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RESUMO

lamashita P. Estudo dindmico da expressdo génica global durante a interagdo
STEC-enterdcito utilizando séries temporais [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

As Escherichia coli produtoras da toxina Shiga (STEC) s&o importantes
patdgenos humanos, causando desde diarréias até a sindrome hemolitica
urémica (SHU). Ha diversos sorotipos associados a SHU, tais como O157:H7 e
0O113:H21. No Brasil o sorotipo O113:H21 ainda n&o aparece associado a
SHU, embora seja frequentemente isolado de carcagas e fezes bovinas. Nosso
grupo ja investigou comparativamente as redes de coexpressao génica (RCG)
de STEC EH41 (associado a SHU) e Ec472/01 (isolado de fezes bovinas). A
analise comparativa do perfil transcricional de EH41 e Ec472/01 revelou que
somente EH41 expressa um conjunto de genes que inclui o regulador
transcricional dicA. A maioria destes genes esta situada em um Unico médulo
transcricional e podem estar associados a fatores de viruléncia. Assim, este
trabalho centrou-se numa abordagem de biologia de sistemas, integrando
analises genémica e fenotipica da resposta de enterdcitos Caco-2 a EH41 e
Ec472/01. A analise gendbmica baseou-se no estudo temporal de RCG para
compreender os mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade
desses dois isolados. As alteragdes fenotipicas ocorridas nas células Caco-2
ao longo da exposicao a cada um dos isolados de STEC foram visualizadas
através de MEV. A analise gendmica mostrou que o mecanismo molecular da
resposta de Caco-2 durante a interagdo com EH41 ou Ec472/01 é claramente
distinto. Nas redes do grupo Caco-2/EH41 as alteragdes topoldgicas incluiram
a perda do status scale free e a sua recuperagao, com o estabelecimento de
uma nova hierarquia de genes na rede. Esses resultados se enquadram no
modelo de redes para transicao saude-doenga: a nova rede representa a
resposta adaptativa da célula ao patégeno, o que nao significa um retorno a

normalidade. Ja no grupo Caco-2/Ec472 as redes, apos a perda do status scale
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free, nao recuperam esse status até o final do periodo estudado, o que sugere
um estado de transicdo mais prolongado para reorganizagdo da hierarquia da
rede. Mais ainda, através da caracterizacdo dos moddulos transcricionais, foi
possivel compreender dinamicamente os mecanismos moleculares envolvidos
na resposta diferencial de Caco-2 aos dois isolados aqui estudados. STEC
EH41 induz rapidamente a resposta inflamatéria e apoptética a partir da
primeira hora de interagao enterécito-bactéria. Por outro lado, células Caco-2
em contato com Ec472/01 ativam, a partir de uma hora, a fagocitose e, a partir
da segunda hora, expressam moduladores da homeostase imune. A analise
fenotipica das células Caco-2 mostrou, de forma nitida, uma maior destruicdo
dos microvilos dos enterécitos em contato com EH41 do que com Ec472/01.
Integrando os resultados gendémicos e fenotipicos pode-se concluir que EH41
induz em Caco-2 - em comparagdo com Ec472/01 - maiores e mais rapidas
alteragbes na expressdo génica global, além de uma resposta inflamatéria e
apoptética excessiva, levando assim a alteragbes morfoldégicas mais
pronunciadas nas células Caco-2. Em seu conjunto, esses resultados
contribuem para uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na patogenicidade das STECs associadas a SHU. Assim, as
perspectivas de desenvolvimento deste trabalho deverao incluir a investigacao
de fatores de viruléncia e vias moleculares envolvidas na indugdo das

respostas imunes que podem conduzir a SHU.

Descritores: Escherichia coli Shiga toxigénica; Sindrome hemolitico-urémica;
Células Caco-2; Interagbes hospedeiro-patdogeno; Biologia de sistemas; Redes

reguladoras de genes.
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ABSTRACT

lamashita P. Dinamic study of global gene expression along STEC-enterocyte
interaction using time series [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2017.

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) O113:H21 strains are associated
with human diarrhea and some of these strains may cause hemolytic uremic
syndrome (HUS). In Brazil O113:H21 strains are commonly found in cattle but,
so far, were not isolated from HUS patients. Previously, our group conducted
comparative gene co-expression network (GCN) analyses of two O113:H21
STEC strains: EH41, isolated from a HUS patient in Australia, and Ec472/01,
isolated from bovine feces in Brazil. Differential transcriptome profiles for EH41
and Ec472/01 revealed a gene set exclusively expressed in EH41, which
includes the dicA putative virulence factor regulator. GCN analysis showed that
this set of genes constitutes an EH41 specific transcriptional module which may
be associated to virulence factors. Therefore, in the present work a system
biology approach was conducted to investigate the differential Caco-2 response
- genomic and phenotypic - to EH41 (Caco-2/EH41) or to Ec472/01 (Caco-
2/Ec472) along enterocyte-bacteria interaction. The genomic analysis was
based on temporal GCN data in order to gain a better understanding on the
molecular mechanisms underlying the capacity to cause HUS. The phenotypic
alterations in Caco-2 during enterocyte-bacteria interaction were assessed by
scanning electronic microscopy (SEM). The genomic analysis showed that the
molecular mechanism of Caco-2 response to EH41 or to Ec472/01 during
enterocyte-bacteria interaction is clearly different. The GCN topological
analyses for Caco-2/EH41 group revealed loss of the scale-free status after one
hour of interaction, persistence of this condition along the second hour and
establishment of a new gene hierarchy thereafter. These events resemble the
network mechanism of health-disease transition. The new established network

represents an adaptive cell response to the pathogen and not the return to a
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“‘normal” state. Conversely, the networks for Caco-2/Ec472 group showed a
slow and progressive loss of the scale-free status without its restoration at the
end of the time interval here studied. Through transcriptional module
characterization it was possible to reveal the dynamic of the molecular
mechanism involved in the Caco-2 differential responses to the STEC isolates.
EH41 induces a rapid inflammatory and apoptotic response just after the first
hour of enterocyte-bacteria interaction. Instead, the Caco-2 response to
Ec472/01 is characterized by phagocytosis activation at the first hour, followed
by the expression of immune response modulators after the second hour. SEM
phenotypic analysis of Caco-2 cells along enterocyte—bacteria interaction
showed more intense microvilli destruction in cells exposed to EH41, when
compared to cells exposed to Ec472/01. The integration of genomic and
phenotypic data allowed us to conclude that EH41, comparatively to Ec472/01,
induces greater and precocious global gene expression alterations in Caco-2,
what is related to excessive inflammatory and apoptotic responses. These
responses are associated with the pronounced morphological alterations
observed by SEM in Caco-2 cells exposed to EH41. Altogether, these results
contribute for a better understanding of the molecular mechanism involved in
STEC pathogenicity associated to HUS. Therefore, the future perspectives for
the development of the present work should include the investigation of
virulence factors and molecular pathways involved in the induction of immune

responses leading to HUS.

Descriptors: Shiga-toxigenic Escherichia coli; Hemolytic-uremic syndrome;
Caco-2 cells; Host-pathogen interactions; Systems biology; Gene regulatory

networks.



1 INTRODUGAO

As doencas diarreicas estdo entre as principais causas de mortalidade
entre criangcas menores de cinco anos de idade, segundo a World Health
Organization (WHO, 2016): cerca de 840.000 mortes de criangas por essa
causa ocorrem em todo o mundo a cada ano, principalmente em paises em
desenvolvimento. Escherichia coli € o agente infeccioso bacteriano mais

frequente nas formas endémicas da diarreia infantil no mundo (WHO, 2012).

1.1 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli (E. coli) ¢ uma bacilo Gram-negativo encontrado
na microbiota normal do intestino humano e de alguns animais. Esse grande e
diverso grupo de bactérias pode ser encontrado em ambientes terrestres e
aquaticos. Embora a maioria das espécies seja inofensiva, algumas podem
causar sérias doengas. As cepas reconhecidamente patogénicas dessa
bactéria provocam infecgbes no trato urinario, sepse/meningite e doencas
entéricas/diarreicas (Kaper et al., 2004).

As principais categorias ou patotipos de E. coli diarreiogénicas,
classificadas de acordo com as caracteristicas de viruléncia, interagdo com a
mucosa intestinal e quadro clinico sao: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. «coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC) (Nataro; Kaper, 1998). Os patotipos de E.coli
sdo caracterizados pelo antigeno O determinado pela porcdo de
lipopolissacarideo da parede celular (LPS) e antigeno H da proteina flagelar
que definem o sorogrupo (antigeno O) e o sorotipo (antigenos O e H). Sao
conhecidos em torno de 187 antigenos O e 53 antigenos H que podem formar

diversas combinacdes (Liu et al., 2015; Fratamico et al., 2016).

1.2 Escherichia coli produtora da toxina Shiga (STEC)
Todas as E. coli que possuem 0 gene stx sdo classificadas como STEC,
isto € E. coli produtoras da toxina Shiga (dos Santos et al., 2010). Atualmente

sdo conhecidos mais de 400 sorotipos O:H de E. coli que possuem o gene stx,



sendo o sorotipo O157:H7 o mais importante como causador de infecgcbes em
seres humanos (Blanco et al., 2004). Dentre os sorogrupos nao-0157, o
sorotipo O113:H21 também ¢é conhecido por causar infecgbes intestinais e
extra-intestinais, sendo encontrado em diferentes regides geograficas, como
Europa e Oceania (Karmali et al., 1985; Paton et al., 1999; Monaghan et al.,
2012; Bielaszewska et al., 2006; Feng et al., 2014).

1.2.1 Fatores de viruléncia

As complicagdes clinicas causadas por STEC estdo associadas a
produgao da toxina Shiga (Stx), codificada pelo gene stx (Karmali et al., 1985).
Sao conhecidos dois tipos de Stx: Stx1 e Stx2, que formam os subtipos: Stx1a,
Stx1c, Stx1d e Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g,
respectivamente (Scheutz et al., 2012). A toxina Stx2 é mais prevalente em
SHU e colite hemorragica do que Stx1 (Croxen; Finlay, 2010).

Algumas cepas de STEC tém a capacidade para produzir lesdes na
mucosa intestinal do hospedeiro, uma propriedade mediada pela proteina
intimina, fator de adesao codificado pelo gene eae (E. coli attaching and
effacing) que esta localizado na regido genémica LEE ou Locus for Enterocyte
Effacement (Paton et al., 1998). Estas cepas pertencem a categoria EHEC (E.
coli enterohemorragica), consideradas mais virulentas do que aquelas que nao
carregam esse gene.

Apesar da falta do gene eae, o sorotipo O113 pode causar SHU. As cepas
eae negativas possuem outros fatores de aderéncia e viruléncia associados,
tais como Saa, STEC agglutinating adhesin (Paton et al., 2001) e SubAB,
subtilase cytotoxin (Paton et al., 2004), ambos localizados no megaplasmideo
pO113 (Funk et al., 2013). Paton et al. (2001) mutagenizaram o gene saa do
megaplasmideo da O113:H21, o que resultou na redugdo de aderéncia da
bactéria. De acordo com Paton e Paton (2010), essa cepa, envolvida num surto
ocorrido em 1998 na Australia (Paton et al., 2001), expressava SubAB com
propriedades citotoxicas e apoptéticas. A proteina autotransportadora da
membrana externa, denominada Sab, além de promover a aderéncia em
células epiteliais humanas, contribui para a formagao de biofilme (Herold et al.,

2014). Muitas cepas também produzem enterohemolisina, uma proteina



codificada pelo gene ehxA, porém o seu papel na patogénese de STEC
permanece incerto (Feng; Reddy, 2013). Outra proteina, codificada pelo gene
Ipf (long polar fimbria), pode estar envolvida no mecanismo de adesdo
identificado inicialmente em STEC O113:H21 e, posteriormente, em outros
sorogrupos de STEC, tanto LEE positivos como negativos. A delecdo de Ipf
reduz a viruléncia da STEC O113:H21 (Doughty et al., 2002).

1.2.2 Sindrome Hemolitica Urémica (SHU)

E. coli produtoras da toxina Shiga podem causar desde uma diarreia
branda até casos graves de colite hemorragica que podem evoluir para
complicagbes extraintestinais, como a sindrome hemolitico-urémica (SHU) e a
purpura trombocitopénica trombética (PTT), que se caracteriza por uma anemia
hemolitica com eritrocitos fragmentados e nucleados, febre, disturbios
neurolégicos e disfungéo renal (CVE, 2002; Kaper et al., 2004).

Segundo o Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE, 2002), pacientes
com SHU e PTT sao usualmente referidos a unidades de terapia intensiva
(UTI) e recebem cuidados especializados que envolvem as areas de nefrologia,
hematologia, neurologia e outras, dependendo das complicagbes. Sabe-se que
10% dos casos com colite hemorragica evoluem para SHU, e que cerca de 10
a 50% desses pacientes permanecem com algum comprometimento renal
cronico, necessitando de procedimentos dialiticos ou, até mesmo, transplante
renal.

Muitos pacientes requerem dialise por longos periodos e cerca de 8% dos
casos de SHU apresentam sequelas permanentes como hipertensao, cegueira,
paralisias e os efeitos decorrentes da remogédo de parte de seus intestinos.
Outros 30% continuam com micro-hematuria e graus variaveis de proteinuria,
podendo vir a desenvolver insuficiéncia renal crénica ao longo da vida. A
letalidade da SHU varia de 3 e 5% em criangas, podendo ser mais alta em
adultos (CVE, 2002).

Complicagbes neurologicas sdo mais frequentes na PTT, estando
presentes em mais de 90% dos pacientes que evoluiram para 6bito. A PTT
também apresenta alta letalidade em idosos, onde cerca de 50% dos casos

vao a obito.



No inicio de 2011 foi relatado um surto de diarreia sanguinolenta causado
por STEC do sorotipo O104:H4 com numerosos casos que evoluiram para
SHU em pelo menos 13 paises da Europa, no Canada e nos Estados Unidos
da Ameérica. Somente no periodo de maio a junho de 2011 ja tinham sido
notificados pelo menos 4.000 casos, sendo que 900 desses casos evoluiram
para SHU e 48 mortes foram constatadas (Askar et al., 2011; Rubino et al.,
2011).

1.2.3 Epidemiologia

Karmali et al. (1985) foram os primeiros a descrever o sorotipo O113:H21
como produtor da Stx em criangas com SHU. A importancia epidemioldgica
desse sorotipo permaneceu subestimada até o final dos anos 90, quando um
surto de SHU em criangas foi relatado na Australia (Paton et al., 2001). Estudos
epidemiolégicos realizados no Brasil mostraram, por sua vez, que
frequentemente E. coli do sorogrupo O113 isoladas de pacientes com diarreia
ndo possuem, ou nao expressam, o gene stx (Vaz et al., 2004; dos Santos et
al.,, 2010), sendo classificadas como pertencentes as categorias EPEC
(Enteropathogenic E. coli) ou EAEC (Enteroaggregative E. coli) (dos Santos et
al., 2007).

Por outro lado, € importante notar que no Brasil bactérias STEC O113:H21
- que expressam a proteina Stx - sdo frequentemente isoladas de fezes
bovinas (Cerqueira et al., 1997; Irino et al.; 2005; dos Santos et al., 2010).
Portanto, as bactérias STEC O113:H21 tém potencial para causar doencas
como SHU em nosso meio, embora o numero de casos relatados seja ainda
pequeno (Vaz et al., 2004; dos Santos et al., 2007), ao contrario do que se
observa em paises como Argentina e Australia. Nesses paises, a continua
presenca dessas bactérias nos rebanhos (bovinos e ovinos) tem como
contrapartida surtos de diarreia com numero importante de casos evoluindo
para SHU (Brusa et al., 2013). Em diversos paises tem sido relatado aumento
da deteccao de STEC do sorogrupo O113 e sua associagao com casos clinicos
de SHU (Majowicz et al., 2014), o que destaca sua importancia como patdgeno
emergente. Apesar disso, este sorotipo ainda é pouco estudado quanto a

patogenicidade e epidemiologia (Monaghan et al., 2012). A associagdo de



STEC com colite hemorragica, SHU e PTT, e a gravidade dessas doencas,
demandam o envolvimento das autoridades de saude para monitorar nao
somente o0 aparecimento de casos e a investigagdo de surtos, como também
estabelecer de forma precisa as fontes de transmissao e aplicar as medidas
apropriadas de controle e prevengao (CVE, 2002).

Segundo Feng et al. (2014), que estudaram cepas patogénicas de STEC
causadoras de SHU na Australia, ainda é preciso conduzir mais investigagbes
para esclarecer as diferengas entre essas cepas e as cepas ambientais. Esses
autores mostraram que todas as cepas estudadas expressam subtipos de Stx
associados com infecgdbes humanas, o que sugere potencial das cepas
ambientais para causar a doenga. Porém, ndao foram encontrados padrbes
genéticos que possam diferenciar uma cepa da outra.

Assim, é fundamental investigar comparativamente o mecanismo celular e
molecular das infecgdes por linhagens de STEC causadoras e n&do causadoras
de SHU no contexto da interagdo patégeno-hospedeiro. Isso € necessario para
se identificar os fatores, bacterianos e do hospedeiro, que determinam o grau
de patogenicidade. Uma abordagem experimental para essa investigagéo é o
estudo da interagdo patdégeno-hospedeiro in vitro, utilizando-se linhagens
celulares que mimetizam o enterécito (p. ex. células Caco-2) e expondo-se
essas culturas a linhagens causadoras e ndo causadoras de SHU. Essa
abordagem, associada ao estudo dindmico (séries temporais) de redes de
coexpressdao génica em células expostas ao patdégeno, sera adotada no
presente projeto para a compreensdo dos processos de gendmica funcional

envolvidos na interagdo STEC-enterdcito, como descrito a seguir.

1.3 Abordagem de biologia de sistemas

O avango da biologia molecular e da bioinformatica nesta ultima década
possibilitou a aquisigdo de uma grande quantidade de informacgdes na area de
gendmica funcional. A genémica funcional tem por objetivo o estudo global do
funcionamento e da interagdo dos genes e das demais sequéncias do genoma
humano, bem como da influéncia do meio sobre o funcionamento génico

(epigenética) (Ideker; Krogan, 2012). Campos como a protebmica e



metabolémica também contribuem para o entendimento desses mecanismos
moleculares (Carter et al., 2013).

A integracdo dessas areas de conhecimento é chamada biologia de
sistemas (Chuang et al., 2010; Hillmer, 2015). A biologia de sistemas estuda a
integragdo e o controle da atividade dos genes e de proteinas (Lesk, 2008).
Essa abordagem, centrada no estudo global de vias de regulagao metabdlica
(Hillmer, 2015), envolve a analise de grandes volumes de dados: por exemplo,
o estudo do transcriptoma (a partir de dados de microarranjos de DNA ou de
DNAseq) através de redes de interagdo gene-gene (Barabasi et al., 2011). Ela
tem sido utilizada para identificar o mecanismo molecular de diversas doengas
(Xu et al., 2010; Bando et al., 2013; Moreira-Filho et al., 2015), bem como
biomarcadores funcionais de resposta a terapias (Chu et al., 2008) e de
prognostico (Chuang et al., 2010). Mais ainda, redes de coexpressado génica
(RCG), bem como as redes de proteina-proteina e metabdlicas, sao
governadas por leis universais e as propriedades topoldgicas e dinamicas
destas redes determinam regras importantes para compreender a organizagao

funcional de células e tecidos (Barabasi; Oltvai, 2004; Zhu et al., 2007).

1.4 Rede de Coexpressao Génica (RCG)

Uma rede é um grafo representado por um conjunto de vértices ou nés e
um conjunto de arestas ou conexdes. Cada aresta é especificada por um par
de vértices (Lesk, 2008). Redes tém sido muito utilizadas para representar a
interagdo gene-gene no estudo da expressao génica global (Moreira-Filho et
al., 2014a). Uma rede de coexpressao génica (RCG) mostra a correlagao entre
0os genes. O termo “coexpressdo” vem das semelhangcas de padrbes de
expressao dos genes em uma variedade de condi¢gdes experimentais (Aoki et
al., 2008).

As RCG, como as demais redes bioldgicas, e similarmente as redes sociais
e a Internet, ndo sdo randémicas e seguem alguns principios basicos de
organizacao (Newman, 2010). Em redes randdbmicas (Figura 1B), os nés
possuem aproximadamente o mesmo numero de ligagbes (node degree) e,
portanto, os nés com grande numero de ligagdes sao raros. Entdo, nés em

redes randbmicas caracteristicamente possuem baixa diversidade de node



degree. Por outro lado, a maioria das redes “real world’, como as RCG ou
redes proteina-proteina, sao livres de escala (scale-free), onde a distribuicdo
de grau segue uma lei de poténcia. A organizagao scale-free contém hubs com
muitas ligagbes e um grande numero de nés com um numero pequeno de
ligacbes (Barabasi; Oltvai, 2004). Redes scale-free possuem um limitado
numero de hubs, que sao frequentemente associados a funcgbes bioldgicas
relevantes e responsaveis pela robustez da rede (Liu et al., 2011; Winterbach
et al., 2013).

O teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) corresponde a distribuicao da lei de
poténcia em dados empiricos (Clauset et al., 2009). A Figura 1 mostra a
distribuicdo de grau em duas redes, sendo que a Figura 1A representa uma

rede scale-free e a Figura 1B uma rede randémica.

A B

10°p 10°¢

Pr{X >= x)
Pr(X >= x)

10 10 10? 10 104t
(
x 10

10 10°
x

Figura 1 - Distribuicdo dos nos pelo teste Kolmogorov-Smirnov para a

verificagdo do status scale-free . A - Rede scale-free; B - Rede randémica

1.4.1 Conectividade

A conectividade € uma medida de correlagdo que mostra como os
componentes de uma rede (nos, vértices) se conectam uns aos outros
(Moreira-Filho et al., 2014a,b). A conectividade de uma rede é uma medida

importante de sua robustez.



1.4.2 Detecgao de comunidades

As comunidades podem ser definidas como conjuntos de particbes de nos
em uma rede que compartilham ligacdes internas densas e ligagcdes externas
esparsas. A deteccdo de comunidades em redes complexas é obtida
encontrando-se a estrutura modular que otimiza a mensuragdo da
modularidade. A modularidade considera a relagado entre o numero de ligacdes
dentro de uma comunidade e entre nés em distintas comunidades, comparado
a um modelo randémico (Newman; Girvan, 2004; Newman, 2010). A Figura 2
ilustra a estrutura de comunidades de uma rede hipotética.

Essa estrutura modular esta presente em muitos sistemas reais, tais como
redes sociais, redes de conhecimento, internet, etc. E isso também nao é
diferente para redes de coexpressao génica. Em RCG a estrutura modular
corresponde a um grupo de nés (genes) funcionalmente ligados que atuam em
conjunto para realizar uma tarefa especifica (Wang; Zheng, 2012; Rosenkrantz
et al., 2013).

COMUNIDADE A

COMUNIDADE C

COMUNIDADE B

FONTE: Adaptado de Newman; Girvan, 2004

Figura 2 - Representacdo de uma rede com estrutura de comunidades. Cada
circulo tracejado representa uma comunidade distinta (A, B ou C), cujas
ligacbes intramddulos estdo indicadas em preto e as ligagbes intermodulos
estdo indicadas em cinza



1.5 Construgédo e analise de RCG

Redes de coexpressao génica (RCG) podem ser obtidas para um conjunto
de genes, i.e., genes diferencialmente expressos anotados no Gene Ontology-
GO (rede DE) ou para todos os genes validos anotados no GO (rede completa
ou CO). Essas redes sao construidas com base na correlagao de covariancia
gene-gene. Frequentemente sio utilizados o coeficiente de correlagdo de
Pearson ou de Spearman, ou medida de similaridade cosseno (Prifti et al.,
2008; Song et al., 2012).

Para a construgao de RCG sao removidas ligagbes da rede inicialmente
completa por meio do aumento gradativo do limiar de correlagéo (Elo et al.,
2007). Apos a escolha do limite de forca de ligacao, geralmente acima de 0,80,
a rede é testada quanto ao status scale-free (item 1.4) pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov (K-S), i.e., distribuicdbes de lei de poder em dados
empiricos (Clauset et al., 2009).

A visualizac&o e andlise das redes ou sub-redes DE podem ser realizadas
utilizando-se o software livre Cytoscape (Saito et al., 2012;
www.cytoscape.org). Por outro lado, a analise da rede CO sé é possivel
através da visualizagdo em 3D. Varios softwares de visualizagao 3D para redes
gene-gene e proteina-proteina estdo sendo desenvolvidos (Ishiwata et al.,
2009; Pavlopoulos et al., 2008; Wang et al., 2013). Um deles, denominado
Networks 3D, desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Luciano da
Fontoura Costa (http://cyvision.ifsc.usp.br/Cyvision/networks3d), Instituto de
Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, é descrito em um artigo do
nosso grupo (Bando et al., 2013). Este programa € baseado no algoritmo de
forca direcionada otimizado que permite a obtencdo e vizualizagao das redes
em 2D ou 3D (Silva et al., 2013; Bando et al., 2013; Silva et al., 2016).

