ou resposta resposta a agentes
guimioterapicos. Dessa forma, o aumento da compreensao da regulacao da expressao génica no
contexto epigenético do CCR pode levar ao desenvolvimento de marcadores epigenéticos para o
diagnodstico, assim como de medicamentos para terapia epigenética de CCR.

OBIJETIVO

O trabalho tem como objetivo estudar as modificacdes que ocorrem no remodelamento da
cromatina na progressao do CCR, através da avaliacao das diferencas no grau de empacotamento
da cromatina no genoma de tecido normal e tumoral de trés individuos diagnosticados com CCR
nos estagios 2, 3 e 4 utilizando-se a técnica de Mnase-seq. Além disso, o estudo visa identificar vias
metabolicas e de sinalizacao relacionadas com as regides da cromatina diferencialmente
empacotadas, assim como predizer os motivos das regidoes enriquecidas.

METODOLOGIA - DADOS DE MINASE-SEQ

A fim de se estudar a estrutura da cromatina no genoma de CCR, nos baixamos do banco de dados
publico SRA, seis amostras pareadas (do SRR2810481 a SRR2810486, normal e tumoral), do
estudo SRP065259. Estes dados foram gerados usando a técnica de Mnase-seq (figural), seguida
de enriquecimento dos sitios de inicio de transcricao (TSS). Esta abordagem permite o
mapeamento das posicoes dos nucleossomos que se encontram nas regioes TSS. ApoOs o uso da
nuclease microccocal (Mnase), que digere preferencialmente o DNA ligante, é feito o
sequenciamento paired-end dos fragmentos de DNA nao digeridos, originarios das regidoes TSS.
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Figura 1: . Técnica de Mnase-seq; (A) Preparo da biblioteca através da fragmentacao do DNA genomico utilizando a enzima Mnase (adaptado
de ref 1); (B) Enriquecimento dos fragmentos contendo sitios de inicio de transcricao utilizando sondas associadas a biotina e beads
magnéticas (adaptado de ref 3). (C) Representacao das regides sequenciadas (adaptado de ref 2).
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METODOLOGIA — BIOINFORMATICA

A qualidade das leituras foram analisadas utilizando a ferramenta FastQC e as reads de baixa
qgualidade foram removidas utilizando o algoritimo Trimmomatic. Apos a filtragem, as reads foram
alinhadas ao genoma humano de referéncia (Versao GRCh37) com o programa BWA. O pacote
RseQC (disponivel no repositorio Bioconductor para linguagem R) foi utilizado para avaliar a
qgualidade do alinhamento e somente as reads com alinhamentos unicos foram aceitas nas
analises posteriores. A posicao dos nucleossomos foi determinada usando a ferramenta MACS?2.
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Préximos passos

Caracterizacao dos picos:
JAvaliar as diferencas no grau de empacotamento da cromatina;

Wldentificar vias metabdlicas e de sinalizacao;

(Predizer motivos de regides enriquecidas.

RESULTADOS

Utilizando a ferramenta MACS2, foram obtidos os seguintes numeros de picos para as seis
amostras: 51804 (SRR2810481); 53275 (SRR2810482); 52550 (SRR2810483); 58018
(SRR2810484); 55919 (SRR2810485) e 57404 (SRR2810486).
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Figura 2: Posicao dos nucleossomos em genes relacionados ao desenvolvimento do CCR gerados a partir do alinhamento das reads e
identificacao dos picos nas amostras de tecido normal e turmor em trés estadios de desenvolvimento do tumor colorretal. Imagem gerada
com o programa IGV referente as amostras SRR2810481 a SRR2810486.
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