Utilizando-se o programa Networks 3D em conjunto com o pacote
estatistico Concentric Measurements Software
(http://cyvision.ifsc.usp.br/concentric/software) €& possivel obter medidas
relacionadas a hierarquia dos ndés e a topologia da rede, tais como a
conectividade e a modularidade.

Nosso grupo tem utilizado esta ferramenta para investigar o mecanismo

molecular de: i) doengas crOnicas ndo transmissiveis, tais como epilepsia
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refrataria (Bando et al., 2011; Bando et al., 2013, Moreira-Filho et al., 2015) e
cancer (Azevedo et al., 2014); ii) interagdes patégeno-hospedeiro (Bando et al.,
2017); iii) cromossomopatias, p. ex. trissomia do cromossomo 21 e seu impacto
no funcionamento do timo (Moreira-Filho et al., 2016). Essa abordagem se
revelou muito produtiva: aspectos da topologia e estrutura das redes puderam
ser relacionados a mecanismos biologicos relevantes. Por exemplo: i)
comunidades em redes de coexpressao génica correspondem a modulos
transcricionais relacionados a determinadas vias metabdlicas; ii) alteragdes na
conectividade das redes relacionam-se a transigdo saude-doenga; iii)
perturbagdes induzidas por agentes ambientais (patdgenos, drogas, etc.) levam
a alteragdes topologicas da rede.

Entretanto, esta abordagem n&o é suficiente para a analise de redes de
coexpressdo em seéries temporais, uma vez que ndo é possivel, em termos
praticos, obter o niumero adequado de amostras e intervalos que permitam
correlacionar modificagbes topoldgicas das redes, bem como dos modulos
transcricionais, ao longo do tempo.

O pacote estatistico Weighted gene coexpression network analysis
(WGCNA) do software R é uma alternativa para a analise de redes de
coexpressdo génica que permite a identificagdo de modulos transcricionais
associados com caracteristicas fenotipicas ou clinicas distintas. As ferramentas
deste pacote incluem a construgdo de redes, deteccdo de estruturas
modulares, selecdo de modulos (clusters) de genes, correlagdo entre os
modulos, mensuragdo da relagdo entre genes e moédulos (Module
Membership), obtengdo de medidas hierarquicas dos nds, calculos de
propriedades topolégicas e interagdo com pacotes de visualizagdo de rede
externos (Langfelder; Horvath, 2008).

Esse pacote estatistico € capaz de analisar redes compostas por dezenas
de milhares de genes, pois a andlise é feita com um numero limitado de
modulos o que reduz a sua complexidade e permite um maior poder estatistico
(Dileo et al., 2011).

Esta metodologia tem sido utilizada com sucesso para a investigacdo de
redes de coexpressao génica em séries temporais. Liu et al. (2017) utilizaram o

WGCNA na identificagdo de médulos fortemente correlacionados com cada um
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dos quatro estagios de diferenciacdo precoce de cardiomiécitos de células-
tronco pluripotentes induzidas por humanos e de células-tronco embrionarias
humanas. Este trabalho mostra uma analise temporal de modificacbes que
ocorrem em diferentes estagios de cardiomidcitos.

Hopper et al. (2016) trabalhando com trés espécies de videiras diferentes,
empregaram o WGCNA na identificagdo de 30 moddulos envolvidos em
importantes processos fisioldgicos durante a resposta a diferentes tempos de
desidratacdo das folhas. Os autores fizeram o enriquecimento funcional dos
modulos e identificaram hubs associados ao metabolismo e sinalizagdo de dois
horménios de estresse vegetal, acido abscisico e etileno por meio de uma

abordagem transcriptémica de séries temporais.

1.6 Estudo de séries temporais

Séries temporais de expressado génica obtidas a partir de dados de
microarranjos de DNA tém sido comumente utilizadas para monitorar a
atividade transcricional ao longo de um determinado periodo de tempo
(Whitfield et al., 2002). Essas variacbes usualmente estdo associadas as
respostas temporais das células e/ou tecidos a estimulos externos. Esses
estimulos podem ser de diferentes naturezas, tais como o crescimento e
diferenciagéo tissular, resposta a um patdégeno ou a administragdo de uma
droga (Androulakis et al., 2007; Bar-Joseph et al., 2012).

Dados de expressdo de séries temporais permitem a obtengdo de
informagdes de grupos de genes que s&o ativados ou desligados em intervalos
de tempo diferentes em resposta a tais perturbagées (Bar-Joseph et al., 2012).

Um dos problemas de processos biolégicos dindmicos € a escolha do
ponto de tempo adequado, pois em muitos casos o inicio do processo estudado
€ desconhecido, além de poder ser diferente entre os individuos. A velocidade
do processo pode variar devido a diferengas genéticas entre individuos ou a
epigenética. Esses problemas podem ser resolvidos pela coleta de multiplos
pontos de tempo para cada amostra. Estatisticamente, o baixo numero de
amostras € a maior limitagdo (Elo; Schwikowski, 2013). Outro fator a ser

considerado esta em como obter material biolégico para uma série temporal e
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consequentemente, ha escassez de dados para desenvolver e/ou aplicar
ferramentas matematicas para a inferéncia de redes regulatérias.

Perturbagdes no programa transcricional determinam altera¢des nas redes
de interagao génica, caracterizadas por modificagdes de conectividade da rede,
hierarquia dos genes, composicdo das comunidades. Essas modificagbes
topoldgicas nas RCG constituem a forga motriz para alteragdes no metabolismo
celular, caracterizando a mudanga um estado de equilibrio para outro (Sieberts;
Schadt, 2007; Sahni et al., 2013). O estudo da topologia das RCG permite
caracterizar diferentes fendtipos e, muito importante, a transi¢do saude-doenca
(Benson; Breitling, 2006; Carter et al., 2013; Bando et al., 2013), como
apresentado a seguir.

A transicdo saude-doenca pode ser esquematicamente dividida em trés
etapas (Figura 3): um estado normal, um estado de pré-doenga (ou estado
critico) e um estado de doenca (Liu et al., 2011). No estado normal, as redes
génicas apresentam alta resisténcia e robustez as perturbagbes externas. O
estado de pré-doenga, por sua vez, € caracterizado pela perda de
conectividade entre nés e consequente alteragao da estrutura de comunidades.
A ftransicdo entre os estados de saude e doenga pode ocorrer por insulto
externo incidindo sobre redes moleculares, determinando redugao da robustez
da rede. Nesta fase, o sistema é sensivel a insultos externos, mas ainda é
reversivel para o estado normal se ocorrer uma interferéncia adequada. Nesse
estagio, apenas uma pequena mudanga nos parametros do sistema pode ser
suficiente para determinar um colapso transiente da rede (perda de
conectividade e, por vezes, subsequente perda do status scale-free) com
posterior transi¢ao para o estado de doenca (Liu et al., 2011, Sahni et al., 2013,
Sahni et al., 2015).
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Figura 3 - Representacdo esquematica das alteracbes das propriedades das
redes na transicdo da saude para a doenga. *Figura cedida por Filipi
Nascimento Silva, IFSC-USP

O estado de doencga representa uma nova situagao, onde a RCG readquire
alta resiliéncia e robustez, porém com mudancas que podem ser transitorias ou
permanentes na hierarquia dos ndés e na composicdo das comunidades. O
sistema atinge um novo equilibrio e, portanto, apresenta dificuldade em
retornar ao estado normal. Assim, a identificagdo das topologias caracteristicas
de cada estado - chamadas de leading networks - é fundamental para
identificar os mecanismos causais que levam a consolidagdo do estado de
doenga (Liu et al.,, 2011). Nessa linha, uma janela de oportunidade para o
estudo dos processos gendmicos na transi¢ao saude-doenca € a utilizagao de
séries temporais. Conjugada com a utilizagdo de modelos in vitro, essa
abordagem permite estudar aqueles processos em intervalos sucessivos,

igualmente espagados ou ndo, com controle rigoroso de variaveis.

1.6.1 RCG apds interagdo STEC-enterocito

O nosso grupo ja realizou um estudo de interacdo STEC-enterdcito com
trés horas de interagdo. Foram analisados o transcriptoma das bactérias e o
das células Caco-2. Foram utilizadas duas cepas Stx positivas de STEC
0113:H21, sendo uma isolada de paciente com SHU (EH41) e a outra isolada
de fezes bovina (Ec472/01), ndo associada a SHU (Bando et al., 2017).
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A analise comparativa das RCG das duas bactérias mostrou que a rede de
EH41 expressa um conjunto de genes que nao é expresso pela Ec472/01. Mais
ainda, a maioria dos genes diferencialmente expressos esta hipo regulada em
comparagao como Ec472/01. Estes genes podem estar envolvidos no
crescimento bacteriano, uma vez que EH41 cresce menos que Ec472/01. Este
fato pode estar relacionado a adaptagcao bacteriana para sobreviver por longo
periodo no ambiente intestinal e consequentemente causar SHU.

As RCG das células Caco-2 expostas a EH41 ou Ec472/01 mostraram que
muitos hubs de ambas as redes estdo envolvidos na resposta imunoldgica.
Entretanto, a rede Caco-2 exposta a EH41 apresentou maior numero de hubs
associados a inflamagao, indicando uma resposta infamatéria pronunciada.
Além disso, essa rede possui muitas interagdes negativas e positivas,
indicando uma desregulacao global da RCG.

Sabe-se que perturbag¢des na rede de interagado génica séo a forga motriz
para alteragbes no metabolismo celular de um estado de equilibrio para outro,
muitas vezes em resposta a mudancas ambientais (Sieberts; Schadt, 2007;
Sahni et al., 2013). Estas transi¢des na topologia das RCG, que refletem
alteragdes na conectividade dos genes, determinam diferentes fenétipos, por
exemplo na transicdo da saude para a doenga (Benson; Breitling, 2006; Carter
et al., 2013; Bando et al., 2013).

Por outro lado, o estudo de um unico intervalo de tempo n&o esclarece o
mecanismo molecular envolvido na mudangca do estado “normal” (rede
controle) para o “alterado” (p. ex. rede das células Caco-2 apés 3 horas de
interagcdo com EH41, Bando et al., 2017). Assim, este trabalho foi centrado na
obtencéo de redes de interacao transcricional a partir de séries temporais de
expressao génica de células Caco-2 expostas a duas linhagens de STEC: uma
associada e outra n&do associada a SHU durante 3 horas de interacao ja pré-
estabelecidos (Bando et al., 2017). Foram também estudadas as alteracoes
temporais na morfologia das células Caco-2 ao longo da interagdo com STEC.
O objetivo principal foi elucidar e comparar os mecanismos moleculares
relativos a resposta do enterdcito as duas bactérias, como sera descrito

adiante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar comparativamente os perfis de expressao génica global e as
alteragdes morfolégicas em séries temporais durante a interagcdo STEC-
enterocito in vitro para compreender o mecanismo molecular envolvido na
resposta das células Caco-2 a duas cepas dessa bactéria, EH41 - isolada de
paciente com SHU - e Ec472/01 - isolada de fezes bovina.

2.2 Objetivos especificos

i) Conduzir analises do tipo sliding-window para investigar a dindmica das
redes de coexpressao génica (RCG) ao longo de 3 horas de interagao
enterdcito-STEC;

ii) Utilizar duas abordagens distintas para a construcdo de RCG: a) redes
baseadas em genes diferencialmente expressos (DE) para analise topoldgica;
b) redes incluindo todos os genes expressos anotados no Gene Ontology (GO)

para analise modular;

iii) Analisar a variacdo fenotipica temporal das células Caco-2 expostas as
STECs utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 4 representa desenho experimental deste trabalho. Inicialmente
definiu-se o periodo de trés horas de ensaio de interacao in vitro de enterdécito-
STEC e determinou-se 25 intervalos de tempo igualmente espagados para a
coleta de amostras para analise de gendmica funcional ou fenotipica do
enterocito (Figura 4A). As redes de coexpressao génica foram construidas
através de duas abordagens (Figura 4C). Uma delas baseou-se na matriz de
dados de expressao génica obtida pela sobreposicédo de intervalos de tempo e
a construgéo de redes para cada janela a fim de analisar a variagao topoldgica
das redes ao longo do tempo. A outra analise baseou-se na matriz obtida pela
justaposicédo de intervalos e a construgdo de uma uUnica rede para o estudo
funcional dos mddulos trancricionais associados a cada janela. Foram também
estudadas as alteragdes temporais na morfologia da célula Caco-2 ao longo da

interagdo com STEC (Figura 4D).
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A Aquisicao de dados
2. Obtengdo de RNA
1. Definigao da série temporal 3. Hibridizagdo em microarranjo
0 3h de DNA
— A A A .| 4. Captura de imagem
- 3H .
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254251 NA - Obtenc&o da matriz de dados 80746 9.542059 9.398308 9.247873 8.888054 9.334328  9.067418
254187 1067859 - Normalizag&o dos dados | 80737 1022664 1020373 10.11056 9.962159 9.001603 8.127934
254173 NA 80727 9.681882 9.741602 9.413802 9321921 9460621  9.086864
iz:;: - s 80726 7.381681 7.839559 7.448343 7.307876 7.563905 5.78139)
e T 80714 5.575376 5.635486 6.200407 5.895924 5756768 5.829482
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v JS3 ... Ly—, JJ: Intervalos justapostos
JS: Intervalos sobrepostos Js10 Analise funcional dos médulos
Analise fenotipica Analise da variagao topoldgica das associados a janela
MEV redes (Networks 3D) (WGCNA)

Figura 4 - Etapas envolvidas na analise dos dados de expressao génica global
dos microarranjos de DNA em estudos de redes de interacdo transcricional (A
aD)

3.1 Amostras bacterianas

As amostras bacterianas utilizadas pertencem a bacterioteca mantida pelo
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Escola Paulista
de Medicina da UNIFESP e foram fornecidas pela Profa. Dra. Beatriz E. C.
Guth. Dois isolados de STEC 0113:H21 foram utilizados: EH41 isolado de uma
crianga com SHU na Australia (Karmali et al.,, 1985) e Ec472/01 isolado de
fezes bovina (dos Santos et al., 2010). Uma Unica colbnia de cada amostra foi
repicada para o meio Luria Bertani (LB) por 18 horas a 37 °C. Aliquotas destas
culturas em fase exponencial foram utilizadas para os ensaios de interagao

com células Caco-2.
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3.2 Cultura celular e ensaios de interagao temporal STEC-enterécito

As células Caco-2 foram cultivadas em frascos plasticos estéreis de 25 cm?
(TPP, Suica) ou em placas para cultivo celular de quatro pogos (Thermo
Scientific, EUA) com laminulas de vidro de 13 mm contendo 4 mL ou 500 mL
de Meio Minimo Essencial de Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM; Cultilab,
Brasil), respectivamente. O meio de cultura foi suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB; Gibco, EUA) e antibidticos (penicilina 1000 U/mL e
estreptomicina 1 mg/mL; Sigma-Aldrich, EUA) sob atmosfera de 5% de CO, e
incubacgéo a 37 °C. Entre 5 a 7 dias, as células cresceram até atingir 80% de
confluéncia e formar uma monocamada de células epiteliais polarizadas - lado
apical apresenta microvilosidades (Halbleib et al., 2007). Vinte e quatro horas
antes do ensaio de interacdo, as células foram lavadas duas vezes com DMEM
sem soro e sem antibiodticos. Em seguida, foram incubadas com DMEM
contendo 5% de SFB e sem antibiéticos. Inoculou-se 400 pL ou 50 pL de
cultura bacteriana (Absssp = 0.35) sobre a monocamada de Caco-2 cultivada
em frascos ou em placas, respectivamente. As culturas celulares foram
incubadas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO, em diferentes intervalos de
tempo. Apos cada intervalo, as células Caco-2 foram recuperadas para a
extragdo de RNA ou para o procedimento de Microscopia Eletrbnica de

Varredura - MEV (ver adiante).

3.3 Extragao de RNA das células Caco-2

Apds cada intervalo de tempo de interacdo STEC-enterdcito, as células
foram lavadas por cinco vezes com tampéo fosfato salino (PBS; Laborclin,
Brasil) 1x e rapidamente adicionou-se 600 uL do tampao RLT de lise celular
(Qiagen, Valencia, CA) diretamente no frasco. O lisado foi recolhido em um
microtubo, seguindo-se a extragdo de RNA com o kit RNeasy Mini Kit (cat. no.
74106, Qiagen, Valencia, CA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
A verificagdo da pureza e a quantificagdo do RNA foram realizadas no
nanoespectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare, EUA), através de leitura a
260 e 280 nm. Essas amostras foram armazenadas a -80 °C até a sua
utilizagao. A integridade do RNA foi verificada utilizando a plataforma Agilent

2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Todas amostras
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que apresentaram o Numero de Integridade do RNA (NIR) = 7.0 foram

armazenadas a - 80 °C até o uso nos experimentos de hibridizaco.

3.4 Hibridizagao dos microarranjos de DNA

Os experimentos de hibridizagado para analise de expressao génica foram
realizados na plataforma Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Esta
plataforma utiliza bioarrays confeccionados com oligonucleotideos de 60 bases,
individualmente pré-validados. Para analises do perfil de expressdo génica
foram utilizadas 1aminas de microarranjos de DNA contendo 44.000 transcritos
de genes humanos (cat. no. G4845A, Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
Os procedimentos de hibridizacdo utilizando o sistema de uma cor marcada
com o fluorocromo cyanine-3 (Cy3) seguem estritamente os protocolos
fornecidos pelo fabricante (One-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis Low Input Quick Amp Labeling versao 6.5, maio/2010, Agilent, Santa
Clara, CA). As imagens foram capturadas pelo scanner Agilent Bundle de
acordo com os parametros recomendados para Agilent bioarrays. O software
Feature Extraction versao 9.5.3 foi utilizado para avaliar o sinal fluorescente da
hibridizagdo dos pontos (spots), normalizar estes sinais e exportar os dados. A
qualidade dos arranjos foi avaliada através da correlagao entre a quantidade de
spots e a intensidade destes utilizando o software R versdao 3.3.3 (R
Development Core Team, 2014) com scripts feitos in house. Um arranjo com
boa qualidade mostra distribuicido normal de todos os sinais. Por meio da
analise de cada arranjo, spots com um ou dois flags (baixa intensidade,
saturacdo, etc) foram considerados como NA, isto &, sem valor valido de
expressao. Ou seja, aqueles transcritos que apresentaram sinais nao
uniformemente distribuidos com pelo menos um NA foram descartados (Figura
4B). A seguir foi feito a transformagdo dos valores de expressdo em log; e
também a normalizagdo de dados de regressao nao-paramétrica robusta
denominado  método Lowess (Limma package, Smyth, 2005;

http://www.bioconductor.org/).
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3.5 Andlise das redes de coexpressao génica (RCG)

3.5.1 Série temporal

A série temporal adotada foi de intervalos igualmente espagados de sete
minutos e meio ao longo de trés horas (Figura 4A). Assim, foram obtidos 25
intervalos de tempo (TO até T24). Em TO, o RNA das células Caco-2 foram
extraidas imediatamente apds a inoculagdo bacteriana (sem periodo de
incubacéo).

As matrizes de dados de expressdao génica foram obtidas através da
técnica de sliding-window em séries temporais. Utilizou-se a técnica de
sobreposi¢cao (Madsen, 2007; Silva et al., 2015) dos intervalos de tempo para a
analise topoldgica de 10 redes ao longo de trés horas de interagcédo patégeno-
hospedeiro. Enquanto que para a analise funcional dos médulos associados a
diferentes intervalos de tempo, utilizou-se a técnica de justaposi¢do (Camargo

et al., 2011) dos intervalos de tempo.

3.5.2 Analise topolodgica das redes
3.5.2.1 Obtencgao da matriz de expressao génica

A matriz de dados de expressdo génica foi composta por 10 janelas
sobrepostas (JS) como mostra a Figura 4C. Cada janela incluiu dados de
expressdo génica de seis intervalos de tempo sequenciais, mas com
sobreposicdo de quatro intervalos: a primeira janela (JS1) foi composta pelos
intervalos TO a T5; a segunda janela (JS2) foi formada por T2 a T7; e assim
sucessivamente até JS10 (T18 a T23).

3.5.2.2 Analise comparativa e construcao de rede de coexpressao génica
A Figura 5 mostra esquematicamente todas as etapas envolvidas na
construgdo das RCG. A comparacdo dos dados de expressdo génica das
janelas JS1 a JS10 foi feita através do uso do programa TMEV (TIGR
MultiExperiment Viewer) versado 4.9.0 (Saeed et al., 2003) utilizando a analise
de variancia (ANOVA) e correcao de Bonferroni Ajustado (Figura 5B).
A matriz de dados dos genes diferencialmente expressos (DE) anotados no

Gene Ontology Database (GO) de cada grupo individualmente (JS1 - JS10) foi
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utilizada para a obtencao da matriz de correlacdo gene-gene por grupo (Figura
5C). A correlagédo de Pearson foi utilizada para o calculo da correlagdo de cada
par de genes. O limiar do valor de correlagéo foi definido apds verificar se a
topologia da rede JS1 ndo se alterava dentro de um intervalo de correlagao
(0,700 a 0,999). A visualizagao das redes foi realizada utilizando o programa
Networks 3D (Figura 5D). O programa foi desenvolvido por Filipi Nascimento
Silva do grupo do Prof. Dr. Luciano da Fontoura Costa do Instituto de Fisica de
Séo Carlos, IFSC-USP (http://cyvision.ifsc.usp.br/software/networks3d; Bando
et al., 2013; Moreira-Filho et al., 2014a,b; Moreira-Filho et al., 2015). As redes
foram analisadas quanto ao status scale-free utilizando o teste estatistico

Kolmogorov-Smirnov (Figura 5E).

G\ Obtencao da matriz de dados de expressao génica global (intervalos sobrepostos) )
GenelD JS1 TO JS1 Tl JS1LT2 JS1T3 JSLT4 JS1TS JS2 T2 JS2. T3 JS2. T4 JS2. TS JS2.T6 JS2 T7 .. JS10_T18 JS10_T19 JS10_T20 JS10_T21 JS10_T22 JS10_T23
642826 7.746899 8.001786 7.716146 7.933512 7.565941 7.486666 7.716146 7.933512 7.565941 7.486666 7.892523 7.811738 5.533192 6.162141 5.943092 5.889886 5.967513 6.331472
553115 8.505125 8.62452 8.721609 8.723745 8.58447 8.385047 8.721609 8.723745 8.58447 8.385047 8.754059 8.494404 7.411236 8.085413 7.585125 7.502995 7.793203 8.34131
550643 10.00659 10.31407 10.26239 9.966771 10.03302 9.946869 10.26239 9.966771 10.03302 9.946869 10.18413 10.19766 9.281129 9.581918 9.439959 9.005896 9.430114 9.792894
541578 10.22015 10.37804 10.37574 10.179 10.31181 10.15579 10.37574 10.179 10.31181 10.15579 10.34185 10.09325 9.310179 9.693554 9.363632 9.137092 9.531321 9.915382

541578 10.27559 10.51464 10.52451 10.32086 10.4069 10.35798 10.52451 10.32086 10.4069 10.35798 10.42451 10.28968 9.273738 9.596298 9.160307 9.099557 9.475095 9.81224

TMeV (ANOVA, Bonferroni ajustado)

B Matriz de dados de expressao dos genes DE
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642826 7.746899 8.001786 7.716146 7.933512 7.565941 7.486666 7.716146 7.933512 7.565941 7.486666 7.892523 7.811738 5.533192 6.162141 5.943092 5.889886 5.967513 6.331472
553115 8.505125 8.62452 8.721609 8.723745 8.58447 8.385047 8.721609 8.723745 8.58447 8.385047 8.754059 8.494404 7.411236 8.085413 7.585125 7.502995 7.793203 8.34131
550643 10.00659 10.31407 10.26239 9.966771 10.03302 9.946869 10.26239 9.966771 10.03302 9.346869 10.18413 10.19766 9.281129 9.581918 9.439959 9.005896 9.430114 9.792894
541578 10.22015 10.37804 10.37574 10.179 10.31181 10.15579 10.37574 10.179 10.31181 10.15579 10.34185 10.09325 9.310179 9.693554 9.363632 9.137092 9.531321 9.915382

\ 541578 10.27559 10.51464 10.52451 10.32086 10.4069 10.35798 10.52451 10.32086 10.4069 10.35798 10.42451 10.28968 9.273738 9.596298 9.160307 9.099557 9.475095 9.81224
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Figura 5 - Etapas envolvidas para a constru¢géo das RCG para cada JS (A a E)
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3.5.3 Weighted gene coexpression network analysis (WGCNA)

3.5.3.1 Obtencao da matriz de expressao génica

As amostras foram agrupadas em trés janelas justapostas (JJ) com nove
amostras na primeira janela e oito amostras em cada uma das outras duas
janelas. Dessa forma, a janela 1 (JJ1) contém os nove primeiros intervalos de
tempo (TO a T8) da primeira hora de interagdo, a janela 2 (JJ2) contém os
préximos oito intervalos de T9 a T16, e a janela 3 (JJ3) contém os oito ultimos
intervalos de T17 a T24. A Figura 4C mostra esquematicamente como foi

composta cada janela.

3.5.3.2 Construcao de rede e detecgcdo de modulos transcricionais

As redes de coexpressdo génica global foram construidas utilizando o
método Weighted Gene Coexpression Network Analysis (WGCNA), um pacote
do software R (Zhang; Horvath, 2005; Langfelder; Horvath, 2008) (Figura 6).
WGCNA ¢é utilizado para identificar padrbes de correlagdo entre genes em
dados de expressdo génica de microarranjos. Inicialmente os dados de
expressao normalizados (item 3.4) das 25 amostras de cada interagdo Caco-
2/EH41 e Caco-2/Ec472 foram checados para a remocdo de amostras com
valores de expressao discrepantes, ou outliers (Figura 6B). As RCG foram
construidas utilizando o valor absoluto da correlagdo de Pearson como medida
de similaridade entre os perfis de expressao génica de todas as amostras.
Essa matriz de similaridade foi entdo transformada em uma matriz de
adjacéncia elevada a uma poténcia B (soft-threshold). Esta etapa enfatiza as
correlagdes fortes e atenua as correlagdes fracas em uma escala exponencial
(mimetizando uma distribuicdo scale-free). As correlagbes ponderadas ou
weighted representam as forgas de ligagao entre os genes na rede (Figura 6C).

A escolha do parametro 3 se baseia no critério de topologia de rede scale-
free descrito por Zhang e Horvath (2005). Verificou-se visualmente se a
topologia scale-free foi satisfeita pelo quadrado da correlagéo entre log (p(k)) e
log (k), onde p(k) € a distribuicdo de frequéncia - modelo do indice de
montagem R2. Se 0 R? do modelo se aproximar de 1, entdo existe uma relagéo
de linha reta entre log (p(k)) e log (k). Quanto maior a poténcia 3, menor é a

conectividade média da rede. Geralmente utiliza-se a menor poténcia 8 onde a
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curva de saturacdo (relagdo entre R? e B) é alcancada. O critério para escolha
da poténcia B considera valores em que a rede satisfaga a topologia scale-free
aproximadamente R?*>0,80. A adjacéncia do soft-threshold foi entdo
transformada em um elemento de matriz de sobreposicdo topoldgica (TOM,
topological overlaping matrix), identificando-se assim as estruturas modulares.
Ou seja, foi feita uma conversdo da medida de dissimilaridade para
agrupamento hierarquico, onde agrupam-se os nés estreitamente conectados
formando os modulos da rede. A sobreposicao topoldégica serve como filtro
para excluir conexdes fracas durante a construgdo da rede. Pelo agrupamento
foi obtido um dendrograma da rede e escolhido um ponto de corte. Os médulos
correspondentes aos ramos do dendrograma sao estabelecidos pelo Dynamic
Tree Cut (Figura 6D). Para cada médulo de genes formado foi atribuida uma
cor diferente, sendo agrupados no modulo grey os genes que nao foram
atribuidos a nenhum médulo. Para entender como os modulos estdo
correlacionados entre si, uma rede eigengene foi inferida baseada em um
critério de agrupamente hierarquico dos modulos. A rede eigengene foi
representada por um dendrograma e um grafico heatmap (Figura 6E). Modulo
eigengene se refere ao primeiro componente principal de um dado maddulo,
considerado como de significado biologico relevante. O dendrograma
eigengene foi formado por meta-mddulos correspondentes a grupos de
eigengenes correlacionados, representados como ramos (branches) no
dendrograma. Outra forma de representagdo € o heatmap, onde maddulos
altamente correlacionados a outros, ou a um atributo fenotipico, aparecem
como quadrados avermelhados, em contraposicdo aos modulos menos

relacionados, que aparecem com quadrados azulados.
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(A Obtencao da matriz de dados de expressao génica global A

GeneNamT0 T1 T2 T3 T4 . T24

A1BG 7.573905 7.471227 6.080299 6.002671 7.503507 7.330714
— A2M 11.82685 13.11847 12.29079 12.38326 13.33568 12.57628

A4GALT 9.721699 10.14959 9.000033 9.452424 9.15217 8.439019

AAAS 8.472026 8.39949 8.371013 8.312112 6.526711 8.867075
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Figura 6 - Etapas envolvidas para a construgéo e analise de RCG bem como a

analise dos modulos transcricionais associados as janelas JJ (A a E)

3.5.3.3 Correlagao dos médulos transcricionais com cada janela (JJ)

Para a correlacdo dos modulos transcricionais com uma determinada
caracteristica de um grupo de amostras - neste estudo corresponde a cada
janela de tempo - é necessario obter medidas de significancia tanto para o
modulo quanto para cada gene. Desta forma, primeiramente foram obtidos os
valores de GS (do inglés Gene Significance) que € uma medida de correlagao
entre cada gene e a janela (JJ). A segunda medida é a significancia do médulo
que é a média de GS dos genes do mddulo. Assim, a correlagdo do médulo
com cada JJ foi obtida usando a correlagdo de Pearson e o valor-p obtido pelo
teste t.

3.5.3.4 Detecgéao de hubs dos médulos transcricionais
A identificagdo dos hubs de cada mddulo transcricional apresentando alta
associagao com pelo menos uma janela foi obtida através da plotagem do tipo

scatter plot dos valores de kTotal (kT) versus kWithin (kin) de todos os genes



25

de um moédulo. O valor de kTotal corresponde ao numero total de ligagbes de
um gene enquanto que kWithin € o numero de ligagdes de um gene com 0s

outros genes do mesmo maodulo.

3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A obtengdo das imagens de microscopia eletrénica foi realizada em
colaboracdo com a Dra Cecilia M. Abe, do Laboratério de Biologia Celular do
Instituto Butantan. Para esses estudos, as monocamadas de células Caco-2
foram preparadas em duplicata nas placas de cultura celular de quatro pogos
com laminulas de 13 mm como descrito no item 3.2. Apds interacéo de Caco-2
com STEC, as amostras foram retiradas da estufa em intervalos igualmente
espacados de 37,5 min (T5, T10, T15, T20, T24). Em seguida, foram
cuidadosamente lavadas uma vez com 900 uL de PBS 1X e mantidas por pelo
menos 24 h em solugéo fixadora Karnovsky a 4 °C. Apds fixagao, as células
foram lavadas com tampé&o de cacodilato de sddio 1 M por 10 min e pés -
fixadas com 1% de tetroxido de 6smio em tampéao de cacodilato de sodio 1 M
por 30 min. Subsequentemente, as amostras foram lavadas trés vezes com
agua destilada e desidratadas utilizando concentracbes crescentes de etanol
(50%, 75%, 85%, 95%, 100%). Posteriormente, as preparag¢des foram secadas
(método critical point) no suporte stubs utilizando um sistema de evaporagao
conhecido com o sputtering, onde é feita a deposigao de particulas de ouro. Os
preparados foram examinados em microscopio eletrdnico de varredura
(QUANTA 250 - FEI Company, Netherlands) a 12.5 kV.

3.7 Validagao dos microarranjos por RT-qPCR

Ensaios de RT-gPCR foram realizados para validacdo dos dados de
expressao génica, selecionando-se trés genes para cada grupo: Caco-2/EH41
e Caco-2/Ec472. As sequéncias dos primers para esses genes foram
desenhadas utilizando-se o programa Primer3Plus (http://primer3plus.com/). As
sequéncias dos primers estao descritas na Tabela 1. Para obtengdo do cDNA,
o kit Superscript Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, USA)
foi utilizado seguindo o manual de instrugbes do fabricante. As reagbes de
gPCR foram realizadas no termociclador StepOne Real-Time PCR System

(Applied Biosystems, USA), seguindo as condi¢des de ciclagem: 95°C por 20 s,
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40 ciclos de : 95 °C por 3 s, 60 °C por 30 s. Os genes RPLPO para o0 grupo
Caco-2/EH41 e MRPL19 para o grupo Caco-2/Ec472 foram utilizados como
genes endégenos de referéncia. A expressdo relativa dos genes foi
determinada pelo método da curva padrao (Larionov et al., 2005). Os dados de

expressao relativa foram plotados no GraphPad Prism 6.0.
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4 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho compreendem os dados de gendmica
funcional obtidos em séries temporais e, também, os de MEV que retratam
aspectos morfologicos da interagdo célula-bactéria ao longo de diferentes

tempos de exposig¢ao das células Caco-2 a EH41 ou Ec472/01.

4.1 Qualidade da hibridizagao e obtencao dos dados de expressao

A qualidade da hibridizagado de todas as amostras do grupo Caco-2/EH41 e
do grupo Caco-2/Ec472 foi analisada através da plotagem dos valores de
expressdo bem como dos valores transformados em log, (Anexos 1 e 2). Todas
as amostras apresentaram distribuicdo normal dos valores de expressao, desta
forma todas as amostras foram incluidas no estudo.

A etapa seguinte consistiu na obtencdo da matriz de dados de expresséao.
Foi realizada uma filtragem para a exclusdo dos transcritos sem valor de
expressao (NA) e os valores foram transformados em log,. Obtiveram-se 6.876
genes para Caco-2/EH41 e 7.555 genes para Caco-2/Ec472, anotados no
banco de dados Gene Ontology (GO). Apds essa etapa, foi feita a checagem
da variacao dos valores de expressao através da plotagem, em grafico boxplot,
de cada amostra em cada um dos grupos Caco-2/EH41 e Caco-2/Ec472. Os
dados de expressdo génica dos grupos Caco-2/EH41 e Caco-2/Ec472
mostraram que os valores de expressao variaram significativamente entre as
amostras (Figura 7A e 8A), desta forma os dados foram normalizados para
cada um dos grupos (Figura 7B e 8B). A matriz de dados normalizados e em
log. foi utilizada para a composi¢cdo das matrizes de dados de expressao das
séries temporais para cada um dos grupos (Caco-2/EH41 e Caco-2/Ec472).

Todos os dados brutos dos microarranjos foram depositados no banco de
dados publicos de gendmica funcional Gene Expression Omnibus (GEO)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo),  National = Center for  Biotechnology
Information (NCBI), sob o niumero de acesso GSE104492.
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4.2 Analise da variagao topoldgica de redes de coexpressao génica

A analise da variacdo topologica de RCG para os grupos Caco-2/EH41 e
Caco-2/Ec472 foi realizada através da comparagao de 10 redes construidas a
partir dos dados de expressao génica diferencial e agrupadas em 10 janelas

sobrepostas (ver Figura 5).

4.2.1 Redes de Caco-2/EH41

A analise comparativa das 10 janelas - JS1 a JS10 - revelou 4.285 genes
diferencialmente expressos (DE) e anotados no banco GO. Esses genes foram
utilizados para a construcdo das redes de coexpressao génica (RCG) para
cada uma das janelas, adotando um limiar de correlagdo gene-gene de 0,984
para todas as janelas. Esse limiar de correlagao foi definido apds ser verificado
que a topologia da rede JS1 ndo se alterava dentro de um intervalo de
correlagao de Pearson (0,700 a 0,999).

A topologia das redes foi avaliada quanto ao tipo de distribuigdo de nimero
de ligagdes por no. Na Figura 9 é possivel observar uma intensa variagcao
topoldgica das redes ao longo do tempo. As janelas JS1 e JS2 apresentaram
redes com status scale-free, como mostram os graficos da distribuicdo de node
degree (P(k)) versus node degree (k) e pela topologia das redes (Figura 9 A e
B). Nas quatro janelas seguintes (JS3 a JS6) essas redes perdem esse status
(muitos genes com muitas ligagdes). E interessante notar que nas proximas
janelas JS7 a JS9 as redes voltaram a ter caracteristicas scale-free e,

finalmente, em JS10, a rede novamente ndo apresenta mais esse status.
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Figura 9 - Redes de coexpressdo génica dos grupos Caco-2/EH41 (B) ou
Caco-2/Ec472 (C) obtidas das janelas JS1 a JS10. Teste Kolmogorov-Smirnov
(K-S) para avaliar a topologia das redes (status scale-free) para as redes do
grupo Caco-2/EH41 (A) e do grupo Caco-2/Ec472 (D)
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4.2.2 Redes de Caco-2/Ec472

A analise comparativa das 10 janelas JS1 a JS10 revelou 2.314 genes DE
anotados no banco GO. Esses genes foram utilizados para a construgao das
redes para cada uma das janelas e adotou-se um limiar de correlagédo gene-
gene de 0,990 para todas as janelas (apds verificar-se que a topologia da rede
JS1 néo se alterava dentro de um intervalo de correlagao de Pearson de 0,700
a 0,999).

As Figuras 9 C e D mostram a variagéo topoldgica das redes JS1 a JS10
de Caco-2/[Ec472. As janelas JS1, JS2 e JS6 apresentaram redes com
caracteristicas scale-free. Ja nas demais redes (JS3 a JS5 e JS7 a JS10)
essas redes nao apresentam mais o status scale-free. Estes resultados
mostram que as redes apd6s uma hora de interacdo com Ec472/01
apresentaram pouca variagdo topoldgica.

4.3 WGCNA

WGCNA foi utilizada para construgao de RCG dos grupos Caco-2/EH41 e
Caco-2/Ec472 para a identificacdo de moddulos transcricionais fortemente
correlacionados com trés janelas justapostas durante o periodo de interagao de
Caco-2 com STEC (Figura 6).

4.3.1 Redes e identificagao de mdédulos transcricionais

A primeira etapa foi a analise da matriz de dados de expresséo génica para
identificar se haviam genes com valores discrepantes (outliers) tanto para o
grupo Caco-2/EH41 quanto para o grupo Caco-2/Ec472. Apos a filtragem
obteve-se 6.876 genes para Caco-2/EH41 e 7.555 genes para Caco-2/Ec472
os quais foram utilizados para as analises subsequentes. Em seguida, foi feito
0 agrupamento das amostras, sendo que aqui uma amostra revelou-se como

outlier (amostra T7 em Caco-2/Ec472) e foi descartada da analise (Figura 10).
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Sample clustering to detect outliers. Sample clustering to detect outliers.

Figura 10 - Dendrograma das amostras para exclusdao de outliers.
Dendrograma do grupo Caco-2/EH41 (A) e do grupo Caco-2/Ec472 (B). A linha
vermelha indica a linha de corte adotada para os grupos Caco-2/EH41 e Caco-
2/Ec472

Apds a exclusao da amostra outlier, duas redes foram construidas, uma
para Caco-2/EH41 e outra para Caco-2/Ec472. A fim de obter uma rede scale-
free, escolheu-se, para as duas redes, o valor = 16, onde o parametro R*2

apresentava valor acima de 0,90 (Figura 11).
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Figura 11 - Curva da variacao topolégica da rede para diferentes valores (.
Curva de dispersdao onde se mostra a distribuicdo dos valores do indice R*2
(eixo y) para diferentes valores B (eixo x) obtidos para as redes dos grupos
Caco-2/EH41 (A) e Caco-2/Ec472 (C). Graficos mostrando a distribuicdo da
média de conectividade dos nés da rede (eixo y) para diferentes valores 3 (eixo
X) das redes dos grupos Caco-2/EH41 (B) e Caco-2/Ec472 (D). A linha
vermelha indica a linha de corte (R*2=0,90)

Definido o parémetro para construgao do dendrograma dos genes, o
préoximo passo foi a escolha do tamanho minimo do médulo e do limiar de corte
dos ramos para a obtencdo dos médulos transcricionais com o objetivo de
obter aproximadamente 10 mdédulos, conforme recomendado pelo tutorial do

WGCNA. Assim, adotou-se um limiar de corte de 0,25 e tamanho minimo do
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modulo de 50 genes para o grupo Caco-2/EH41 ou de 60 genes para o grupo
Caco-2/Ec472. Foram identificados 11 moddulos eigengenes para cada
dendrograma, identificados por cores distintas (Figura 12). O tamanho dos
modulos variou de 112 genes (médulo green-yellow) a 1.010 genes (modulo
turquoise) para o grupo Caco-2/EH41 e de 118 (mddulo green-yellow) a 2.472

genes (moédulo turquoise) para o grupo Caco-2/Ec472 (Tabela 2).

A Caco-2/EH41

Cluster Dendrogram
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Henht
08 0
L

o7
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B 08

Caco-2/Ec472

B Cluster Dendrogram

Heont

Figura 12 - Dendrograma dos genes e modulos transcricionais. A -
Dendrograma dos grupos Caco-2/EH41 (A) e Caco-2/Ec472 (B). A barra de

cores mostra a atribuigdo do moédulo
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Tabela 2 - Distribuigdo do numero de genes nos 11
modulos das redes de Caco-2/EH41 e de Caco-2/Ec472

Caco-2/[EH41 Caco-2/Ec472

Médulo numero de genes
1 turquoise 1010 2472
2 blue 901 654
3 brown 769 507
4 yellow 516 485
5 green 442 440
6 red 368 404
7 black 241 252
8 pink 208 250
9 magenta 167 141
10 purple 121 133
11 green-yellow 112 118
- grey 2021 1699

4.3.2 Caracterizacao funcional dos moédulos transcricionais

4.3.2.1 Rede Caco-2/EH41

O dendrograma de moédulos eigengene para Caco-2/EH41 apresentou dois
grandes grupos ou meta-médulos, denominados I e II na Figura 13A. E
interessante notar que o meta-modulo I correlaciona-se com JJ1 enquanto que
o meta-médulo 1T correlaciona-se com as demais janelas (JJ2 e JJ3). Mais
ainda, o meta-médulo II subdivide-se em dois grupos Ila e IIb. O meta-mddulo
IIa esta relacionado com JJ2 enquanto que o IIb com JJ3. Este resultado indica
que a rede apresenta dois grandes meta-moédulos distintos durante as trés
horas de interacdo. O meta-modulo I esta relacionado com a primeira hora de
interacdo e o meta-modulo IT com os intervalos apés uma hora de interagao
enterdcito-patdégeno. A Figura 13B mostra o heatmap obtido para os modulos e
janelas, onde a correlagéo forte esta indicada em vermelho e a fraca em azul.
Obteve-se alta correlagao do moédulo blue com JJ1, do médulo turquoise com
JJ2 e modulo brown com JJ3. Estes resultados mostram que o perfil de
expressao dos genes de cada um desses modulos esta altamente

correlacionado com as amostras de cada uma dessas janelas.
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Figura 13 - Rede eigengene dos modulos e das janelas do grupo Caco-2/EH41
e matriz de correlagdo entre os moédulos e janelas. A - Dendrograma dos
modulos eigengenes. B - Grafico heatmap das correlages entre os modulos e
as janelas. Cada linha e coluna no heatmap correspondem a um modulo
eigengene (cada cor indica a cor do médulo) ou a janela (JJ1, JJ2 e JJ3). A
barra de cor (a direita) indica o valor de correlagdo, onde a intensidade da cor
varia conforme o valor de correlagao
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A partir dos resultados anteriormente descritos, a média dos valores GS
(Gene Significance, i.e. a significancia do perfil de expressdao de uma dado
gene para uma determinada caracteristica) dos genes de cada médulo foi
plotada, bem como a analise de correlagdo do médulo com cada janela (Figura
14). A analise de distribuigdo dos valores GS dos genes de cada moddulo
mostrou que dois modulos possuem valores médios altos e positivos de GS:
um deles é o médulo red para JJ1 e o outro € o modulo green-yellow para as
janelas JJ2 e JJ3 (Figura 14A). Além disso, foi feita uma outra analise de
correlagdo, com base na média dos valores absolutos de GS de cada mdédulo
com cada janela. Esta analise revelou cinco modulos altamente associados e
significativos para pelo menos uma janela (|r| > 0,80; p < 0,01) (Figura 14B). Os
modulos blue, brown e turquoise estido associados com JJ1, mas somente o
médulo blue esta positivamente correlacionado. Somente um madulo, yellow,
esta negativamente associado a JJ2, enquanto que os modulos brown e pink
estdo respectivamente positiva e negativamente correlacionados com JJ3. Os
modulos altamente correlacionados, porém negativamente associados as
janelas, possuem associagao positiva (r > 0,50) e significativa com as janelas
JJ2 (modulos turquoise e pink) e JJ3 (mdédulo yellow). Médulos com associagao
positiva possuem média dos valores GS dos genes positiva, sugerindo maior
significancia funcional para determinada caracteristica fenotipica. Assim,
adotou-se a correlagdo positiva moédulo-janela para a analise funcional dos

cinco médulos com as respectivas janelas.
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Figura 14 - Associagdo modulo-janela do grupo Caco-2/EH41. A - Distribuicao
das médias de GS dos mdédulos para cada janela (JJ1-3). B - Grafico heatmap
das correlagbes entre os modulos e as janelas. Cada linha corresponde a um
moédulo eigengene e cada coluna a uma janela. Cada célula contém o valor de
correlagdo correspondente e o valor-p. A cor verde da legenda de cores (a
direita) representa correlagdo negativa, enquanto a cor vermelha correlagéo
positiva.

A primeira analise visou a uma caracterizagéo global dos genes dos cinco
modulos através da busca no banco KEGG de vias metabdlicas utilizando uma
ferramenta online Enrichr (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/). A Figura 15
mostra uma sintese das vias metabdlicas possivelmente relacionadas com a
resposta do enterécito a STEC. A lista completa das vias metabdlicas
encontradas (p < 0,05) para cada moédulo e os respectivos genes esta

apresentada no Anexo 3. A andlise mostrou que muitos genes dos modulos
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positivamente associados as janelas JJ2 e JJ3 estdo envolvidos na resposta
imune inata, apoptose e organizagéo do citoesqueleto.

Vias metabdlicas (KEGG) Numero de genes
Fatty acid degradation
mTOR signaling pathway

Adherens junction

Yellow

Apoptosis
Oxidative phosphorylation

Shigellosis

JJ3 o
Tight junction
Focal adhesion

Adherens junction

Brown

Regulation of actin cytoskeleton
Bacterial invasion of epithelial cells
Protein processing in endoplasmic reticulum

Ubiquitin mediated proteolysis

Pathogenic Escherichia coli infection

Pink

Protein processing in endoplasmic reticulum

mTOR signaling pathway
JJ2 MAPK signaling pathway
Ubiquinone and other terpenoid-quinone..

Apoptosis

Turquoise

Ubiquitin mediated proteolysis
NF-kappa B signaling pathway
TNF signaling pathway

Antigen processing and presentation

JJ1

Blue

Neurotrophin signaling pathway

Phagosome

Médulo 0 5 10 15 20 25

Figura 15 - Histograma mostrando as principais vias metabdlicas € numero de
genes dos modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41.
Enriquecimento funcional dos genes baseado no banco KEGG (Enrichr, p <
0,05)
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A préxima etapa consistiu em selecionar os hubs, i.e. os nds da rede que
apresentaram alto kTotal e kWithin nesses mddulos (Figura 16). Foi possivel
identificar um total de 63 hubs (Figura 17). Na Tabela 3 esta listada a descrigao
das fungbes biolégicas desses hubs. Na JJ1, dois hubs, CSH1 e TBKBP1,
codificam proteinas envolvidas na resposta inflamatoria e um hub, ADRA1A,
codifica uma proteina envolvida no processo apoptético. Por outro lado, na JJ2
muitos hubs codificam proteinas envolvidas na resposta inflamatéria
(TNFRSF1A e IRF1 hubs do médulo turquoise; CLICT e ADRBK1 do médulo
pink) e imune (TICAM1, BCL3 e DOK1 do modulo turquoise; AKAP8 do modulo
pink) além de apoptose (BBC3, UFC1 do mddulo turquoise; BCL2L 14, IFI27 e
NPIP do médulo pink ) e anti-apoptose (BIRC3). Ja na JJ3, trés hubs (BAHD1,
CEACAM20 e CXCL5) do médulo yellow codificam proteinas envolvidas na
resposta inflamatéria e dois hubs, NUP62 e PARL, do médulo brown, codificam
proteinas envolvidas no processo apoptotico. Quatro hubs (HIST1H2BJ do
moédulo brown; RAB4A, RPS27A e SIRPB1 do modulo yellow) codificam
proteinas envolvidas na resposta imune e um hub, MARCKS, do moddulo
brown, codifica uma proteina envolvida no citoesqueleto (Figura 17, Tabela 3).
A andlise do perfil funcional de todos os hubs mostraram que quase metade
desses genes podem estar envolvidos na resposta da Caco-2 a bactéria EH41.
Vale a pena ressaltar que em JJ2, mais de 66% (14 de 21) dos hubs estdo
envolvidos na resposta imune e inflamagao (Figura 19B). Estes resultados
indicam que a STEC EH41 induz uma resposta imune, inflamatéria e apoptoética

da célula Caco-2 ja na primeira hora de interagdo com as bactérias.
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Figura 16 - Grafico de disperséo dos valores de kTotal (kT) vs kWithin (kIn) dos
genes dos modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41. As
cores dos hubs correspondem as cores dos modulos. Os hubs estao

identificados pelo simbolo dos genes
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Figura 17 - Andlise funcional dos hubs dos médulos associados as janelas da
rede do grupo Caco-2/EH41. A - Histograma das principais fungdes bioldgicas
relacionadas com a resposta do enterécito apds exposicdo a bactéria. Os
numeros entre parénteses indicam o numero total de hubs de cada médulo. B -
Grafico de setores do perfil funcional de todos os 63 hubs.
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4.3.2.2 Rede Caco-2/Ec472

O dendrograma de modulos eigengene para Caco-2/Ec472 apresentou
dois meta-mddulos, 1 e 11 (Figura 18A). E interessante notar que o meta-médulo
I possui somente trés modulos e correlaciona com JJ2 enquanto que o meta-
modulo 1T alberga a maioria dos modulos (8 de 11) e pode ser divido em trés
meta-moédulos IIa, IIb e IIc. O meta-moédulo Ila esta relacionado com JJ1
enquanto que o IIb com JJ3. Este resultado indica que a rede apresenta dois
meta-modulos distintos durante as trés horas de interacdo. O meta-modulo T
esta relacionado com a segunda hora de interacdo e o meta-modulo IT com o
inicio e apds duas horas de interacdo enterocito-patdogeno. A Figura 18B
mostra o heatmap de correlacéo entre os moédulos e as janelas. Obteve-se alta
correlagdo do médulo yellow com JJ1, do modulo black com JJ2 e mddulo

turquoise com JJ3.
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Figura 18 - Rede eigengene dos modulos e das janelas de Caco-2/Ec472 e
matriz de correlagdo entre os modulos e janelas. A - Dendrograma dos
moédulos eigengenes. B - Grafico heatmap das correlagdes entre os modulos e
as janelas. Cada linha e coluna no heatmap correspondem a um modulo
eigengene (cada cor indica a cor do médulo) ou a janela (JJ1, JJ2 e JJ3). A
barra de cor (a direita) indica o valor de correlagao, onde a intensidade da cor
varia conforme o valor de correlagao
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A Figura 19 mostra a média dos valores GS (Gene Significance) dos genes
de cada modulo bem como a analise de correlagcdo do mddulo com cada
janela. A anadlise de distribuicdo dos valores GS dos genes de cada médulo
mostrou que pelo menos um modulo para cada janela possui alto valor médio
positivo de GS, sao eles: i) o médulo yellow para JJ1; ii) o médulo black para
JJ2 e; iii) os modulos brown, green e turquoise para JJ3 (Figura 19A). Ja a
analise de correlagcdo modulo-janela revelou cinco moédulos altamente
associados e significativos para pelo menos uma janela (|r] > 0,70; p < 0,01)
(Figura 19B). Os modulos yellow e turquoise estdo associados com JJ1, mas
somente o modulo yellow esta positivamente correlacionado. Somente um
modulo, pink, esta negativamente associado a JJ2, enquanto que trés modulos
estao associados com JJ3. Dois desses moédulos - brown e turquoise - estao
positivamente correlacionados e o terceiro modulo, blue, esta negativamente
correlacionado. Entretanto os moddulos correlacionados negativamente
possuem correlagdo positiva (r > 0,50) e significativa com outra janela. Os
modulos blue e pink estao positivamente correlacionados com as janelas JJ2 e
JJ3 respectivamente. Desta forma, estes mddulos foram selecionados para a
caracterizagao funcional global dos genes - analise de enriquecimento baseado
no banco KEGG - e a identificagdo de hubs através da categorizagao
hierarquica dos genes obtido pela analise dos valores kTotal vs kWithin dos

genes em um grafico de dispersao.
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Figura 19 - Associagdo modulo-janela do grupo Caco-2/Ec472. A - Distribuicao
das médias de GS dos mdédulos para cada janela (JJ1-3). B - Grafico heatmap
das correlagdes entre os moédulos e as janelas. Cada linha corresponde a um
modulo eigengene e cada coluna a uma janela. Cada célula contém o valor de
correlagao correspondente e o valor-p. A cor verde da legenda de cores (a
direita) representa correlagdo negativa, enquanto a cor vermelha correlagcao
positiva.

A Figura 20 mostra uma sintese das vias metabdlicas possivelmente
relacionadas com a resposta da Caco-2 a Ec472/01. A lista completa das vias
metabdlicas encontradas (banco KEGG, p < 0,05) para cada mddulo e os
respectivos genes esta no Anexo 4. A analise mostrou que muitos genes do
modulo tfurquoise - positivamente associados a JJ3 - estdo envolvidos na

resposta imune.
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Numero de genes

Figura 20 - Histograma mostrando as principais vias metabdlicas e o numero

de genes dos moédulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472.

Enriquecimento funcional dos genes baseado no banco KEGG (Enrichr, p <

0,05)

A Figura 21 mostra os graficos de dispersdo dos valores de kTotal vs

kWithin dos genes de cada modulo. Desta forma, foi possivel selecionar um

total de 59 hubs. A Tabela 4 contém a descrigdo das fungbes biolégicas desses

hubs. Na JJ1, cinco hubs codificam proteinas que podem estar associados a
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resposta do enterdcito a Ec472/01. Trés desses hubs - CCNA2, EMP2 e
PODXL - codificam proteinas envolvidas no citoesqueleto celular e outros dois
hubs KCNN4 e E2F2 estao envolvidos respectivamente na resposta imune e
apoptose. Na JJ2, um hub, RAB4A, que também é um hub da rede Caco-
2/EH41 (janela JJ3) codifica uma proteina da familia Ras de GTPase que esta
envolvida na resposta imune. Outro hub importante, ACTR2, codifica uma
proteina estrutural do citoesqueleto e pode estar envolvido na fagocitose.
Finalmente, o hub NEURL codifica uma proteina envolvida na apoptose. Ja na
JJ3, o processo mais importante associado parece ser a resposta imune, pois
cinco hubs do moédulo tfurquoise (NOTCH2NL, ACOTS8, UPF1, TRAFD1 e
DOK4) e um hub, POLR3K, do modulo pink (Figura 22A, Tabela 4). A analise
do perfil funcional de todos os hubs mostraram que apenas 32% (19 de 59) dos
hubs podem estar envolvidos na resposta da Caco-2 a Ec472/01 (Figura 22B)
Estes resultados mostraram que a célula Caco-2 tem uma resposta imune
moderada quando desafiada por Ec472/01 e que esta resposta ocorre
principalmente apds duas horas de interagdo célula-bactéria. Esses resultados
diferem dos obtidos para o grupo Caco-2/EH41, onde ha muitos hubs

envolvidos na resposta inflamatoéria ja na primeira hora de interagéao.
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Figura 21 - Gréfico de disperséo dos valores de kTotal (kT) vs kWithin (kln) dos
genes dos modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472. As
cores dos hubs correspondem as cores dos modulos. Os hubs estdo

identificados pelo simbolo dos genes
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Figura 22 - Analise funcional dos hubs dos mddulos associados as janelas da
rede do grupo Caco-2/Ec472. A - Histograma das principais fungdes bioldgicas
relacionadas com a resposta do enterdcito apds exposicdo a bactéria. Os
numeros entre parénteses indicam o numero total de hubs de cada médulo. B -

Grafico de setores do perfil funcional de todos os 59 hubs.
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4.4 MEV

A Figura 23 mostra as imagens de MEV obtidas para Caco-2 durante a
interacdo das células com as bactérias - isolados EH41 ou Ec472/01 - em
diferentes intervalos de tempo (TO, T5, T15 e T24). A partir do intervalo T5
observam-se bactérias aderidas as células. Nos enterdcitos expostos a EH41
observam-se alteracbes da superficie celular, como perda progressiva de
microvilosidades a partir de T5, além de alteragcbes na forma dos microvilos em
T15 e, finalmente, uma perda extensa da microvilosidade em T24. As células
Caco-2 expostas a Ec472 também apresentaram alteragdes morfoldgicas,
entretanto distintas na forma e no tempo. Em T5 ainda nado ocorre perda de
microvilosidades, porém as células apresentam alteragdes morfolégicas, como
perda da orientagdo espacial. Em T15 ha diminuicdo de microvilosidades e os
microvilos tornam-se alongados; em T24, em linhas gerais, o quadro

anteriormente descrito permanece.
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Caco-2/EH41 Caco-2/Ec472

T15

T24

Figura 23 - Imagens das células Caco-2 em diferentes intervalos de tempo (TO,
T5, T15 e T24) durante a interagcdo com EH41 ou Ec472/01 obtidas por MEV. A

barra no canto inferior direito indica a escala de tamanho (3 ym)
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4.5 Validagao técnica dos microarranjos de DNA

Primeiramente foi necessario realizar uma analise estatistica para a
escolha dos genes a serem incluidos na validagdo. Modulos com alta
correlagao entre o gene e a janela foram selecionados para identificar os genes
apresentando maior GS para pelo menos uma janela (Figuras 24 e 25). Foram
selecionados 34 genes para o grupo Caco-2/EH41 e 29 genes para o grupo
Caco-2/Ec472.

Foi realizada uma andlise de varidncia das medianas dos dados de
expressao génica das amostras e comparado entre as janelas, utilizou-se o
teste Kruskal-Wallis no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, San Diego,
CA) . Foram consideradas significativas as comparagbes que apresentaram p <
0.05. Assim foi possivel identificar trés genes com maior variancia entre janelas
para cada um dos grupos, Caco-2/EH41 ou Caco-2/Ec472. Os genes TBKBP1,
PRIMA1 e NEGR1 para Caco-2/EH41, e os genes TNFRSF1A, SLC25A25 e
BCL7B para Caco-2/Ec472, foram utilizados para a validacdo técnica dos

microarranjos de DNA.
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O segundo passo foi selecionar um controle endégeno que, em cada
grupo, nao apresentasse variagdo de expressao ao longo do tempo. Foram
inicialmente escolhidos 13 genes endégenos (ACTB, B2M, GAPDH, GUSB,
HPRT1, IPO8, MRPL19, PGK1, PPIA, RPLPO, RPS23 e TBP) ja descritos para
Caco-2 (Krzystek-Korpacka et al., 2016). A expressao desses genes, obtida por
microarranjos de DNA de todas as amostras, foi plotada para se identificar
genes utilizaveis como gene enddgeno de referéncia. A analise de variancia
das medianas dos valores de expressao entre as janelas foi feita pelo teste de
Kruskal-Wallis, considerando-se significativas as comparagdes que
apresentaram p < 0,05 (Figuras 26 e 27). Para o grupo Caco-2/EH41 verificou-
se que os genes PPIA, RPLP0O e RPS23 nao apresentam variagao significativa
entre as janelas. Para o grupo Caco-2/Ec472 foram os genes MRPL19 e TBP.
A expressao desses cinco genes foi entdo quantificada através da reacao de
gPCR. As Figuras 28 A e B mostram que os genes RPLPO e PPIA para o grupo
Caco-2/EH41 e MRPL19 e TBP para Caco-2/Ec472 nao apresentaram variagao
de expressao entre as amostras testadas. Assim os genes RPLPO para o grupo
Caco-2/EH41 e MRPL19 para o grupo Caco-2/Ec472 foram utilizados como

referéncia para a normalizacao das reac¢des de qPCR para a validagao técnica.
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Figura 26 - Mediana dos valores de expressao obtidos por microarranjos de

DNA dos genes enddgenos candidatos para a escolha de genes de referéncia

para o grupo Caco-2/EH41. Teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05
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Figura 27 - Mediana dos valores de expressao obtidos por microarranjos de

DNA dos genes enddgenos candidatos para a escolha de genes de referéncia

para o grupo Caco-2/Ec472. Teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05
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Figura 28 - Curva de amplificacdo dos genes enddgenos candidatos a genes
de referéncia por qPCR. A - RPLPO e PPIA para o grupo Caco-2/EH41. B -

MRPL19 e TBP para o grupo Caco-2/Ec472

As Figuras 29 e 30 mostram os resultados de qPCR para os genes
TBKBP1, PRIMA1 e NEGR1 do grupo Caco-2/EH41 e para os genes
TNFRSF1A, SLC25A25 e BCL7B em Caco-2/Ec472. A analise comparativa dos

padroes de variagdo dos boxplots obtidos para os dados de expressdo

provenientes de microarranjos de DNA e dos dados de expressao obtidos por

gPCR

revelam padrées de variagdo similares. Estes resultados de gPCR

validam, portanto, os dados obtidos por microarranjos de DNA.
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Figura 29 - Validagdo dos dados de expressao obtidos por microarranjos de
DNA do grupo Caco-2/EH41. A - Grafico boxplot dos valores de expressao
obtidos por microarranjos de DNA dos genes TBKBP1, PRIMA1 e NEGR1 para
as amostras de cada janela justaposta (JJ). B - Grafico boxplot dos valores de
expressao relativa obtidos por gqPCR dos genes TBKBP1, PRIMA1 e NEGR1

para as amostras de cada janela
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para as amostras de cada janela. B - Grafico boxplot dos valores de expressao
relativa obtidos por qPCR dos genes TNFRSF1A, SLC25A25 e BCL7B para as

amostras de cada janela
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5 DISCUSSAO

As STECs sao importantes patégenos humanos por causarem desde
diarreias até a SHU. No caso da SHU, ha diversos sorotipos associados a essa
sindrome, tais como O157:H7 e O113:H21 (Kaper et al., 2004; Bugarel et al.,
2010; Monaghan et al., 2011; Buvens; Pierard, 2012). No Brasil, entretanto, o
sorotipo O113:H21 ainda ndo aparece associado a SHU, embora seja
frequentemente isolado de carcagas e fezes bovinas (dos Santos et al., 2010;
Gonzalez et al., 2016). Cabe aqui notar que alguns isolados de O113:H21 no
Brasil, bem como isolados de pacientes com SHU na Argentina, pertencem a
um mesmo grupo clonal (Feng et al., 2014). Assim, muitos estudos tém sido
realizados em isolados de STEC provenientes de animais e do meio ambiente
visando a identificar genes de viruléncia relacionados com SHU, além de
caracterizar molecular ou fenotipicamente esses isolados para determinar o
seu potencial patogénico (Feng et al., 2014; Franz et al., 2015; Feng et al.,
2017).

Nosso grupo ja investigou comparativamente o perfil transcricional e as
redes de coexpressao génica de STEC EH41 (associado a SHU) e Ec472/01
(isolado de fezes bovina) (Bando et al., 2017). A analise comparativa do perfil
transcricional de EH41 e Ec472/01 revelou que os transcritos diferencialmente
expressos estao hipoexpressos em EH41 e que a maioria destes genes estao
envolvidos em processos metabdlicos. Analisando-se o crescimento destes
isolados verificou-se que EH41 cresce significativamente menos que Ec472/01.
Mais ainda, foi constatado que somente EH41 expressa um conjunto de genes
- nesse trabalho denominados genes EE - que inclui o regulador transcricional
dicA. Verificou-se ainda, por meio de PCR, que dicA nao esta presente em
outros isolados de O113:H21 provenientes de animais e do meio ambiente.

A rede de coexpressao génica (RCG) mostrou que a maioria de genes EE
esta situada em um unico médulo transcricional, que foi denominado médulo
dicA. Curiosamente, seus componentes sdo, em sua maioria, derivados de

profagos. Sabe-se que profagos podem fornecer muitas vantagens adaptativas,
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como resisténcia a antibidticos, tolerancia ao estresse oxidativo e/ou acido,
permitindo a bactéria sobreviver em meio ambiente hostil (Wang et al., 2010).

A proteina DicA em E. coli € um repressor transcricional sensivel a
temperatura e atua no crescimento bacteriano (Bejar et al., 1986; Bejar et al.,
1988). Além disso, DicA apresenta similaridade significativa na sequéncia de
amino acidos com RovA e SlyA, que sao reguladores de genes de viruléncia
em Yersinia e Salmonella, respectivamente (Yun et al.,, 2012). Estas duas
proteinas regulam varios processos fisioldgicos bacterianos envolvidos na
sobrevivéncia e adaptacao ao estresse ambiental e na viruléncia (Daniels et al.,
1996; Tran et al., 2005; Ellison; Miller, 2006). Em E. coli SlyA induz a expressao
do gene hlyE, que codifica para a toxina hemolisina E (Spory et al., 2002).

A analise de RCG de EH41 indicou que dicA regula positivamente os
genes localizados no médulo dicA (possivelmente sdo genes de viruléncia) e
pode estar regulando negativamente os genes envolvidos com a crescimento
bacteriano. Estudos mostraram que pacientes apresentavam positividade para
STEC mesmo apds nove meses sem sintomas de doenca (Matussek et al.,
2016). Assim, é possivel que dicA esteja envolvido na adaptagdo de EH41 para
sobrevivéncia por longos periodos no meio ambiente entérico e,
consequentemente, causar doenga grave, como SHU em humanos.

Devido a estas diferengas das duas STECs, um estudo da resposta das
células Caco-2 ap6s trés horas de interagdo com EH41 e Ec472/01 foi
investigado através da analise de RCG. A rede do grupo Caco-2/EH41
apresentou muitas ligagdes gene-gene negativas e positivas. Isto indica uma
desregulacdo da expressao génica global. Ja nas redes do grupo Caco-
2/Ec472 ou de Caco-2 controle (sem exposi¢cdo bacteriana) a maioria dos
genes possuem ligagdes positivas e poucos genes - que estdo na borda do
modulo transcricional ou conectando dois modulos - possuem ligagbes
negativas. Este tipo de rede é o esperado de uma célula “normal’, isto &, nds
com ligagdes positivas tendem a formar um modulo, enquanto que nés com
ligacbes negativas normalmente atuam como conectores entre modulos
(Barabasi; Oltvai, 2004; Liu et al., 2012; Lin et al., 2013). Estes resultados
sugerem que EH41 é capaz de induzir uma intensa desregulagdo genémica no

enterdcito.
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Mais ainda, a maioria dos hubs da rede do grupo Caco-2/EH41 esta
envolvida na resposta inflamatéria e imune. Por outro lado, somente um terco
dos hubs da rede do grupo Caco-2/Ec472 esta envolvido na imunidade inata.
Existe evidéncia de que a inflamagdo aguda tem um papel importante no
desenvolvimento de SHU. Pacientes com SHU apresentaram neutrofilia,
aumento da proteina c reativa e também das citocinas pro-inflamatérias,
indicando que a colite hemorragica pode estar associada com a evolugao de
complicagbes severas, como a SHU e encefalopatias (Shimizu et al., 2012).

Portanto, este trabalho centrou-se numa abordagem de biologia de
sistemas onde se integrou a analise genémica e fenotipica de Caco-2 durante a
interacdo enterdcito-bactéria. O estudo gendmico baseou-se no estudo
temporal de redes de coexpressao génica para compreender os mecanismos
moleculares que estdo envolvidos na patogenicidade de STEC associada
(EH41) e ndo associada (Ec472/01) a SHU. As alteragdes fenotipicas ocorridas
nas células Caco-2 ao longo da exposi¢gdo a cada um dos isolados de STEC
foram visualizadas através de MEV.

A andlise genbmica, como mostrado na segado anterior, visou a
investigacao da variacao topolégica das RCG das células Caco-2 ao longo de
trés horas de interagdo com EH41 (grupo Caco-2/EH41) ou Ec472/01 (grupo
Caco-2/Ec472) (Figura 9). A interagdo com a bactéria causa uma perturbacgao -
perda do status scale free - nas RCG dos dois grupos a partir de uma hora de
interacao enterdcito-bactéria. E possivel notar, pela visualizagado de redes 3D,
uma alteragdo mais pronunciada nas redes JJ3 a JJ6 do grupo Caco-2/EH41,
quando comparadas com as redes da Caco-2/Ec472 nesse mesmo periodo.
Apds uma hora e meia de interagcdo enterdcito-bactéria, observou-se a
reorganizacao (restauracao do status scale-free) da rede de Caco-2/EH41. Por
outro lado, na rede de Caco-2/Ec472, essa reorganizagdao nao chegou a
ocorrer.

Muitos trabalhos tem mostrado que modificagbes topoldgicas nas RCG
constituem a forca motriz para alteragbes no metabolismo celular,
caracterizando a mudanca de um estado de equilibrio para outro sob influéncia
de fatores enddégenos ou exdgenos (Sieberts; Schadt, 2007; Sahni et al., 2013).
Isso é particularmente bem caracterizado nas transigbes saude-doencga (Liu et
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al., 2011). Ao se investigar a topologia das redes dos grupos Caco-2/EH41 e
Caco-2/Ec472 foi possivel identificar as diferentes etapas de uma transicéo
saude-doenga: um estado normal, um estado de pré-doenca (com a perda do
status scale free), e o estado de doenga (nova topologia da rede). Mais ainda,
as imagens de MEV mostraram a dindmica das alteracbes morfoldgicas do
enterécito durante contato com STEC: enterécitos em contato com EH41
apresentaram maior perda de microvilosidades do que aqueles em contato com
Ec472/01.

Considerando que modificacbes topoldgicas levam a alteragdes da
estrutura modular das RCG, grande parte deste trabalho centrou-se na
identificacdo e caracterizagdo de maodulos transcricionais, com o objetivo de
estudar a dindmica das vias moleculares envolvidas na resposta diferencial do
enterécito a EH41 ou Ec472/01.

5.1 Caco-2/EH41

Utilizando-se da ferramenta WGCNA foi possivel obter uma rede scale free
e assim correlacionar médulos transcricionais com as janelas ao longo de trés
horas de interagcdo enterdécito-bactéria. Vale a pena mencionar que a rede do
grupo Caco-2/EH41 esta divida em dois meta-modulos (Figura 13A), onde cada
um deles esta relacionado com uma janela. Este resultado indica que durante a
resposta da Caco-2 a EH41 ha uma expressao génica diferencial significativa
nos diferentes intervalos ao longo de trés horas de interagdo enterdcito-
bactéria. Desta forma foi possivel identificar cinco modulos transcricionais
positivamente associados a cada janela: i) modulo blue para JJ1; ii) modulos
turquoise e pink para JJ2 e; iii) médulos brown e yellow para JJ3 (Figura 13B).

Investigando-se as fungdes biolégicas dos hubs destes moédulos foi
possivel correlacionar a dinamica das vias moleculares com a resposta do
enterdcito ao longo de trés horas de interagdo enterdcito-bactéria. Na primeira
hora ha poucos hubs envolvidos na resposta imune inata, entretanto a partir da
segunda hora muitos hubs estao envolvidos na resposta inflamatéria e imune,
assim como na apoptose. E interessante notar que é na janela JJ2 (periodo de
1 a 2 horas) que muitos genes e hubs estdo envolvidos na resposta imune

inata, principalmente na resposta inflamatéria (Figuras 15 e 17A, Tabela 3).



77

Trés hubs associados a JJ1 merecem destaque: ADRATA, TBKBP1 e
CSH1. A proteina codificada pelo hub ADRATA esta envolvida na regulagéo
positiva da cascata de sinalizagdo de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated
Kinase) e MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). Sabe-se que a ativagao
de ERK1/2 é induzida por Stx e contribui para a expressao de citocinas pro-
inflamatodrias no epitélio intestinal (Jandhyala et al., 2016).

O segundo hub TBKBP1 codifica para uma proteina adaptadora que se liga
ao TBK1 e faz parte da via TNF/NFKB (Bouwmeester et al., 2004). TBKBP1
ainda esta envolvido em outras vias de sinalizagdo na resposta imune inata:
por exemplo, como regulador na indugdo de IFN1 (Goncalves et al., 2011),
sendo também importante na autofagia e no cancer (Helgason et al., 2013).

O terceiro hub CSH1, chorionic somatomammotropin hormone 1, codifica
para uma proteina da familia de horménios de crescimento, mas também pode
atuar na cascata de sinalizagdo JAK-STAT. Segundo Vareille et al. (2008), as
EHEC diminuem a ativagdo do STAT-1 pela reducao da expressdo de mRNA
de iNOS induzida por IFN-y, assim como diminui a produgao de 6xido nitrico
(NO) em células Caco-2. NO é capaz de modular o processo inflamatério e
causar a morte de patégenos. As fontes quimicas ou celulares de NO inibem a
expressdo do gene sitx2 e a sua sintese sem afetar o crescimento e
sobrevivéncia da bactéria. Portanto, a limitagdo da produgdo de NO pode ser
uma estratégia adotada por EHEC que favorece sua viruléncia.

Na janela JJ2 mais da metade dos hubs (14 de 21) estdo envolvidos na
resposta imune inata, sendo a resposta inflamatoria - que envolve sete hubs - 0
processo mais importante. Os hubs TICAM1 (aliase TRIF), BCL3, TNFRSF1A e
BIRC3 codificam para proteinas envolvidas na regulagdo de IKK (l-kappap
kinase) e sinalizacdo de NF-kf (Nuclear factor kappa f3). Berin et al. (2002)
descreveram que a infecgdo por E. coli enterohemorragica (EHEC) ativa a
sinalizacao de NF-kp e MAP kinase (p30 e ERK 1/2). Essas vias sao requeridas
na inducdo de uma resposta pro-inflamatéria das células epiteliais intestinais.
Mais ainda, a via dependente de TRIF ativa o interferon regulatory factor 3
(IRF3), além de NF-kp e AP-1, que induzem a expressao de interferon (IFN)
tipo | (Lee; Kim, 2007). BCL3 também interage com o complexo AP-1



78

mostrando efeitos pré-inflamatério e proliferativo em resposta a UPEC nas
células uroteliais (Mysorekar et al., 2002).

Sabe-se que a proteina TRIF, no epitélio intestinal, esta envolvida na
comunicagao patégeno-hospedeiro via TLR5 que reconhece as fimbrias
bacterianas e induz a resposta inflamatéria (Lee; Kim, 2007; Choi et al., 2010).
E interessante mencionar que, neste intervalo de tempo, EH41 apresenta
fimbrias (imagem T15, Figura 23). Este resultado indica que Caco-2 reconhece,
via TLR5, a fimbria expressa pela EH41, ativando em seguida citocinas pro-
inflamatorias. Este cenario ndo foi observado no grupo Caco-2/Ec472 e pode
estar associado a auséncia de fimbrias em Ec472/01 (Figura 23).

Outros trés hubs, IRF1, CLIC1 e ADRBK1 (aliase GRK2) também
codificam proteinas envolvidas no processo pro-inflamatério. IRF1 por meio de
um mecanismo elaborado e cooperativo induz a producéo de IL-7 essencial na
regulagdo da resposta imune na mucosa intestinal humana (Oshima et al.,
2004). A proteina ADRBK1 esta envolvida na sinalizacdo de TNF-a em células
epiteliais do célon e associado a inflamacao intestinal (Steury et al., 2017). A
proteina CLIC1 estd envolvida na sinalizagdo para a ativagdo de IL-13 e de
NLRP3 (Domingo-Fernandez et al., 2017). O inflamassoma NLRP3 regula a
ativacdo de caspase-1 que leva a maturagao das citocinas pro-inflamatérias IL-
18 e IL-18.

Outro processo bioldgico relevante nesta janela (JJ2) é a apoptose (seis
hubs). Sabe-se que a apoptose € um dos processos induzidos por Stxs (Tang
et al., 2015). Os hubs BBC3, UFC1, AKAPS8 (aliase AKAP95), BCL2L4, IFI27
(aliase ISG12) e NPIP codificam proteinas envolvidas na apoptose. Varios
trabalhos mostraram que proteinas codificadas por alguns desses genes estao
envolvidas na apoptose de enterdcitos, no cancer de células colorretais ou séo
ativadas por lipopolissacarideos bacterianos (LPS), como descrito a seguir.

A proteina BBC3 (aliase PUMA) esta envolvida na apoptose das células
epiteliais intestinais e pode contribuir para a patogénese da colite ulcerativa.
(Qiu et al., 2011). J& o AKAP95 esta envolvido na supressdo da produgdo de
TNF-a induzida por LPS (Wall et al., 2009). Yu et al. (2016) mostraram que o
long intergenic nonconding UFC1 (linc-UFC1) promove a proliferagao celular

enquanto atenua a apoptose em cancer colorretal. Dessa forma participa da
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regulacdo do ciclo celular, da apoptose intrinseca e da sinalizagdo de pB-
catenina e P38 (Yu et al., 2016; Jandhyala et al., 2016).

Ainda em JJ2, um hub, DOK1, parece atuar como modulador da resposta
imune. Este gene codifica para um inibidor dos percursores de sinalizagao
RAS/ERK e PI3K/Akt, atuando, portanto, como um regulador negativo das vias
de sinalizagdo para ativacdo de células NK humanas (Celis-Gutierrez et al.,
2014).

Finalmente, na janela JJ3 ha menos hubs envolvidos na resposta imune
inata: somente nove de 33 hubs. Quatro hubs estdo envolvidos na resposta
inflamatéria: BAHD1, CEACAM20, CXCL5 e RPS27A. Trés hubs estédo
envolvidos na resposta imune: HIST1H2BJ, RAB4A e SIRPB1. Ha também dois
hubs, NUP62 e PARL, envolvidos no processo anti-apoptotico.

As fungdes bioldgicas de alguns desses hubs serao comentadas a seguir.
O hub RAB4A, que também aparece como hub na rede do grupo Caco-
2/Ec472, codifica um membro da familia Ras que participa da transducao de
sinal das proteinas Rab, além da apresentacido e processamento de antigeno
(Goueli et al., 2012). Outro hub importante € CXCL5 (aliase ENA-78), que
codifica para uma quimiocina e pode ser induzido por stx1 (Thorpe et al., 2001).
O hub BAHD codifica para um regulador da via de sinalizagdo de TNF. A
proteina BAHD esta hipoexpressa nas células do célon de pacientes com colite
ulcerativa (Zhu et al., 2015). O hub CEACAMZ20 codifica para uma proteina da
familia de Ig transmembrana especifica de microvilos de enterdcitos que se liga
a tirosina kinase ativando NF-kB, além de induzir a producido de citocinas,
como a IL-8 (Murata et al., 2015).

Dois outros hubs estdo envolvidos na regulagdo negativa da via de
sinalizagao apoptotica. PARL é um regulador negativo da via de sinalizagao
apoptdtica intrinseca. Segundo Lee et al. (2010), as vias indutoras de apoptose
intrinseca e/ou extrinseca estdo envolvidas no processo de morte celular apés
intoxicagao. NUP62 participa da regulagdo negativa do processo apoptético e
morte celular programada.

Outro aspecto importante do presente trabalho foi a analise fenotipica das
células Caco-2 durante a interacdo com STEC. Foram observadas alteracdes

na morfologia das microvilosidades da célula Caco-2 (Figura 23), como a perda
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de microvilosidades (imagem T5) a partir de 45 min apds interacdo com EH41 e
esta perda se intensificou apds este intervalo (imagens T15 e T24). E
interessante citar que trés hubs - ROPN1L, MARCKS e OCLN - codificam
proteinas envolvidas com o citoesqueleto celular: 0 movimento ciliar do epitélio
(Grizzi et al., 2015), o componente do filamento de actina (Hartwig et al., 1992)
€ a organizacido da jungao celular (Lapointe; Buret, 2012), respectivamente.
Um destes hubs, MARCKS, pode estar diretamente envolvido nestas
alteragdes fenotipicas, por codificar para uma proteina envolvida na regulagéo
do citoesqueleto da actina (Hartwig et al., 1992). Mais ainda, MARCKS pode
estar envolvido na expressédo de citocinas proé-inflamatérias em macréfagos

apos inducgéao por LPS (Lee et al., 2015).

5.2 Caco-2/Ec472

A analise de clusterizacdo dos moédulos eigengenes e das janelas da rede
do grupo Caco-2/Ec472 revelou menor correlagdo dos meta-modulos com as
janelas (Figura 18A). Esse resultado difere do que foi encontrado para o grupo
Caco-2/EH41 e indica que o perfil transcricional entre as janelas apresenta
menor variagdo. Mesmo assim, foi possivel obter cinco méddulos
correlacionados positivamente com as janelas temporais: i) modulo yellow para
JJ1; i) modulo blue para JJ2 e; iii) modulos turquoise, brown e pink para JJ3
(Figura 18B).

O enriquecimento funcional (Figura 20) mostrou que relativamente poucos
genes estdo envolvidos na resposta imune inata até duas horas de interagéao
enterocito-bactéria. Porém, apds esse periodo, uma quantidade significativa de
genes parece estar envolvida na resposta imune, principalmente no médulo
turquoise.

Comparativamente ao grupo Caco-2/EH41, o grupo Caco-2/Ec472
apresentou poucos hubs que codificam proteinas envolvidas na resposta
imune: somente 13 de 59 hubs (Figura 22B). Outras diferengas também devem
ser mencionadas, tais como: i) auséncia de hubs envolvidos na resposta
inflamatodria. ii) dois hubs PCYT2 e ACTRZ2 (aliase ARP2) envolvidos em
fagocitose (Figura 22A) (Bakovic et al., 2007; May et al., 2000; Wiedemann et
al., 2001). Sabe-se que a fagocitose &€ um processo importante para a
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manutencdo da homeostase celular e também possui um papel crucial na
defesa contra patégenos (Henneke; Golenbock, 2004, Winchell et al., 2016).

Na janela JJ1, somente um hub parece estar relacionado com inflamacgao.
O gene KCNN4 que codifica um dos componentes de canais de potassio e esta
envolvido na migragdo de enterdcitos. Zundler et al. (2016) sugerem que
disfuncdo na migracdo de células epiteliais intestinais podem contribuir para
inflamacao crénica intestinal. Outro hub, E2F2, codifica para um fator de
transcricdo e esta envolvido no processo de anti-apoptose (Chen et al., 2015;
Chambers et al., 2015). E curioso que trés hubs - CHAF1A, RAD51 e UBE2T -
estao envolvidos no reparo de DNA (Yu et al., 2015; Bhattacharya et al., 2017;
Kelsall et al., 2012). Bielaszewska et al. (2017) mostraram que algumas
toxinas, como a toxina citoletal CdtV-B de EHEC 0157, provoca danos no DNA
celular ativando respostas para o reparo de DNA.

Na janela JJ2, é possivel que trés hubs estejam envolvidos com a resposta
imune: RAB4A, NEURL e ACTR2. O primeiro hub, também hub na rede do
grupo Caco-2/EH1, esta envolvido na apresentacdo e processamento de
antigenos, o segundo hub codifica para uma proteina envolvida na
ubiquitinagado e apoptose. Ja o terceiro hub, ACTR2, codifica para uma proteina
estrutural do citoesqueleto (ARP2). Mais ainda, alguns estudos mostraram que
o complexo ARP2/3 esta envolvido na formacdo do fagossomo (May et al.,
2000; Wiedemann et al., 2001). Outro hub interessante desta janela € SURF4,
que codifica para uma proteina de membrana envolvida no transporte de
proteinas do complexo de Golgi para o reticulo endoplasmatico. Esse tipo de
transporte € utilizado para a internalizagéo de Stx (Bielaszewska et al., 2017).

Quanto a janela JJ3 (trés horas de interacdo enterdcito-bactéria),
obtiveram-se trés modulos associados a esse intervalo, o que indica um inicio
de reorganizagdo hierarquica da RCG. Nessa janela, o modulo turquoise
parece estar mais relacionado com a resposta imune: seis de 11 hubs estéo
realcionados a essa funcgéo bioldgica (Figura 22A). Diferentemente do grupo
Caco-2/EH41, trés destes hubs - UPF1, HAX1 e TRAFD1 - do modulo
turquoise estao envolvidos na modulacdo da resposta imune, mantendo assim
a homeostase do sistema imune. A funcio das proteinas codificadas por esses

genes estdo descritas a seguir.
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A proteina UPF1, que atua juntamente com Regnase-1 e pode ser induzida
por LPS, restringe a inflamagdo e mantém a homeostase da resposta imune.
(Mao et al., 2017). A proteina multifuncional codificada pelo gene HAX1 esta
associada ao estimulo por IL-1 e envolvida na regulagao negativa de apoptose
(Zayat et al., 2015). TRAFD1 atua como regulador negativo da resposta imune
inata excessiva contra infeccdo microbiana através das vias de sinalizagéo
TLR4 e RIG-I-like helicase (Sanada et al., 2008).

A analise fenotipica das células Caco-2 durante a interagao com Ec472/01
mostrou alteragdes na morfologia das microvilosidades do enterécito (Figura
23). Entretanto, essas alteragbes fenotipicas diferem das observadas para
células Caco-2 em contato com EH41: a perda de microvilosidades € menor e
ocorre somente apds duas horas de interagdo enterdcito-bactéria (imagem
T15). Mais ainda, os microvilos de enterdcitos em contato com Ec472/01 estédo
mais alongados, quando comparados aos dos enterdcitos expostos a EH41.

Na rede do grupo Caco-2/Ec472 seis hubs estdo envolvidos com o
citoesqueleto celular. Quatro desses hubs - PODXL, EMP2, POF1B e NAPA -
codificam proteinas do componente estrutural do filamento de actina ou estao
envolvidos na organizacao do citoesqueleto (Naishiro et al., 2005; Morales et
al., 2009; Crespi et al., 2015; Lechuga et al., 2017). Os dois outros hubs,
CCNA2 e PPP1R15B, estdo envolvidos na regulagcdo da reorganizagdo do
citoesqueleto (Loukil et al., 2015; Chambers et al., 2015).

Neste trabalho foi possivel analisar comparativamente, por analise
gendmica, a dindmica da resposta das células Caco-2 durante a interagdo com
EH41 e Ec472/01. Ja na primeira analise da variagao topoldgica das RCG
(Figura 9) é possivel observar que a dindmica de expressao global dos genes é
diferente, determinando assim as diferentes topologias das redes nos dois
grupos.

No inicio da interagdo enterdcito-bactéria as redes dos grupos Caco-
2/EH41 e Caco-2/Ec472 possuem status scale free. Com a progressao do
processo de interagao enterdcito-bactéria, observa-se que no grupo Caco-
2/EH41 as redes rapidamente perdem esse status, readquirindo essa condigao

somente ao final do periodo de interagdo aqui analisado. Ja nas redes do grupo



83

Caco-2/Ec472 a perda do status scale free ocorre mais lentamente (Figura 9),
porém esse status ndo é recuperado até o término do experimento.

A analise de mddulos transcricionais mostrou que durante a interagao
enterdcito-bactéria diferentes moddulos eigengenes estdo associados a trés
intervalos de tempo. Esses moédulos foram funcionalmente caracterizados
quanto aos processos biolégicos envolvidos na resposta ao estimulo
bacteriano. Através dessa analise foi possivel compreender dinamicamente os
mecanismos moleculares envolvidos nessa resposta. Mais ainda, tornou-se
evidente que existem diferencas relevantes no padréao de resposta das células
Caco-2 durante a interagdo com EH41 ou com Ec472/01, como discutido a
seguir.

A principal diferenca esta na indugéo da resposta inflamatoria. No grupo
Caco-2/EH41, por exemplo, ha muitos hubs envolvidos na cascata de
sinalizagdo MAPK, ERK1/2, JAK-STAT e NF-kB durante todo o periodo de
interacdo enterocito-bactéria. Ja no grupo Caco-2/Ec472 este processo nao é
ativado ao longo desse periodo de interagdo (Figuras 17 e 22). Existem
evidéncias de que a inflamagédo aguda esta associada ao desenvolvimento de
SHU. Pacientes com essa sindrome apresentaram um aumento na proteina ¢
reativa, neutrofilia e uma elevada concentracado de citocinas pro-inflamatérias
circulantes. Assim, a colite hemorragica pode conduzir a uma evolugédo para
doengas mais graves, como a SHU e a encefalopatia (Shimizu et al., 2012).

QOutra distingdo entre os dois grupos € o processo de homeostase do
sistema imune. Somente no grupo Caco-2/Ec472 ha hubs (janela JJ3) que
estdo envolvidos na modulagao da resposta inflamatéria excessiva.

Hubs envolvidos na apoptose estdo presentes em ambos os grupos.
Entretanto, no grupo Caco-2/EH41 ha nove hubs relacionados a essa funcao
biolégica, sendo que seis deles estdo nos modulos da janela JJ2.
Comparativamente, no grupo Caco-2/Ec472 somente dois hubs estédo
envolvidos com apoptose.

Ambos os grupos possuem hubs nas janelas JJ1 e JJ3 envolvidos na
organizacao do citoesqueleto. As imagens de MEV mostraram, nos dois
grupos, alteragdo da morfologia da bordadura celular de Caco-2 ja na primeira

hora de interacdo enterdcito-bactéria. Entretanto, existe uma destruicdo das
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microvilosidades mais evidente nas células em contato com EH41, em
comparagao com os enterocitos em contato com Ec472/01 (Figura 23). Sabe-
se que microvilos servem como uma barreira eletrostatica para a adesao
bacteriana (Bennet et al., 2014). Desta forma, a destruicdo dos microvilos que é
observada nas células Caco-2 em contato com EH41 pode favorecer a adesao

bacteriana no ambiente entérico.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho centrou-se na analise dindmica das RCG das células
Caco-2 durante a interagdo com dois isolados de STEC do sorotipo O113:H21:
EH41, isolado de um paciente com SHU, e Ec472/01, isolado de fezes bovina.

A analise gendmica mostrou que o mecanismo molecular da resposta de
Caco-2 durante a interagdo com EH41 ou Ec472/01 é claramente distinto. Nas
redes do grupo Caco-2/EH41 as alteragdes topoldgicas incluiram a perda do
status scale free e a sua recuperagao, com o estabelecimento de uma nova
hierarquia de genes na rede. Esses resultados se enquadram no modelo de
transicdo saude-doenga proposto por Liu et al. (2011): a nova rede representa
a resposta adaptativa da célula ao patdgeno, o que néao significa um retorno a
normalidade (ver adiante). Ja no grupo Caco-2/Ec472 as redes, apos a perda
do status scale free, ndo recuperam esse status até o final do periodo
estudado, o que sugere um estado de transicdo mais prolongado para
reorganizacao da hierarquia da rede.

Mais ainda, através da caracterizacdo dos moddulos transcricionais, foi
possivel compreender dinamicamente os mecanismos moleculares envolvidos
na resposta diferencial de Caco-2 aos dois isolados aqui estudados. STEC
EH41 induz rapidamente a resposta inflamatéria e apoptética a partir da
primeira hora de interagdo enterdcito-bactéria. Por outro lado, as células Caco-
2 em contato com Ec472/01 ativam, a partir de uma hora, mecanismos de
defesa contra patdégenos invasores, como a fagocitose e, a partir da segunda
hora, expressam moduladores da homeostase imune.

A andlise fenotipica das células Caco-2 mostrou, de forma nitida, uma
maior destruicdo dos microvilos dos enterdcitos em contato com EH41 do que
com Ec472/01. Integrando os resultados gendmicos e fenotipicos pode-se
concluir que EH41 induz em Caco-2 - em comparagao com Ec472/01 - maiores
€ mais rapidas alteragbes na expressao génica global, além de uma resposta
inflamatodria e apoptética excessiva, levando assim a alteragbes morfoldgicas

mais pronunciadas nas células Caco-2.
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Em seu conjunto, esses resultados contribuem para uma melhor
compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade das
STECs associadas a SHU. Assim, as perspectivas de desenvolvimento deste
trabalho deverdao incluir a investigacdo de fatores de viruléncia e vias
moleculares envolvidas na indugcado das respostas imunes que podem conduzir
a SHU.
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7 ANEXOS
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Anexo 1 - Analise de qualidade da hibridizagdo nos microarranjos de DNA de
cada amostra do grupo Caco-2/EH41. A - Valores de expressao dos

transcritos. B - Valores de expressao dos transcritos em log,
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Anexo 2 - Andlise de qualidade da hibridizagdo nos microarranjos de DNA de
cada amostra do grupo Caco-2/Ec472. A - Valores de expressdo dos
transcritos. B - Valores de expressao dos transcritos em logs
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
moédulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41

Moédulo KEGG

valor-p

Genes

Blue

Salivary secretion

Calcium signaling pathway

cAMP signaling pathway

Phagosome

Proteoglycans in cancer

Renal cell carcinoma

Pathways in cancer

Autoimmune thyroid
disease
Graft-versus-host disease

HTLV-I infection

cGMP-PKG signaling
pathway

0.005

0.005

0.006

0.007

0.007

0.007

0.007

0.007

0.008

0.008

0.013

PRB1;ATP1A3;PRH2;ATP2B3;IT
PR3;CALML3;ADRB1;AQP5;AD
RA1A;SLC9A1
CAMK2D;NOS3;PTAFR; TACR2;
CACNA1A;ATP2B3;CALML3;ITP
R3;ADRB1;CACNA1C;ADRA1A;
CACNAT1I;STIM1;P2RX2;PLCG2
:BDKRB2
MAP2K1;CAMK2D;PPP1R12A;B
AD;GIPR;GPR119;GNAI3;ATP1
A3;ATP2B3;CALML3;ADRB1;CA
CNA1C;SLC9A1;GRIN3A;RRAS;
PDE4A;CNGB1
DYNC2H1;DYNC1I2;NCF1;ATP
6AP1;SFTPA2;SFTPD,; TAP2;HL
A-AHLA-G; THBS1;HLA-
DRB3;HLA-
DRB1;VAMP3;ATP6V1F
WNT10B;MAP2K1,CAMK2D; TG
FB1;PPP1R12A;WNT3A;FZD7;F
ZD6;ITPR3; THBS1;SLC9A1;MA
PK11;RRAS;PLCG2;SDC1;FLN
B;MET
EGLN1;MAP2K1;, TGFB1;PDGFB
;TGFA;TCEB1;MET;CRKL
SPI1;CSF3R;PDGFB;GNAI3; TG
FA;RASGRP4;CRKL;CKS1B;IKB
KB;PLCG2;:BDKRB2;GNGS8;E2F
2:TCEB1;JAK1;EGLN1;WNT10B
;MAP2K1; TGFB1;BAD;WNT3A;F
ZD7:FZD6;COL4A2;MSH2;RAR
A;BIRC7MET
TPO,;GZMB;HLA-A;HLA-
DRB3;HLA-G;HLA-DRB1;TSHB
GZMB;HLA-A;KIR3DL2;HLA-
DRB3;HLA-G;HLA-DRB1
ATF1;WNT10B;SPI1; TGFB1;NF
YB;WNT3A;FZD7:FZD6:PDGFB;
HLA-A;ITGAL;HLA-
G;IKBKB; TERT;RRAS;E2F2;TC
F3;HLA-DRB3;HLA-DRB1;JAK1
MAP2K1;PPP1R12A;BAD;NOS3
;GNAI3;ATP1A3;ATP2B3;CALM
L3;ITPR3;ADRB1;CACNA1C;AD
RA1A;BDKRB2;CNGB1
continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Epstein-Barr virus
infection

Neurotrophin signaling
pathway

Proximal tubule
bicarbonate reclamation

0.014

0.014

0.016

HDACS;SPI1;HLA-A;ITGAL;HLA-
G;IKBKB;,CCNA2,MAPK11;IRAK
1,PLCG2;POLR1D;POLR2E;HL
A-DRB3;HLA-
DRB1;POLR2K;JAK1
IKBKB;MAPK11;,MAP2K1,CAMK
2D;IRAK1;BAD;KIDINS220;,NTF
3;PLCG2;CALML3;CRKL
MDH1,ATP1A3;SLC38A3,GLS

Antigen processing and 0.017 CD4,NFYB;TAP2;HLA-

presentation AKIR3DL2;HLA-DRB3;HLA-
G,;HLA-DRB1

Malaria 0.018 TGFB1;,CD81;SDC1;ITGAL,MET
,THBS1

Glycosphingolipid 0.020 B3GALNT1;NAGA;A4GALT

biosynthesis - globo series

Glioma

Cholinergic synapse

0.021

0.021

MAP2K1;CAMK2D,;PDGFB;PLC
G2, TGFAE2F2;,CALML3

ACHE;MAP2K1,CAMK2D;KCNQ
3,GNAI3;GNG8;CACNATA;ITPR

3;FYN;CACNA1C

Allograft rejection 0.022 GZMB;HLA-A;HLA-DRB3;HLA-
G;HLA-DRB1

Pancreatic cancer 0.023 IKBKB;MAP2K1; TGFB1;BAD;TG

Lysine degradation

Toxoplasmosis

Chagas disease
(American

0.023

0.031

0.035

FA;E2F2,JAK1
GCDH;ECHS1;SUV39H1;NSD1;
SETD1A;PIPOX
IKBKB;MAPK11, TGFB1,IRAK1,B
AD;GNAI3;BIRC7;HLA-
DRB3;HLA-DRB1;JAK1
IKBKB;MAPK11, TGFB1,ACE;IR
AK1;SERPINE1,BDKRB2;GNAI3

trypanosomiasis) ,CFLAR

Type | diabetes mellitus 0.036 GZMB;HLA-A;HLA-DRB3;HLA-
G,;HLA-DRB1

Leishmaniasis 0.037 MAPK11;TGFB1;NCF1;IRAK1;H

Platelet activation

Gastric acid secretion
Viral myocarditis

Pertussis

0.037

0.039

0.040

0.042

LA-DRB3;HLA-DRB1;JAK1
COL1A1;:MAPK11;:PPP1R12A;S
TIM1;NOS3; TBXAS1;PLCG2;GN
AlI3;ITPR3;FYN
CAMK2D;GNAI3;ATP1A3;ITPR3
JCALML3;GAST;SLC9A1
FYN;HLA-A;HLA-
DRB3;ITGAL;HLA-G;HLA-DRB1
MAPK11;IRAK1;SFTPA2;CFL1;
GNAI3;CALML3;C4BPB
continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos

modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Turquoise TNF signaling pathway 0.000 EDN1;CCL20;LIF;PIK3R1;FOS;
CXCL3;TNF;CXCL2;ICAM1;TNF
RSF1A;NFKBIA;ITCH;CASP3;B
CL3;MAP3K8,FADD;DNM1L;JU

NB;BIRC3
NF-kappa B signaling 0.002 NFKBIA;GADD45B;PLAU;TRIM2
pathway 5;LTB; TICAM1;,CXCL2;TNF; TNF
RSF1A;RELB;BIRC3;ICAM1
Metabolic pathways 0.002 PYGB;NDUFA11;,ADPGK;COMT

;NDST2,ZNRD1;,TDO2;HYAL1;LI
PG;ME3;UPP1,PGM1,UGT2B10;
ACADS8;PDHX;DGAT1,GPT2,DN
MT3AALG2,ALG10;,ATPSF1;MU
T;PRODH2;ITPKC;NDUFS8;PH
OSPHO2;PIGA;IMPAD1;NDUFS
4;,UGT2B4,PIK3C3;B3GNT1;PL
CB1,ALDH7A1;,PAFAH1B1;BCA
T2;PDXK;MAOB;RPE;PRIM1;ND
UFB2,DLST;ATP50,FUT4,ACAT
1,LDHB;SGPL1;,CYP2B6;MAT2A
;,RDH10;,INPPSE;UAP1L1;GCNT
2;POLR2F,PCK1;,POLR2J;ARSB
JATP6VOA1;,DUT;FAHD1,GK;GC
H1;POLR3GL;AGL;EPHX2;HSD
3B1;MTHFR;DHCR24,CYP8B1;
PRDX6;COQ6;DAK;DHFR;SQLE
,COQ3;UCK2,CPS1;,IMPDH1;PO
LE2;,CYP1A1,PPT1;LPIN3

Ubiquitin mediated 0.003 PIAS3;UBE2H;CUL7;UBE3C;UB

proteolysis E2G1,RNF7;BRCA1,PIAS2;RHO
BTB2,CUL4A;ITCH;SOCS1,CDC
34;,UBE2R2;BIRC3

Cell cycle 0.003 CDKN1C;,CDKN1A;PCNA;GADD
45B;MCM7;,CDKN2A; TTK;PKMY
T1,CDC25A;GADD45G;WEE1,;C
HEK1;E2F1;,BUB3

Apoptosis 0.003 GADD45B;PIK3R1;FOS; TNF;EIF
2S1,GADD45G; TNFRSF1A;BBC
3;NFKBIA;CASP3;FADD;BAK1;B
ID;BIRC3;,CTSB

Bladder cancer 0.003 CDKN1A;RASSF1,CDKN2A;MM
P1;E2F1,BRAF;HBEGF

Protein export 0.004 IMMP1L;IMMP2L;SPCS1;SRP72
;SRP54

Legionellosis 0.005 NFKBIA;CLK1;SAR1A;CASP3;C

XCL3;CXCL2; TNF;HSPA1A
continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

p53 signaling pathway 0.006 CDKN1A;TP5313;GADD45B;CD
KN2A;CASP3;CHEK1;BID;BBC3
;GADD45G

Pathways in cancer 0.006 CDKN1A;PTGERZ2;,LAMA4;PIK3

R1,ADCY6,HSP90B1,RASSF1,R
XRA;CASP3;GNA12;,E2F1;FAD
D,;BID;EGLN2;CDKN2A; TPM3;M
MP1;F2R;BRAF;LAMB1;FOS;G
NG12;MLH1;PIAS2;MSH6;NFKB
IA;BMP2;PAX8; TRAF4,PLCB1;B
IRC3

Peroxisome 0.007 PEX16,SLC25A17,EPHX2;MPV1
7L;PXMP4,PEX10;MPV17,SOD2
,PEX13,CRAT

Nucleotide excision repair 0.007 RFC5;CUL4A;PCNA;POLE2,GT
F2H1,ERCC5;MNAT1

Hepatitis C 0.012 CDKN1A;BRAF;PPP2R2A;PIK3
R1;TICAM1;TNF,;EIF2S1,TNFRS
F1A;NFKBIA;RXRA;PPP2R1B;C

LDN23;LDLR
mRNA surveillance 0.012 CPSF4;PABPN1,PPP2R1B;CST
pathway F3;CSTF1;SYMPK;CSTF2T;PPP
2R5D;PPP2R2A;PPP2R3A
Complement and 0.014 VWF,PLAU;F12;FGG;F2R;TFPI;
coagulation cascades CFB;C2,MBL2
Ubiquinone and other 0.014 VKORC1;,COQ3;,CO0Q6
terpenoid-quinone
biosynthesis
Non-alcoholic fatty liver 0.015 MLXIP;NDUFA11;NDUFB2;PIK3
disease (NAFLD) R1;TNF,EIF2S1; TNFRSF1A;ML
XIPL;ITCH;RXRA;NDUFS8;CAS
P3;NDUFS4;BID
Alzheimer's disease 0.016 NDUFA11;NDUFB2;ATP5F1,AT

P50, TNF; TNFRSF1A;BACE1;N
DUFS8;CASP3;NDUFS4;FADD;
PLCB1;BID;:ATF6;CDK5R1
Herpes simplex infection 0.018 MEDS8;TAP1;FOS;TICAM1;TNF;
EIF2S1;,TNFRSF1A;NFKBIA;PE
R2;,CDC34;UBE2R2;CASP3;GT
F2IRD1;FADD;PVRL2,GTF2|

Vasopressin-regulated 0.018 RAB5SC;DYNLL1;DYNLL2;AQPS3;

water reabsorption ADCY6;DYNC1I1

Basal transcription factors 0.020 GTF2A2;,TAF11;GTF2H1;,GTF2I
RD1;MNAT1,GTF2I

Small cell lung cancer 0.023 NFKBIA;,RXRA; TRAF4;LAMA4,E
2F1;,LAMB1;PIK3R1;,PIAS2;BIRC
3

Mismatch repair 0.023 RFC5MSH6;PCNA;MLH1

continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Pink

MAPK signaling pathway

AGE-RAGE signaling
pathway in diabetic
complications

mTOR signaling pathway

Folate biosynthesis
Toxoplasmosis

DNA replication

Chagas disease
(American
trypanosomiasis)
Sphingolipid signaling
pathway

Vitamin B6 metabolism
Lysosome

Dorso-ventral axis
formation
Tryptophan metabolism

Pyruvate metabolism

Protein processing in
endoplasmic reticulum
Pathogenic Escherichia
coli infection

Porphyrin and chlorophyll
metabolism

Drug metabolism - other
enzymes

Huntington's disease

0.023

0.024

0.025

0.027

0.028

0.028

0.029

0.031

0.031

0.036

0.039

0.042

0.042

0.002

0.002

0.008

0.011

0.045

DUSP5;DUSP2;JUND;DUSP3;G
ADD45B;DUSP1,BRAF;FOS;GN
G12;TNF,DUSP6;GADD45G;RE
LB; TNFRSF1A;RAP1A;TAOK3;C
ASP3;,GNA12;MAP3K8;HSPA1A
EGR1;DIAPH1,EDN1;CASP3;PI|
M1:PIK3R1;PLCB1;TNF,AGER;|
CAM1
STK11;RRAGC;RPS6;AKT1S1;B
RAF;PIK3R1; TNF
DHFR;GCH1;,GGH
NFKBIA;SOCS1;CASP3;LAMA4;
LAMB1;PIK3R1;TNF,LDLR;HSP
A1A;BIRC3; TNFRSF1A
RFC5;PCNA;MCM7;POLE2;PRI
M1
NFKBIA;PPP2R1B;PPP2R2A;PI|
K3R1;FADD;FOS;TICAM1;PLCB
1, TNF; TNFRSF1A
SGPL1;PPP2R1B;GNA12;PPP2
R5D;PPP2R2A;PIK3R1,PPP2R3
A;PLCB1;BID;TNF; TNFRSF1A
PDXK;PHOSPHO2
CD164;,CLN3;SORT1;HYAL1;M6
PR;PPT1;AP3S2;CD68,ARSB;A
TP6VOA1;CTSB
PIWIL2;:NOTCHZ2;SPIRE2;CPEB
4
MAOB;TDO2;,CYP1A1;ALDH7A1
JACATT1
LDHB;ME3;PCK1,ALDH7A1;AC
AT1
NSFL1C;UBE2D4;PRKCSH;BA
G1;MAN1C1;DERL2;PDIA4
ROCK2; TUBB;ARPC5;YWHAZ

HMBS,;GUSB;UGT2B7
GUSB,;ITPA,UGT2B7
NDUFBS8;GPX1;,POLR2C;VDAC

2;COX6B1
continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo
Brown Systemic lupus 0.000 HIST1H2BJ;HIST1H2BL;HIST1H

erythematosus 2BK;HIST2H2AC;SNRPD1;HIST
1H2AE;HIST1H2AD;HIST1H3H;
HIST3H2BB;HIST1H3B;HIST1H
3C,HISTT1H2AC;HIST1H3D;HIST
1H2AB;HIST1H2AM;HIST1H2AL
;HIST1H4K;H3F3B;HIST1H4L;HI
ST1H2AH;HIST1H2AK;HIST1H2
AJ;H2AFX;ACTN4;HIST1H4A;HI
ST2H3A;HIST1H4H;HIST1H2BE
JHIST1H4I;HIST1H2BH;HIST1H
2BB;HIST1H4D;HIST1H2BD;HIS
T1H2BC

Alcoholism 0.000 HIST1H2BJ;HIST1H2BL;HIST1H
2BK;HIST2H2AC;GNAI2;NRAS;
GNG7;HIST1H2AE;HIST1H2AD;
HIST1H3H;HIST3H2BB;HIST1H
3B;HIST1H3C;HIST1H2AC,;HIST
1H3D;HIST1H2AB;HIST1H2AM;
HIST1H2AL;HIST1H4K;H3F3B;H
IST1H4L;HIST1H2AH;HIST1H2A
K;HIST1H2AJ;H2AFX;GRIN2C;
GNG13;HIST1H4A;HIST2H3A;HI
ST1H4H;HIST1H2BE;HIST1H4I;
HIST1H2BH;HIST1H2BB;HIST1
H4D;HIST1H2BD,;HIST1H2BC

Viral carcinogenesis 0.000 YWHAE;HIST1H2BJ;SRC;HIST1
H2BL;HIST1H2BK;GTF2E1;CDC
42;NRAS;HIST3H2BB; YWHAG;
STATSB;HIST1H4K;HIST1H4L;S
TAT3;SCRIB;ACTN4;DDB1;HIS
T1H4A;MDM2;IRF7;HIST1H4H;
HIST1H2BE;HIST1H4I;HIST1H2
BH;HIST1H2BB;HIST1H4D,;HIST

1H2BD;HIST1H2BC
Ubiquitin mediated 0.000 UBEZ2B;CUL5;UBE2C;UBE2D2;
proteolysis UBEZ2E3;SIAH1;UBE4A;UBE2E2

;,CBLB;RBX1;UBE2J1;DDB1;UB
E2Q1;CDC27,MDM2;BIRC6;TRI
M37;:STUB1,ANAPC1

Protein processing in 0.000 UFD1L;BCAP31,TRAM1;UBE2D

endoplasmic reticulum 2;SSR2;UBE2E3;DNAJB12;,DER
L1;UBE2E2;RAD23A;RBX1;UBE
2J1;CANX;CAPN2;PLAA;SSR1;
STUB1;SEC24C;MBTPS2

continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Proteoglycans in cancer

Metabolic pathways

Bacterial invasion of

0.000

0.000

0.002

MAP2K2,ROCK1;CAV2;SRC;RD
X;STAT3;FRS2;CBLB;IQGAP1;
MAPK14;,MMP9;ACTB,;CDC42;,N
RAS;SMO;PDCD4;MDM2;CTNN
B1;FLNA
PIGS;ALAS1;PIGO;HIBADH;ND
UFA12;,COX7C;,GCSH;,GMPPB;L
IPC;HYAL3;,PSPH;ST6GAL1;TPI
1,ACSL1;,PGAM1;GAA;DCXR;U
GT2B15,BCKDHB;ALG3;CTPS2;
CEL;MINPP1;MTAP;NME6;NME
7,ATP6V1B2;UQCRC2;PIGL;DL
D;GAPDH;GNE;TSTAS3;LIPT1;D
NMT1;ISYNA1;NDUFB7;ADH1C;
HSD17B12;HSD17B6;MAT2B;A
GPAT1;LIAS;POLD4;PMVK; TWI
STNB;RDH16,GCNT3;POLR2G;
LTA4H;FUK;ATP6V1D;PDHA1;P
TGES2,PMM2,B3GALT6;MTHF
S;UCKL1;,ALDH4A1;,RPIA;GCLC
,COQ2;SUCLA2;QARS;POLR3B
;,POLR3H;ACO2,ALDH18A1;LD
HALG6A
CDC42;,ARHGAP10;CAV2;SRC;

epithelial cells CLTB;ILK;CTNNB1;,CBLB;ACTB

Glycolysis / 0.003 MINPP1;TPI1;PDHA1;ADH1C;P

Gluconeogenesis GAM1;DLD;GAPDH;LDHAL6A

Pyruvate metabolism 0.003 PDHA1;GLO1;ACYP1;HAGH;DL
D;LDHALG6A

Homologous 0.004 TOP3B;POLD4;RPA3;TOP3A;R

recombination PA1

Regulation of actin 0.006 APC2;:MAP2K2;ROCK1;SRC;IT

cytoskeleton

Pyrimidine metabolism

Adherens junction

Biosynthesis of amino
acids

Fructose and mannose
metabolism

HTLV-I infection

0.006

0.006

0.006

0.006

0.008

GB4;RDX;ACTN4;1QGAP1;IQGA
P2:SSH3;ACTB;CDC42;NRAS;A
RHGEF4;PAK®6;ITGBS8
POLD4;,POLR3B;NME6;NMET:E
NTPD5; TWISTNB;CTPS2;POLR
3H:POLR2G;UCKL1
CDC42;SRC;CTNNB1;ACTN4;I
QGAP1;NLK;ACTB; TGFBR2
RPIA; TPI1;PGAM1;ALDH18A1;A
CO2:MAT2B;GAPDH;PSPH
GMPPB; TSTA3;TPI1;PMM2;FU
K
APC2;:STAT5B;MAP2K4;CRTC2;
RANBP3;CRTC3;TGFBR2;ELK4
;CCNB2;POLD4;NRAS;PTTG1;C
DC27;CANX; TP53INP1;CTNNB1
;SLC25A4;,ANAPC1

continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Nucleotide excision repair

Focal adhesion

0.007

0.008

DDB1;POLD4;RPA3;RPA1;RAD
23A;RBX1
VASP,ROCK1;,CAV2;SRC;ITGB
4;ILK;ACTN4,ACTB;CDC42;ZYX
,CAPN2;CTNNB1;FLNA;PAK6;IT
GB8

Ribosome 0.013 RPS14;MRPS9;MRPL19;RPL13;
MRPL14;RPL23A;RPL9;RPL39;
RPS10,MRPS18C;MRPL11

Leukocyte 0.012 VASP;CDC42;ROCK1;,CLDN7;C

transendothelial migration
Fanconi anemia pathway
Tight junction

Glycine, serine and

threonine metabolism
Cell cycle

Bladder cancer

0.013

0.014

0.015

0.017

0.017

TNNB1,ACTN4,MAPK14;MMP9;
ACTB;GNAI2

TOP3B;RPA3; TOP3A;RPA1;HE
S1,POLK
CDC42;NRAS;SRC;CLDN7;CTN
NB1;,ACTN4,ASH1L;PRKCZ; TJA
P1;,ACTB;GNAI2
GCSH;ALAS1;,PGAM1;DLD;PSP
H
YWHAE;CCNB2,PTTG1,CDC27;
MDM2;SMC3;YWHAG,;ANAPC1;
RBX1;CDC14B
NRAS;MAP2K2;SRC;MDM2; MM
P9

Carbon metabolism 0.024 RPIA;TPI1;PDHA1;SUCLAZ2;PG
AM1;,ACO2;DLD;GAPDH;PSPH

VEGF signaling pathway 0.025 CDC42;:NRAS;MAP2K2;:MAPKA
PK3;SRC;MAPK14

Proteasome 0.023 PSMB5;PSMD4;PSMB3;PSME4;
PSMB10

Cysteine and methionine 0.025 MTAP;GCLC;DNMT1;MAT2B;LD

metabolism
Citrate cycle (TCA cycle)
Endocytosis

Shigellosis

Amino sugar and
nucleotide sugar
metabolism
Propanoate metabolism

RNA polymerase

Base excision repair
Oocyte meiosis

0.024
0.032

0.033

0.032

0.029

0.029

0.032
0.039

HALGA
PDHA1;SUCLA2;,ACO2;DLD
CAV2;SRC;ZFYVEZ20,CLTB;CBL
B;STAM;SNF8,PRKCZ; TGFBR?2;
CDC42;CAPZA1;MDM2;,CHMP6;
FOLR2;SMAP1;,CHMP5
CDC42;ROCK1,SRC;UBE2D2;M
APK14;ACTB

GMPPB; TSTA3;PMM2;FUK;GN
E

SUCLA2;BCKDHB;DLD;LDHAL6
A
POLR3B; TWISTNB;POLR3H;PO
LR2G
POLD4;0GG1;APEX2;UNG
YWHAE;CCNB2,PTTG1;CDC27;
PPP2R5B;SMC3; YWHAG;ANAP
C1;RBX1

continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Yellow

Epithelial cell signaling in 0.040 CDC42;:MAP2K4;SRC;ATP6V1B
Helicobacter pylori 2:MAPK14;ATP6V1D

infection

ErbB signaling pathway 0.042 STAT5B;MAP2K4;NRAS;MAP2K

Endometrial cancer

Hepatitis B

RNA transport

Huntington's disease

Epstein-Barr virus

infection

Non-homologous end-
jJoining

Non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD)

Oxidative phosphorylation

Spliceosome

Parkinson's disease

RNA polymerase

0.043

0.045

0.000

0.000

0.000

0.000

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

2,SRC;PAK6,CBLB
APC2;NRAS;MAP2K2;ILK;CTNN
B1
DDB1;STAT5B;MAP2K4;NRAS;
MAP2K2,SRC;STATS3;IRF7,MMP
9;IFNAR1
CYFIP1,EIF5B;POP7;RBMS8A;P
OP1,THOC3;,CASC3;EEF1A1;N
UP85;RPP21;EIF4EBP1;RNPS1;
GEMIN7.EIF2B1;EIF4E2;EIF1B;
EIF4B;KPNB1
DNAH11;NDUFA6;UQCRB;HDA
C1,NDUFA3;NDUFA1;COX5A;C
ASP9;,POLR2B;NDUFS5;NDUFA
B1,PPIF;EP300;,UQCRFS1,POL
R2H
RB1;MAP2K3;HSPA8;GSK3B;H
DAC1;,POLR3A;PSMD7;POLR3
C,POLR2B;POLR3D;AKT2;CSN
K2B;EP300;RIPK1;,POLR2H
FEN1;RAD50;XRCC4,XRCC5

SREBF1;GSK3B;XBP1;NDUFA6
JUQCRB;AKT2;NDUFS5;NDUFA
3;NDUFAB1;NDUFA1;UQCRFS
1;COX5A
NDUFA6;UQCRB;NDUFS5;NDU
FA3;NDUFAB1;NDUFA1;ATP6V
1TH;UQCRFS1;ATP6V1E1;COX5
A;ATP5J2
HSPAS8;LSM6:RBM8A;BUD31;P
CBP1;,CDC5L; THOC3;WBP11;C
RNKL1;RBMX;CTNNBL1
CASPI9;:NDUFA6;UQCRB;NDUF
S5;NDUFA3;NDUFAB1;PPIF;ND
UFA1,HTRA2;,UQCRFS1,COX5
A
POLR3A;POLR3C;POLR2B;POL
R3D;POLR2H

continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41 continuagdo

Metabolic pathways

Prostate cancer

0.002

0.002

B4GALT3;MOCS2;EPRS;NADS
YN1,GBA2,SGSH;IMPA1,ALDH2
,GUK1,PPAT,HYAL2,UQCRFS1;
PGLS;ATP6V1E1,ACAA1;SEPH
S1,NME1;ATP5J2;,PIGC;HADHB
,NDUFS5;GART,MTMR1;UQCR
B;,FECH;SHMT1;COX5A;HSD17
B8; TRAK2,POLD3;UGT8;PPCS;
POLR2B;ATP6V1H;POLR2H;MP
ST,NDUFA6;NDUFA3;IDH1;ND
UFA1, TRIT1,AGMAT,;CS;POLR3
A;POLR3C;POLR3D;NDUFAB1;
DHCR7;PFKM
RB1;CASP9;GSK3B;CCNE1;AK
T2,EP300;RAF1,FGFR1

DNA replication 0.002 POLDS3;FEN1,RNASEH1;RPA2;
MCM4

Legionellosis 0.003 EEF1A1,CASP9,HSPAS;BCL2L1
3,SAR1B;MYD88

Ribosome 0.003 RPL21;RPL10;,RPL22;MRPS18A
JRPL26;RPL29;RPS27A;RPL17;
MRPS5;,RPL7

Apoptosis 0.003 CASP9;DFFA;CASP6;CASP10;A

Influenza A

Base excision repair
Thyroid hormone signaling
pathway

Alzheimer's disease

0.006

0.010
0.011

0.012

KT2,BIRC5;HTRA2,RIPK1;,RAF1
,PTPN13
MAP2K3;,DNAJC3;CASPI,HSPA
8,GSK3B;,0AS1,AKT2,EP300,R
AF1;,PML;MYD88
POLD3;MBD4,FEN1,APEX1
CASPY9;GSK3B;HDACT1,AKT2;A
TP1A4,DIO3,EP300,RAF1
CASP9;GSK3B;NDUFA6;UQCR
B;,NDUFS5;NDUFA3;NDUFAB1;
NDUFA1;UQCRFS1;COX5A

Adherens junction 0.012 CSNK2B;EP300,PVRL3;ACP1;V
CL,FGFR1

Hepatitis B 0.014 RB1,CASP9;CASP10;,CCNE1;A
KT2;BIRC5;EP300;,RAF1,MYD88

Cell cycle 0.015 RB1;GSK3B;ANAPC7;CCNE1;H

Cardiac muscle
contraction

Purine metabolism
Pyrimidine metabolism

mTOR signaling pathway

Mismatch repair

0.015

0.016

0.019

0.019

0.021

DAC1;MCM4;EP300,SFN
UQCRB;TNNC1;TPM1;ATP1A4;
UQCRFS1;COX5A
POLD3;POLR3A;POLR3C,;GUK1
;,POLR2B;POLR3D;PPAT;POLR
2H;GART;NME1
POLD3;POLR3A;POLR3C;POLR
2B;POLR3D;POLR2H;NME1
RRAGA;AKT2;EIF4AEBP1;EIFAE
2,;EIF4B

POLD3,EXO1;RPA2

continua
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Anexo 3 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos

modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/EH41  concluséo

Colorectal cancer 0.022 CASP9;GSK3B;AKT2;BIRC5;RA
F1

Hepatitis C 0.022 GSK3B;SCARB1;0CLN;CLDN3;
OAS1,AKT2,RIPK1;,RAF1

Cytosolic DNA-sensing 0.025 POLR3A;POLR3C;POLR3D;RIP

pathway K1,POLR2H

Sulfur relay system 0.026 MPST;MOCS2

Fatty acid degradation 0.026 HADHB;CPT1A;ALDH2;:ACAA1

Aminoacyl-tRNA
biosynthesis
Insulin signaling pathway

Central carbon
metabolism in cancer
Homologous
recombination
Endometrial cancer
Glutathione metabolism

0.028

0.028

0.029

0.038

0.045
0.045

DARS;KARS; TARS;GARS;EPR
S
SREBF1;GSK3B;EXOC7;AKT2;
EIFAEBP1,PHKB;RAF1,EIF4E2
AKT2;IDH1;RAF1;PFKM;FGFR1

POLD3;RAD50;RPA2

CASPY9;GSK3B,AKT2;RAF1
GSTA5,GSTA4,GSTA2;IDH1
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472

Médulo KEGG valor-p Genes
Yellow Cell cycle 0.000 CDKN2D;,ANAPC13,SMAD3;CDKN

2A;BUB1B;TTK;CDC25C;PKMYT1;
CDC25A;CDC20;CCNA2;CCNB2;P
TTG1,PTTG2;CHEK1,E2F1;ABL1;
MCM3;E2F2;E2F3;MCM5;BUB1;M
AD2L1;MCM2

HTLV-I infection 0.000 MAP3K3;SMAD3;FZD4,CDKN2A;A
DCY3;BUB1B;CDC20;CCNB2;PTT
G1,PTTG2;CHEK1;,CANX;E2F1,E2
F2;E2F3;TCF3;ATF3;WNT3;MAD2L
1

Fanconi anemia 0.000 APITD1;RAD51;RMI1;UBE2T;USP1

pathway ,FANCA;BRCA1,FANCE

Oocyte meiosis 0.000 CDC20,ANAPC13;CCNB2;PTTG1;
PTTG2,ADCY3;ITPR3;,CDC25C;PK
MYT1,BUB1,MAD2L1,AURKA

Ubiquitin mediated 0.001 CDC20,ANAPC13;PPIL2;UBE2Q1;

proteolysis UBE2C;UBE2S;MGRN1;SYVN1,BR
CA1,TRIM32;RHOBTB2

Progesterone- 0.001 CCNA2;ANAPC13;CCNB2,ADCY3;

mediated oocyte CDC25C;PKMYT1;BUB1;CDC25A;

maturation MAD2L1

p53 signaling 0.001 CCNB2;RRM2;CDKN2A;CCNG2;C

pathway CNG1,CHEK1;BID

DNA replication 0.002 FEN1;LIG1;MCM3;MCM5;MCM2

Vitamin digestion and 0.002 SLC5A6,SCARB1,APOA1;PLB1

absorption

MicroRNAs in cancer 0.003 NOTCHZ2;,CDKN2A;CDCA5;PRKCA
,KIF23;BRCA1;CDC25C;CDC25A;S
TMN1,;CCNG1,E2F1;ABL1,E2F2;E2
F3;WNT3;EZH2

Bladder cancer 0.003 CDKN2A;MMP1;E2F1;,E2F2;E2F3

Homologous 0.005 RAD51;RAD54L;NBN;RAD54B

recombination

Pancreatic cancer 0.005 SMAD3;RAD51;CDKN2A;E2F1;E2F
2,E2F3

2-Oxocarboxylic acid 0.007 GOT1,GPT2,BCAT2

metabolism

Chronic myeloid 0.009 SMAD3;CDKN2A;E2F1,ABL1;E2F2

leukemia JE2F3

African 0.010 LAMA4;IL18;APOA1;PRKCA

trypanosomiasis

Non-small cell lung 0.011 CDKNZ2A;E2F1,E2F2;E2F3;PRKCA

cancer

Glioma 0.021 CDKN2A;E2F1;E2F2;E2F3;PRKCA

Amino sugar and 0.029 MPI;GMPPA;UAP1;GNE

nucleotide sugar
metabolism

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Notch signaling 0.029 NCOR2;NOTCH2;MAML1;RFNG

pathway

Thyroid hormone 0.029 CANX;ADCY3;ITPR3;PRKCA,;TTF2

synthesis

Hippo signaling 0.033 SMAD3;FZD4;WWC1;ID1;BIRC5;N

pathway F2;AFP;WNT3

Pathways in cancer 0.034 CSF1R;SMAD3;FZD4;CDKN2A;MM
P1:LAMA4;ADCY3;PRKCA;RAD51;
ABL1,E2F1;BIRC5;E2F2;E2F3;BID;
WNT3

Glutathione 0.037 GSTM3;RRM1;RRM2;,GSS

metabolism

Fatty acid 0.038 ACSL4,ACACA

biosynthesis

Antigen processing 0.039 KIR2DS2;NFYC;RFX5;CANX;PSM

and presentation E2

Blue Spliceosome 0.000 SF3B2;DDX5;RBM25;NCBP2;WBP

11,EFTUD2,LSM7;PHF5A;NHP2L1;
SYF2,SNRPG;SNRPE;RP9;SNRPB
2;,SNRPD3; TXNL4A;RBMX;SMNDC
1

Alzheimer's disease 0.000 NDUFA9;NDUFB9;NDUFA6;NDUF
A3;ATP5C1;GRIN2C,ATP5F1;COX
5A; TNFRSF1A;PPP3CA;COX7A2L;
PLCB3;NDUFS5;,CASP3;NDUFS1;
UQCRC2,FADD;GAPDH;SNCA

Huntington's disease 0.000 NDUFA9;NDUFB9;GPX1;NDUFA®6;
NDUFA3;ATP5C1,CLTA;AP2B1,AT
P5F1;COX5A;COX7A2L;PLCB3;PO
LR2B;NDUFS5;CASP3; TFAM;VDA
C2;NDUFS1;UQCRC2,POLR2L

Systemic lupus 0.000 HIST1H2AM;HIST1H4K;HIST1H2A

erythematosus H;HIST1H2AK;HIST1H2BL;HIST1H
4A;HIST2H3A;HIST1H2AE;HIST1H
2AD;HIST1H4J;SNRPD3;HLA-
DRB1;HLA-
DQA1;HIST1H2BD;HIST1H2AB

Non-alcoholic fatty 0.000 NDUFA9;NDUFB9;NDUFA6;NDUF

liver disease A3;PRKAG2;PRKAB1;,COX5A; TNF

(NAFLD) RSF1A;CDC42,COX7A2L;RXRA;PI
K3CA;NDUFS5;CASP3;NDUFS1;,U
QCRC2

Alcoholism 0.000 HIST1H2AM;ATF2;HDACS5;HIST1H

4K HIST1H2AH:HIST1H2AK;HIST1
H2BL;GRIN2C;CAMKK2;GNAO1;HI
ST1H4A;HIST2H3A;HIST1H2AE;HI
ST1H2AD;HIST1H4J;HIST1H2BD;
HIST1H2AB

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Parkinson's disease

MAPK signaling
pathway

Viral carcinogenesis

Oxidative

phosphorylation

Chagas disease
(American
trypanosomiasis)
Calcium signaling
pathway

Metabolic pathways

RNA transport

Endocytosis

Glucagon signaling
pathway

0.000

0.001

0.001

0.001

0.002

0.002

0.004

0.004

0.005

0.006

NDUFA9;NDUFB9;NDUFA6;NDUF
A3;ATP5C1;ATP5F1;COX5A;COX7
A2L;NDUFS5;CASP3;VDAC2;NDU
FS1;UQCRC2;SNCA
ATF2;DUSP3;DUSP1;PLA2G4C;P
DGFA;ARRB1;STK4;MAPKS8IP3;EL
K1;CACNA1G;TNFRSF1A;RAP1B;
FGF5;CDC42;PPP3CA;DUSP10;:M
APKAPK3;CASP3;MAP3K13
ATF2;HDAC5;GTF2A2;HIST1H4K;
GTF2B;HIST1H2BL;HLA-
B;SCRIB;CDC42;HIST1H4A;RBL1;
PIK3CA;CASP3;HIST1H4J;IL6ST;H
IST1H2BD
NDUFA9;NDUFB9;COX7A2L;NDU
FA6;ATP6AP1;NDUFS5:NDUFA3;A
TP5C1;:NDUFS1;UQCRC2;ATP5F1
;COXbA
GNAO1;PPP2CA;PLCB3;PIK3CA;C
CL3L3;PPP2R2D;CFLAR;FADD;IL2
;TNFRSF1A
CAMK2D;SPHK2;TNNC1;F2R;GRI
N2C;CACNA1G;PPP3CA;PLCB3;P
2RX3;P2RX2;ITPKA;VDAC2;PTK?2
B;CAMK2G
ACAA2;CMAS;PIGO;ATP5C1;CND
P2:LIPC;ALDH2;PIP5KL1;PDHX;A
DSL;ATP6AP1;SPHK2;PLA2G4C; T
ALDO1;NME3;ATP5F1;CHIT1;HAD
HA;MTAP;PLCB3;NME7;NDUFS5;
HMBS;ITPKA;NDUFS1;UQCRC2;PI
GL;GAPDH;ACOT4;ALDH9A1;PON
3;NDUFB9;MTMR2;FECH;COX5A;
AGPAT3;ADH5;LDHB; GANAB;INP
P5A;RDH11;CYP11A1;,POLR2B;RD
H10;AFMID;POLR2L;NDUFA9;NDU
FA6;GALNT3; TPK1;NDUFA3;CYP5
1A1;CRLS1;AMACR;PSAT1;PFKP;
LPIN3;CDS2
EIF5B;EIF2B3;NCBP2;NMD3;EIF2
S2:FXR2;:XPO1;SUMO1;NUP54;E|
F1B;EIF4G2;WIBG;PAIP1
RAB4A;F2R;HLA-
B;CLTA;VPS26A;ARRB1;VPS26B;
AP2B1;PML;ARFGAP1;SNX3;CDC
42:RAB11FIP1;SNX2;PIP5KL1;CH
MP7;RAB8A
ATF2:PPP3CA;LDHB;PLCB3;CAM
K2D;PRMT1;PRKAG2;PRKAB1;CA
MK2G

continua
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modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

mRNA surveillance
pathway
Graft-versus-host
disease

HTLV-I infection

Viral myocarditis

Natural killer cell
mediated cytotoxicity

Fatty acid
degradation
Thyroid cancer
Tuberculosis

VEGF signaling
pathway
Ribosome

Oxytocin signaling
pathway

beta-Alanine
metabolism
AMPK signaling
pathway

Long-term
potentiation
Glycolysis /
Gluconeogenesis
Regulation of actin
cytoskeleton

Amyotrophic lateral
sclerosis (ALS)
Dopaminergic
synapse

Ribosome biogenesis
in eukaryotes
Adipocytokine
signaling pathway

0.010

0.010

0.011

0.012

0.013

0.014

0.014
0.014

0.014

0.015

0.015

0.018

0.021

0.021

0.022

0.024

0.025

0.026

0.027

0.027

PPP2CA;SMG1;NCBP2;CPSF3;PP
P2R2D;CSTF2,WIBG;SMG6
HLA-B;KIR3DL2;IL2;HLA-
DRB1;HLA-DQA1
ATF2;IL15RA;HLA-
B,PDGFA;ELK1;IL2,ANAPC11;TNF
RSF1A;PPP3CA;XPO1;PIK3CA;LC
K;TSPO,;VDAC2;HLA-DRB1;HLA-
DQA1

CASP3;HLA-B;ABL2;HLA-
DQA1,EIF4G2;HLA-DRB1
NCR2;PPP3CA; TYROBP;PIK3CA,L
CK;CASP3;HLA-

B;PTK2B; TNFRSF10A;KIR3DL2
HADHA;ACAA2,ALDH2;ADH5;ALD
HO9A1

TCF7L2;TCF7L1,RXRA;TFG
PPP3CA; CAMK2D;CLEC4M;LAMP
1,ATP6AP1,SPHK2;CASP3;FADD;
CAMK2G;HLA-DRB1;HLA-

DQA1, TNFRSF1A
CDC42;PPP3CA;PIK3CA;,MAPKAP
K3;SPHK2;PLA2G4C
RPL5;RPL21;MRPS12;RPL23A;RP
L26;,RPL15;RPL10A;MRPL32;RPS1
2,MRPL22
GNAO1;PPP3CA;PLCB3;CAMK2D;
PIK3CA;PLA2G4C,PRKAG2,PRKA
B1,ELK1,CAMK2G;CAMKK2
HADHA;ALDH2,ALDH9A1,CNDP2

PPP2CA;STK11;PIK3CA;PPP2R2D
,PRKAG2;,PRKAB1;PFKP;RABSA;C
AMKK2
RAP1B;PPP3CA;PLCB3;CAMK2D;
GRIN2C;CAMK2G

LDHB;ALDH2; GAPDH;PFKP;ADH5
JALDHOA1
ITGB1;NCKAP1;ITGA3;F2R;PDGF
AITGAE;IQGAP2;FGF5,CDC42,G
NA13;,PIK3CA;BCAR1,PAK4
PPP3CA;GPX1;CASP3;GRIN2C; T
NFRSF1A
GNAO1;,PPP2CA;ATF2;PPP3CA;P
LCB3;,CAMK2D,;PPP2R2D,;CAMK2
G;DRD4
XPO1;NHP2L1;NVL;CSNK2A2;HE
ATR1;WDR75;NMD3
STK11;RXRA;PRKAG2;,PRKAB1;T

NFRSF1A;CAMKK2 )
continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Inositol phosphate 0.028 MTMR2;PLCB3;INPP5A;PIK3CA;PI

metabolism P5KL1;ITPKA

Autoimmune thyroid 0.029 HLA-B;IL2;HLA-DQAT1;HLA-

disease DRB1;TSHB

GnRH signaling 0.030 CDC42;,PLCB3;CAMK2D;PLA2G4C

pathway ,PTK2B;ELK1;,CAMK2G

Phagosome 0.030 ITGB1,DYNC1H1,CLEC4M;LAMP1;
ATP6AP1;STX7;HLA-B;HLA-
DRB1;HLA-DQA1,THBS3

Epstein-Barr virus 0.034 ATF2;HDAC5;XPO1;PIK3CA;PSMD

infection 14,POLR2B;GTF2B;CSNK2A2;HLA
-B;HLA-DRB1;HLA-DQA1;POLR2L

Allograft rejection 0.035 HLA-B;IL2;HLA-DRB1;HLA-DQA1

Glycerophospholipid 0.036 GNPAT,PLA2G4C;CHAT,;CRLS1;L

metabolism PIN3;AGPAT3;CDS2

Pathways in cancer 0.038 ITGB1,TCF7L2;,TCF7L1,CSF3R;HS
P90AB1;ITGA3;F2R;PDGFA;STK4;
PML;FGF5;CDC42;GNA13;PLCBS3;
RXRA;TFG;PIK3CA;CASP3;TCEB1
,FADD

Leukocyte 0.040 RAP1B;CDC42;ITGB1;PIK3CA;TXK

transendothelial ,PTK2B;CLDN2;,BCAR1

migration

Antigen processing 0.040 HSP90ABT1;HLA-

and presentation B;KIR3DL2;B2M;HLA-DQA1;HLA-
DRB1

Tryptophan 0.041 HADHA;ALDH2;AFMID;ALDH9A1

metabolism

Pyruvate metabolism 0.041 LDHB;ALDH2;,GLO1;ALDHY9A1

Histidine metabolism 0.042 ALDH2;CNDP2;ALDH9A1

Glycerolipid 0.043 LIPC,ALDHZ;LPIN3;AGPAT3;ALDH

metabolism 9A1

Turquoise  Protein processing in 0.000 UBE2D4;NGLY1;ERO1L;,CAPN1;S

endoplasmic
reticulum

EC61B;PDIA3;HSP90AA1;SSR4;Y
OD1;TRAF2;RAD23B;CKAP4;DNA
JC3;DAD1;:DDIT3;ERP29;PLAA;PR
EB;:MAN1B1;SAR1A;SAR1B;SEL1L
;RPN1:DERL2;UBE2J2;RNF5;HSP
BP1;HSP90B1;UBE2J1;DNAJB2;A
TXN3;BAG2;BAG1;UBQLN1;SSR1;
BCAP31;HSPA8:MBTPS1;SEC24B;
XBP1;SEC24A;HSPA5;EDEM2;NS
FL1C;STT3A;HYOU1;STT3B;CALR
;MBTPS2
continua
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modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Metabolic pathways

0.000 AHCYL1,ACSM3;UXS1;XYLT2,EP

RS;ENO3;IL411;NDST1;MLYCD,;AT
P6V1E1,SEPHS1;,SEPHS2;GLUL;A
LG8;ACOT8,ALG6;ACSL1,GLCE;O
XSM;ALG3;CEL;HPRT1,ALG10B;C
ES1,CDS1T,MTMR1;MAOB;SHMT1;
RPN1,ATPS5I,ATP5H;PLA2G6;LIAS;
GNS;PTDSS2;UGCG;SGPL1;,CYP2
B6;L TA4H;PLCG1;,ARSB;ST3GAL2
ATP6V1C2,PCK2;PMM1;CHKA;SL
C33A1,MTHFS;PYCR2;,CYP4F8;P
RDX6;,ACADSB;PAFAH2;DHFR;CY
P2C9,EXT2;,GLUD1;UCK2;AKR1B1
0;QARS;CYP2S1;,PEMT;ALDH18A
1;MOCS2;ACY1,GBE1;QPRT;AKR
1B1,ATIC;IMPA1;IMPA2;,GUK1,HY
AL4;,PHGDH;ACADS;ARG2;ARG1;
GAAAKR1A1,NME1,AGPS;RGN;A
LDOB;PLCB1;,GART;MGLL;PIGH;D
TYMK;ECHS1;,0AT,AHCY;INPP1;P
RIM1;HAAO,ATP5A1,0DC1,PAPS
S2,NTS5E;MTHFD1L;HSD17B2;GK;
GCH1;MDH2;DHRS3;ALDH4A1;DH
RS9;NDUFAB1;PLCD1;NDUFA13;
CHPF;CPOX;COMT;GALNT10;,TM7
SF2;NAGLU;ACAA1,NUDT12;DGA
T2;HGD;ALG14,SDHC;ALG11;,COX
6B2;SDHA;SDHB;ALPPL2;ATP5J2;
ALDH3A2;,ACLY;ALDH3A1;DGKQ;
DNMT1;NDUFB10;CYP2C19;AK7;
PLD3;,ACAT1,PMVK;PGK1,MPST;
CYP2J2;PDHA1,POLR3GL;EPHX2;
GOT2,GFPT1,B3GALT6;DHCR24;
COQ7;COQ6;DAK;COQ5,NAT2,ST
T3A;STT3B;PNLIPRP2;ACADVL;F
TCD;PIK3C2B;SPR;CYP2R1;MES3;
A4GALT;GUSB;PGM1;HIBCH;IDH3
A;BCKDHA;DNMT3A;AMT,PCCA;T
ST,DAD1;,PCCB;NDUFS4,POLR1C
JALDH1A1;POLR1E;PIK3C3;MVD;
MAN1B1;ST6GALNAC4,ASPA;B4G
ALT7;RBKS;B4GALT4;,NDUFB6;LA
MA3;NDUFB1;HSD17B12;HMGCR;
AGPAT1;HMGCL;POLD4;CBS,;CDI
PT,NDUFA8;POLR2J2;,IDH3G;B3G
AT3;NDUFA2,PLA2G2A;MBOAT1;
GSTZ1,POLE4,SUCLA2;PC;GNPD
A2;POLR3C;IMPDH1;POLR3D;IMP
DH2;CTH,GALM;POLR3H;SCLY;P
FKM

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo
Viral carcinogenesis 0.000 YWHAE; TRADD;HDAC11;CHD4;C
REB3L4;,CREB3L1;CREB3L2;EP30
0;RAC1,PRKACB;YWHAH;MRPS1
8B, TRAF2;ACTN4;HIST2H2BE,;CR
EB3;CREB1;IRF3;CCNE1;VDACS3;
TBPL1;HIST1H2BH;HIST1H2BB;HI
ST1H2BN;GTF2A1;HIST1H2BM;SP
100;,HIST1H2BI;HDAC1;HPN,;PXN;
HIST1H2BK;RELA;GTF2E2;HDAC6
;,C3;NRAS;SCIN;MAPK1;,GSN;HIST
1H4L,;GTF2H3;NFKB1;NFKBIA;DL
G1,HIST1H4B;DNAJA3,MDM2,;GR

B2
SNARE interactions 0.000 STX17;STX8;,GOSR2;,GOSR1,BET
in vesicular transport 1L;VTI1A;STX5;STX4;STX3;SEC22
B;STX2;VAMP5;BET1;VTI1B
Peroxisome 0.000 PEX16;GSTK1,ACOT8,ACSL1,EPH

X2;PEX13;PEX14,PEX7,HMGCL;P
RDX5;PEX3;PEX6;PRDX1,PMVK;C
AT,AGPS;NUDT19;MLYCD,MPV17
;,PEX11G;ACAA1,DECR2;PAOX;N
UDT12

Alcoholism 0.000 HIST1H2BN;HIST1H2BM;MAOB;HI
ST1H2BI;HDAC1;HDAC11;HIST1H
2BK;HIST2H2AB;CALML3;HDACS6;
PPP1CC;NRAS;GNG4,CREB3L4,H
2AFJ;CREB3L1,CREB3L2,MAPK1;
HIST1H3C;HIST1H2AC,MAP2K1;H
IST1H4L,H3F3A;HIST1H2AJ;H2AF
X;H2AFV,GNG12;,HIST2H2BE;CRE
B3;HIST1H4B,CREB1;,GNB1;,PPP1
R1B;GNAS;GRB2;HIST1H2BH,;CAL
M1;SLC29A1;HIST1H2BB;,CALM?2

Prostate cancer 0.000 HSP90AA1,MAP2K1,MAP2K2;PDP
K1,PDGFB;RELA;EGFR,NFKB1,HS
P90B1;NFKBIA;CREB3;NRAS,;CRE
B1;,CREB3L4;,CCNE1;,CREB3L1,CR
EB3L2;ERBB2;PDGFC;MDM2;EP3
00;MAPK1;GRB2;NKX3-1

Vasopressin- 0.000 NSF,RAB5B;RAB5C;DCTN2;ADCY

regulated water 6,CREB3;CREB1;,ADCY9;CREB3L

reabsorption 4,CREB3L1,CREB3L2;GNAS;STX4
,PRKACB;DYNC1I1

Carbon metabolism 0.000 ECHS1;SHMT1;ENO3;ACAT1,PGK

1:ME3;PHGDH:ACADS;HIBCH;IDH
3A;PDHA1;IDH3G;MDH2;GOT2;:AM
T;SDHC;SDHA;SDHB;DAK;GLUD1;
PC;SUCLA2;PCCA;PCCB;CAT;RG
N;ALDOB;PFKM

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Legionellosis

Epstein-Barr virus
infection

Adherens junction

Citrate cycle (TCA
cycle)

Shigellosis

TNF signaling

pathway

Estrogen signaling
pathway

RNA degradation

Protein export

0.000

0.000

0.000

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

HSPAS8;SAR1A;SAR1B;RAB1B;BNI
P3;CXCL1;,CXCL3;CXCL2;RELA;N
FKB1;,NFKBIA;C3;IL1B;HSF1;,SEC2
2B;MYD88,TLR2
YWHAE;PSMD11;HDAC1,TRADD;
AKAPSL,RELA;GTF2E2,RELB;PSM
D7;,IRAK1;MYC;PSMD2;EP300;RIP
K1;PLCG1;,CD58;PRKACB;MAP2K
6, YWHAH;NUP214,MAP2K3;HSPA
8;POLR2J2;CSNK2A1,POLR3GL,E
NTPDS8, TRAF2;NFKB1;,NFKBIA;,PS
MC5,PSMC6;IRF3;PSMC4;,POLR3
C,POLR3D;POLR3E;CSNK2B;POL
R1C;MDM2; TBPL1;POLR3H;VIM;R
AN
PTPN1;YES1;,CSNK2A1;,CTNND1;
ACTN4;IQGAP1;,SORBS1,PTPRFE
GFR;ACTB; TGFBR2;ERBB2;,CSNK
2B;EP300;MAPK1;,FYN;RAC1,PVR
L3;PVRL2;VCL
ACLY,PDHA1;PC;SUCLAZ2;IDH3G;
MDH2;SDHC;SDHA;SDHB;PCK2;1
DH3A
ROCK2;ARPC1B;ARPC4;U2AF1;A
RPC5;RELA;ACTB;,NFKB1;NFKBIA
,CTTN;ARPC2,ARPC3;MAPK1,EL
MO3;RAC1,CRK;VCL,ATGS
TRADD;CXCL1;CXCL3;CXCL2;RE
LA;CREB3L4;,CASP10,CREB3L1,;C
REB3L2;MAPK1;RIPK1,DNM1L;MA
P2K6;MAP2K3;MAP2K1;JAG1;TRA
F2,FOS;NFKB1;NFKBIA;CREB3;IT
CH;CREB1;IL1B;,FAS,;BIRC3
HSPAS;,MAP2K1,HSP90AA1,MAP2
K2;,CALML3;FOS;EGFR;ADCY6,HS
P90B1,CREB3;NRAS;ADCY9,CRE
B1;,CREB3L4,;SP1,CREB3L1,CREB
3L2,GNAS;MAPK1;GRB2;CALM1;P
LCB1,CALM2;PRKACB
BTG2,BTG1,WDR61,TOB1,ENO3;L
SM3;EXOSC7,EDC4;,CNOT6,EXOS
C10;EXOSC4,LSM6;,CNOT2;XRN2;
RQCD1;SKIV2L;EXOSC2;PFKM;D
CP2;SKIV2L2
OXA1L;SPCS3;IMMP2L;HSPA5;SR
P72;SRPR;SRPRB;SRP68;SEC61B

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Nucleotide excision
repair

mRNA surveillance
pathway

0.001

0.001

RFC4,PCNA;RFC1;RPA1;,RPA2;GT
F2H3;RAD23B;GTF2H5,POLE4,;PO
LD4,ERCC3,ERCC1,ERCCS8,ERCC
5
UPF2;,UPF1,CPSF4,PPP2R5B;PPP
2R5D;PPP2R2A;SMG7,GSPT2,SM
G5,GSPT1;NXF1,PPP1CC;NUDT2
1,PABPN1;FIP1L1;,PPP2R1B;PPP2
R1A;CSTF1;,PAPOLA;ETF1,RNPS1
,PELO

Fatty acid 0.002 CPT1A;ACADVL;ECHS1;ELOVLS;

metabolism ACSL1,0XSM;HSD17B12;,CPT1B;
ACADSB;ACAT1,CPT2;SCD;ACAA
1,ACADS

Salmonella infection 0.002 ROCK2;ARPC1B;IFNGR2;CXCL1;
ARPC4;FOS;ARPC5;CXCL3;CXCL
2;RELA;ACTB;NFKB1,KLC4;,ARPC
2;,ARPC3;IL1B;CCL4;MAPK1;RAC1
,DYNC111,MYD88

Glycosaminoglycan 0.002 EXT2;NDST1;B3GAT3;GLCE;XYLT

biosynthesis - 2,B3GALT6;HS6ST1,B4GALT7;HS

heparan sulfate / 3ST1

heparin

One carbon pool by 0.002 DHFR;ATIC,MTHFD1L;SHMT1;AM

folate T;MTHFS;GART,FTCD

AMPK signaling 0.002 PFKFB2;IRS1;PPP2R2A;HMGCR;A

pathway DIPOR2;GYS1;,PPP2R1B;PPP2R1
A;,CREB3L4;CREB3L1;CREB3L2;EI
F4EBP1;MLYCD;PCK2;SREBF1;C
PT1A;PDPK1;PPP2R5B; TSC2;PPP
2R5D;CPT1B;CREB3;,TBC1D1;,CR
EB1;SCD;ULK1;,PFKM

Amphetamine 0.003 MAOB;HDAC1;CALML3;FOS;CAC

addiction NA1C;PPP1CC;CREB3;PPP3R1,;C
REB1;CREB3L4;CREB3L1;,CREB3
L2;PPP1R1B;GNAS;CALM1;CALM
2,PRKACB

Selenocompound 0.003 TXNRD2;TXNRD1;CTH;SCLY,;SEP

metabolism HS1;SEPHS2;PAPSS2

Insulin signaling 0.003 IRS1,CALML3;CBL;PTPRF;SOCS2

pathway ;,PPP1CC;GYS1,NRAS;MKNK2,EIF

4EBP1,FLOT2,MAPK1;PRKACB;S
H2B2;PCK2,PTPN1,SREBF1,MAP2
K1;MAP2K2;PDPK1;,TSC2;PHKB;S
ORBS1,GRB2;CALM1,EIF4E2;CAL
M2;CRK;RHOQ

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

DNA replication

Insulin resistance

Biosynthesis of
amino acids

Dopaminergic
synapse

Sulfur relay system
Valine, leucine and
isoleucine
degradation
Thyroid hormone
signaling pathway

Ubiquinone and other
terpenoid-quinone
biosynthesis
Endocytosis

0.003

0.003

0.003

0.004

0.004
0.004

0.005

0.007

0.007

POLE4;POLD4;RFC4;,PCNA;RFC1;
MCM7;PRIM1;RPA1,RPA2;,MCM4;
MCM6
MLXIP,PTPN1;MGEA5;SREBF1;SL
C27A1;,CPT1A;IRS1,PDPK1,GFPT
1,SLC2A1;,CPT1B;RELA;NFKB1,PT
PRF;NFKBIA;PPP1CC,CREB3;GY
S1,CREB1;CREB3L4;CREB3L1;,CR
EB3L2,0GT;PCK2
ARG2,ACY1,ARG1;,IDH3G;SHMT1;
GOT2;,PYCR2,ENO3;PC;CBS;CTH;
PGK1,PHGDH;ALDH18A1;,ALDOB;
PFKM;GLUL;IDH3A
MAOB;CALML3;PPP2R2A;CACNA
1C,COMT;ARNTL;PPP1CC,;PPP2R
1B;PPP2R1A;GNG4;,CREB3L4;CR
EB3L1,CREB3L2,PRKACB;DRDS;P
PP2R5B;PPP2R5D;FOS;,GNG12,C
REB3,CREB1;,GNB1;,PPP1R1B;GN
AS;CALM1;PLCB1;,CALM2

MPST, TRMU;MOCS2;MOCS3,TST
BCKDHA;ECHS1;,ACADSB;AACS;
ACAT1,ALDH3A2;IL411,HMGCL,;PC
CA;,PCCB;ACAA1,ACADS;HIBCH
PFKFB2;NOTCH3; THRA;HDAC1;S
LC2A1,ATP2A2,ATP1A1,ACTB,RX
RB;NRAS;MYC,;EP300,MAPK1,PL
CG1,PRKACB;NCOA1,MAP2K1;M
AP2K2;STAT1,PDPK1,TSC2,FXYD
2,MDM2;,PLCB1;,PLCD1
NQO1;,VKORC1L1;COQ7,COQ6,C
0oQb5

RABS5B;RAB5C; TSG101;TFRC,;AR
PC1B;VPS4B;KIAA1033;SNX12;CB
L,EGFR;PARD6B;ADRBK1,CHMP1
B,CLTCL1,FAM21C;CCDC53;SNX5
JAP2M1;SNX6,ARFGEF1;HSPAS;I
QSEC1,;,CAV1,ZFYVE20,KIAA0196;
ARPC4;SNF8;ARPC5;ARFGAP3;D
NM1; TGFBR2;RUFY1;ITCH;DAB2;
ARPC2;BIN1,ARPC3;RAB35;,CHM
P2A;MDM2;,CHMP4B,STAMBP;FO
LR3;,SMAP1,VPS28,ARF6

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo
Alzheimer's disease 0.008 APP;NDUFA13;LRP1;NDUFB10;N
DUFB6;ATP5A1;,PSEN2;NDUFB1;A
TP2A2;CALML3;CACNA1C;IDE;AT
P5H;APH1A;PPP3R1;MAPK1;CAP
N1;NDUFA8;NDUFA2;SDHC;SDHA
,COX6B2,SDHB;BACE1;CDK5;IL1
B;NDUFS4;NDUFAB1;FAS;CALM1;
PLCB1,CALM2
Melanogenesis 0.010 MAP2K1,MAP2K2;FZD5;CALML3;A
DCY6;,CREB3;NRAS;KITLG;ADCY
9;CREB1,CREB3L4,CREB3L1;,CRE
B3L2;GNAS;DVL2;EP300;MAPK1;
CALM1;PLCB1;CALM2;PRKACB
Glucagon signaling 0.011 CPT1A;PDHA1;SMEK2;SLC2A1;C
pathway ALML3;PHKB;CPT1B;,CREB3;GYS
1,PPP3R1;,CREB1;,CREB3L4,CREB
3L1;,CREB3L2;,GNAS;EP300,CALM
1,PLCB1;CALM2;PRKACB;PCK2
Thyroid hormone 0.012 HSPA5,GPX3;GSR;ATP1A1,ADCY
synthesis 6,HSP90B1;,CREB3;ADCY9,CREB1
,CREB3L4;FXYD2;CREB3L1,CREB
3L2;GNAS;PLCB1,PRKACB
Apoptosis 0.012 TUBALS3,TRADD;HTRA2;RELA;AC
TB;LMNB2;NRAS;CASP10;LMNA;
CASP2,MAPK1;RIPK1;CAPN1;CTS
D;CTSC;MCL1;MAP2K1,ENDOG;M
AP2K2;PDPK1; TRAF2,FOS;NFKB1
;NFKBIA;DDIT3;FAS;BIRC3
cGMP-PKG signaling 0.013 ROCK2;IRS1,ATP2A2;CALML3;AT
pathway P1A1,CACNA1C;ADCY6;PPP1CC;
PPP3R1;RGS2,CREB3L4,CREB3L
1,CREB3L2,GNA12;MAPK1;MEF2
D;MEF2A;MAP2K1;MAP2K2;MEF2
B;ATP2B4;CREB3;ADCY9;CREB1;
FXYD2;VDAC3,GTF2IRD1;VDAC1;
CALM1;PLCB1;,CALM2
Renal cell carcinoma 0.013 MAP2K1,EGLN2;MAP2K2;EPAS1;
CUL2;SLC2A1,PDGFB;NRAS;EP30
O,MAPK1;GRB2,VHL,RAC1;,PAK2;

CRK
Bacterial invasion of 0.013 CAV1,ARPC1B;PXN;ILK;ARPC4,A
epithelial cells RPC5;CBL;DNM1;ACTB;CTTN,;AR
PC2,ARPC3;CLTCL1,ELMO3;RAC
1,CRK;VCL
HIF-1 signaling 0.014 MAP2K1;MAP2K2;PDHA1,EGLN2;
pathway TFRC;IFNGR2;CUL2;SLC2A1;ENO

3;RELA;EGFR,NFKB1;MKNK2,ERB
B2,EIF4EBP1;,PGK1,EP300;MAPK1

PLCG1;VHLEIF4E2
continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Cocaine addiction 0.014 CREB3;CREB1;CDK5:MAOB;CRE
B3L4;CREB3L1;CREB3L2;PPP1R1
B;GNAS;PRKACB;RELA;NFKB1

GnRH signaling 0.015 MAP3K2;MAP2K3;MAP2K1;MAP2K

pathway 2;CALML3;CACNA1C,;EGFR;ADCY
6;NRAS;ADCY9;GNAS;MAPK1,GR
B2;CALM1;PLCB1;CALM2;PRKAC
B;MAP3K4;:MAP2K6

Pathogenic 0.015 TUBAL3;ROCK2;TUBB;ARPC1B;A

Escherichia coli RPC4;ARPC5;ACTB;OCLN;CTTN;

infection ARPC2;ARPC3;NCK2;FYN

Lysosome 0.015 ARSA;CD63;GAA;SLC11A2;AP1B1
;MCOLN1;GNS;GGA2;GGA3;NAGL
U;GM2A;NPC2;AP1G1,LAMP3;CLT
CL1;NEU1;SLC17A5;TPP1;MAN2B
1;AP1S3;GUSB;CTSD;ARSB;CTSC

Fatty acid 0.016 ALDH3A2;,CPT1A;ACADVL;ECHS1

degradation ;CPT2;ACSL1;,ACAA1;,CPT1B;ACA
DSB;ACADS;ACAT1

Proteasome 0.016 PSMC5;PSMB4;PSMC6;PSMD11;P
SMD7;PSMC4;PSME3;PSMD2;PS
ME4;PSMA7;PSMB10

Glyoxylate and 0.017 PCCA;MDH2;:SHMT1;PCCB;CATA

dicarboxylate MT;GLUL;,ACAT1

metabolism

Mismatch repair 0.018 POLD4;PCNA;RFC4;RFC1;MSH3;
RPA1;RPA2

Fc gamma R- 0.018 MAP2K1;GSN;LIMK2;ARPC1B;AR

mediated PC4;:ARPC5;PLA2G6;VAV2;SCIN;A

phagocytosis RPC2;ARPC3;BIN1;CFL1;:MAPK1;
PLCG1;RAC1;,CRK;LAT;ARF6

Cysteine and 0.019 MPST;IL411;DNMT1;AHCYL1;AHC

methionine Y, TST,MDH2;CBS;CTH;GOT2,DN

metabolism MT3A

Pertussis 0.019 C4BPA;CALML3;C4BPB;FOS;REL
A;NFKB1;C3;IRF3;IRAK1;IL1B;CFL
1;IRF8;MAPK1;CALM1;CALM2;MY
D88

PPAR signaling 0.020 SLC27A1;,CPT1A;GK;ACSL1;PDPK

pathway 1;ILK;DBI;SORBS1;CPT1B;RXRB;
CPT2;SCD;FABP6;,ACAA1;PCK2

Longevity regulating 0.020 IRS1;TSC2;ADIPOR2;RELA;ADCY

pathway - mammal

6;NFKB1;CREB3;NRAS;ADCY9;CR
EB1;CREB3L4;CREB3L1;CREB3L?2
;CAT.EIF4EBP1;ULK1;EIF4E2;PRK
ACB;ATGS5

continua
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Anexo 4 - Enriquecimento funcional com base no banco KEGG dos
modulos associados as janelas da rede do grupo Caco-2/Ec472 continuagéo

Hepatitis B

Thyroid cancer

Choline metabolism
in cancer

Folate biosynthesis
Endometrial cancer

Cytosolic DNA-
sensing pathway

Adrenergic signaling
in cardiomyocytes

Glycerolipid
metabolism

Purine metabolism

Glycosaminoglycan
biosynthesis -
chondroitin sulfate /
dermatan sulfate
Arginine biosynthesis

Pyrimidine
metabolism

0.020

0.021

0.022

0.022

0.023

0.023

0.024

0.026

0.026

0.030

0.030

0.032

PCNA;RELA;NRAS;CREB3L4;CAS
P10;CREB3L1;MYC,CREB3L2,EP3
00;MAPK1;MAP2K1,MAP2K2;STAT
1,FOS;HSPG2,NFKB1;NFKBIA;CR
EB3;CREB1;IRF3;CCNE1;VDACS3;
FAS;GRB2;MYDS88; TLR3;TLR2
RXRB;MAP2K1;NRAS;MAP2K2,MY
C,TPR;CCDC6;MAPK1
MAP2K1,MAP2K2;SLC22A5,SLC44
A4;CHKA;SLC44A1;,PDPK1,PDGF
B, TSC2;FOS;EGFR;NRAS;SP1,DG
KQ,PDGFC,EIF4EBP1;MAPK1,GR
B2;,PLCG1;RAC1
DHFR;MOCS2,GCH1,SPR;ALPPL2
APC2;NRAS;MAP2K1;MAP2K2;PD
PK1,MYC,ERBB2,AXINT;ILK;MAPK
1,GRB2,EGFR
POLR3GL;ADAR;RELA;NFKB1;NF
KBIA;IRF3;POLR3C;IL1B;POLR3D;
POLR3E;POLR1C;CCL4;POLR3H;
RIPK1
CREM;ATP2A2,CALML3;PPP2R2A
JATP1A1,CACNA1C;ADCY6,PPP1
CC;PPP2R1B;PPP2R1A;CREB3L4;
CREB3L1;CREB3L2;MAPK1;PRKA
CB; TPM4,;PPP2R5B;ATP2B4,PPP2
R5D;CREB3;ADCY9;CREB1,FXYD
2,GNAS;CALM1;PLCB1,CALM2
PNLIPRP2,DGAT2;GK;,AKR1A1,MB
OAT1,AKR1B1;,CEL,AGPAT1,;DAK;
ALDH3A2,AKR1B10,DGKQ;MGLL
PRIM1;NUDT2;,AK7;FHIT;HDDCS3;A
DCY6;PAPSS2;POLD4;NT5E;ATIC;
GUKT1,ENPP4;,PGM1;ENTPD2;POL
R2J2;POLR3GL,ENTPD6;ENTPDS;
NME1;,POLE4,ADCY9,POLR3C;IM
PDH1;POLR3D;IMPDH2;,POLR3E;
POLR1C;POLR1E;POLR3H;HPRT1
;GART
CHPF;B3GAT3;XYLT2;B3GALT6,;B
4GALT7;CHST3

GLUD1;,ARG2;ACY1,ARG1;GOT2;
GLUL
DTYMK;POLR2J2;POLR3GL;TXNR
D2; TXNRD1;PRIM1,ENTPD6;ENTP
D8;:NUDT2;NME1;POLE4;:POLD4;N
T5E;UCK2;POLR3C;POLR3D;POL
R3E;POLR1C;POLR1E;POLR3H
continua
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N-Glycan
biosynthesis

Toll-like receptor
signaling pathway

NF-kappa B signaling
pathway

Propanoate
metabolism
RNA polymerase

Axon guidance

Arginine and proline
metabolism

Dorso-ventral axis
formation
Pathways in cancer

Vibrio cholerae
infection

Basal transcription
factors

0.034

0.035

0.035

0.037

0.037

0.038

0.039

0.042

0.042

0.044

0.045

ALG8;ALG6;DAD1,RPN1,ALG14;S
TT3A;ALG3,ALG11,STT3B,MAN1B
1,ALG10B
MAP2K3;MAP2K1;MAP2K2,STAT1;
FOS;RELA;NFKB1;NFKBIA;IRF3;IR
AK1, TOLLIP;IL1B;,CCL4,MAPK1;RI
PK1,RAC1,MYD88; TLR3;MAP2K6;
TLR2

CSNK2A1; TRADD, TRAF2;CXCL2;
RELA;NFKB1;RELB;NFKBIA;IRAK1
,PLAU;IL1B;CSNK2B;CCL4,RIPK1;
PLCG1,LAT;MYD88,BIRC3
BCKDHA;SUCLA2;ECHS1,PCCA;P
CCB;MLYCD;HIBCH;ACAT1
POLR2J2;,POLR3GL;POLR3C,;POL
R3D;POLR3E;POLR1C;POLR1E;P
OLR3H
EPHB6,SEMA6A;ROCK2;LIMK2;S
EMA4C;NTN4,EFNA4,ROBO1,EFN
B2;NRAS;PPP3R1,CDK5;RASA1,;C
FL1;NCK2;MAPK1,FYN;RAC1,EPH
B2;PAK2,NGEF;EPHB4;PLXNA3
ALDH4A1;,ALDH3A2;ARG2;0AT;M
AOB;SMOX;ARG1,0DC1;,GOT2,PY
CR2;ALDH18A1
PIWIL2,NOTCH3;MAP2K1,PIWIL4;
MAPK1;GRB2,EGFR
SLC2A1,LAMC2;CKS1B;MYC;EP3
00;RAC1,PRKACB;NKX3-
1,APC2;MAP2K1;HSP90AA1;RALB
P1;MAP2K2;AXIN1, TRAF2,FOS; TG
FBR2;ADCY9; TRAF4;MSH3;CCNE
1,CKS2;PLCB1,CRK;BIRC3;ROCK
2;HDACT1,EPAS1;,CUL2;LAMA3;PD
GFB;CBL;,CSF2RA;ADCY6,EGFR;
RELA;HSP90B1;,RXRB;NRAS;GNG
4;TPR;ERBB2;,GNA12;,DVL2;MAPK
1;PLCG1;VHL;EGLN2;FZD5,STAT1
;GNG12;NFKB1;NFKBIA;KITLG;BM
P2;GNB1;,CCDC6;MDM2;GNAS;FA
S;GRB2
ADCY9,KDELR1;GNAS;SEC61B,P
LCG1,ATP6V1E1,PRKACB;ACTB; T
JP2;ERO1L;ATP6V1C2
GTF2A1,ERCC3,;TAF11,TAF9;TBP
L1;GTF2IRD1;,TAF6;GTF2H3,GTF2
H5,GTF2E2

Brown

Insulin signaling
pathway

0.000

GSK3B;EXOC7;ARAF;CBLC;IRS2;

PPP1CA;PPP1R3B;RPS6KB2;FLO

T1; TRIP10;AKT1;CALM3;KRAS
continua
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Chronic myeloid 0.000 CDKN1A;CDK6;ARAF;CBLC;AKT1;

leukemia KRAS;IKBKG;RUNX1;BCL2L1

Acute myeloid 0.001 JUP,RPS6KB2;ARAF;AKT1,KRAS;I

leukemia KBKG;RUNX1

Hepatitis C 0.001 GSK3B;CDKN1A;OAS3;ARAF;IRF7
JAKT1,KRAS; TYK2;IKBKG;CLDN1;
PIAS1

Pancreatic cancer 0.001 RALA;CDK6:ARAF;AKT1;KRAS;IK
BKG;BCL2L1

Proteoglycans in 0.002 CDKN1A;FZD7;ARAF,;CBLC;HIF1A

cancer ;PPP1CA;VTN;RRAS;RPS6KB2;AK
T1,PTPN6;KRAS;MET

Melanoma 0.002 CDKN1A;CDK6;CDH1;ARAF;AKT1;
KRAS;MET

Lysosome 0.004 AP4M1;GNPTG;ATP6VOB;LAMP2;
GBA;CTSH;LIPA;IGF2R;AP1M2

Proteasome 0.005 PSMB6;PSMA3;,PSMC3;,PSMD3;P
SMF1

Non-alcoholic fatty 0.005 GSK3B;CASP7;NDUFS8;NDUFAS5;

liver disease NDUFB11;AKT1;,UQCRFS1;IRS2;A

(NAFLD) DIPOR1;UQCRH

Longevity regulating 0.006 CLPB;RPS6KB2:AKT1;KRAS;IRS2;

pathway - multiple SOD1

species

Glioma 0.006 CDKN1A;CDK6;ARAF;AKT1;CALM
3;KRAS

Metabolic pathways 0.006 LAMAS5;IDI1;ISYNA1;GPAA1;NDUF
B11;MAOA;GBA;PDXP,ENO1;MTM
R4,UQCRH;SMPD3;NT5C;CHSY1;
UROD;FLAD1;MAN2A1;IDH3B;HYI;
PGM2;UQCRFS1;MGAT1;,ACADM,;
DLAT;GGT1;COX10;,PSPH;ATP6V
1F,GAMT,ATP6VOB;PCYT2,MDH1;
NDUFA5;PTGES2;,DCXR;NME4;AL
G12;PISD;SQLE;DPM2;GALE;NDU
FS8;CPS1;NME6;SMS;PNPLA2

HTLV-I infection 0.006 GSK3B;VAC14;,CDKN1A;TBP;FZD
7;IL2RG;FOSL1;CCND2;RRAS;AK
T1;KRAS;IKBKG,ANAPC1;BCL2L1

ErbB signaling 0.007 GSK3B;CDKN1A;RPS6KB2;ARAF;

pathway CBLC;AKT1,KRAS

Oxidative 0.007 ATP6VOB;NDUFS8;PPA2;NDUFAS5;

phosphorylation NDUFB11;UQCRFS1;UQCRH;COX
10;,ATP6V1F

Apoptosis 0.009 DAXX;CASP7;DFFA;AKT1,CTSH;K
RAS;BAK1;IKBKG;BCL2L1

Endometrial cancer 0.010 GSK3B;CDH1;ARAF;AKT1;KRAS

B cell receptor 0.010 LYN;GSK3B;AKT1;,PTPN6;KRAS;IK

signaling pathway

BKG
continua
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Pathways in cancer

Cell cycle

PI3K-Akt signaling
pathway

Glycine, serine and
threonine metabolism

Jak-STAT signaling
pathway

Bladder cancer
Herpes simplex
infection

FoxO signaling
pathway

Insulin resistance

Measles
Carbon metabolism
Prostate cancer

Renal cell carcinoma
Central carbon
metabolism in cancer
Alzheimer's disease

Epithelial cell
signaling in
Helicobacter pylori
infection

Longevity regulating
pathway - mammal
N-Glycan
biosynthesis
Thyroid cancer
Viral carcinogenesis

Citrate cycle (TCA
cycle)

Amyotrophic lateral
sclerosis (ALS)
Glutathione
metabolism

0.013

0.014

0.014

0.018

0.020

0.020
0.020

0.020

0.021

0.023

0.025

0.026

0.026
0.027

0.028

0.029

0.032

0.035

0.036
0.037

0.040

0.040

0.043

GSK3B;LAMAS5;RALA;CDKN1A;JU
P, TPM3;FZD7,ARAF;CBLC;HIF1A;
RUNX1;,CDK6;CDH1;AKT1,KRAS;I
KBKG;MET;BCL2L1
CDKN1C;GSK3B;WEE1,CDKN1A;
CCND2;CDK6,SFN;ANAPC1
GSK3B;LAMA5;CDKN1A;PPP2R3A
JL2RG;VTN;CCND2;CDK6;COL6A
2;CDC37;RPS6KB2,AKT1;,KRAS;IK
BKG,MET;BCL2L1
GAMT;MAOA;GCAT,PSPH

PIAS4;CDKN1A;CCND2;AKT1;PTP
N6, TYK2,IL2RG;PIAS1;,BCL2L1
CDKN1A;CDH1;,ARAF;KRAS
TAF6L;DAXX;TBP;CDC34;0AS3;IR
F7, TYK2;IKBKG;PPP1CA;SRPK1
CDKN1A;CCND2;ARAF;AKT1,HO
MERS3;IRS2;KRAS;NLK
GSK3B;PPP1R3B;NR1H2;RPS6KB
2,AKT1;IRS2;PPP1CA
GSK3B;CCND2,CDK6;0AS3;IRF7;
AKT1;TYK2;IL2RG
CPS1;MDH1;IDH3B;ENO1;,ACADM
;,DLAT;PSPH
GSK3B;,CDKN1A;ARAF,AKT1,KRA
S;IKBKG
ARAF,AKT1,KRAS;MET;HIF1A

AKT1,KRAS;SLC1A5;MET;HIF1A

GSK3B;CASP7;,NDUFS8;NDUFAS;
NDUFB11;UQCRFS1;,CALM3;UQC
RH;CDK5R1
LYN;ATP6VOB;IKBKG,MET;,ATP6V
1F

EHMT2;,RPS6KB2;AKT1,KRAS;IRS
2,ADIPOR1
DPM2;MAN2A1,ALG12;MGAT1

TPM3;,CDH1;KRAS
LYN;VAC14;CDKN1A;CCND2;CDK
6, TBP;IRF7;KRAS;IKBKG;BAK1
MDH1;IDH3B;DLAT

DAXX; TOMM40;SOD1;,BCL2L1
GPX2;,SMS;MGST2,GGT1

continua
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Pink

Ubiquitin mediated
proteolysis
Metabolic pathways

Purine metabolism

RNA polymerase
Colorectal cancer
Base excision repair
Pancreatic cancer
Pyrimidine
metabolism

p53 signaling
pathway

Adherens junction
Arrhythmogenic right
ventricular
cardiomyopathy
(ARVC)

ABC transporters
Phenylalanine
metabolism
Hypertrophic
cardiomyopathy
(HCM)

Nucleotide excision
repair

RNA transport

Malaria

Prostate cancer
Dilated
cardiomyopathy
Endometrial cancer
Pathways in cancer

Renin-angiotensin
system

Histidine metabolism
Hepatitis B
Adrenergic signaling
in cardiomyocytes

0.002

0.002

0.007

0.007
0.008
0.008
0.009
0.010

0.011

0.014
0.014

0.018
0.019

0.020

0.021

0.021

0.023
0.025
0.026

0.027
0.028

0.033

0.036
0.037
0.038

PIAS3;UBE2R2;UBE2D2;UBE2NL;
TCEB2;UBE4A;DDB2
ST6GALNAC1,DDC;NDUFB5;RPE;
FUT1,AGPAT2;PAPSS1,EBP;LDH
A;POLR2A;POLD1;PNPO;POLR2F;
EXTL3;AASS;MCCC2,UGT2B11;ID
H1;NDUFC2,ALG1,APRT,MTHFD1;
ADI1;ETNK1,PPT2;POLR3K;SLC27
A5;ITPA
POLR2A;POLD1;,POLR2F,POLR3K
JATPA;PAPSS1,APRT
POLR2A;POLR2F,POLR3K
CASPY9;TGFB1,TCF7;RAC3
POLD1,XRCC1,APEX2
RB1;CASP9;TGFB1;,RAC3
POLR2A;POLD1;POLR2F;,POLR3K
JITPA

CASP9;STEAP3;PTEN;DDB2

PARD3;TCF7;RAC3;MLLT4

CACNB3;TCF7;,CACNA1D;CACNG
3

ABCA2;ABCB1;,ABCB6
DDC;MIF

CACNB3;TGFB1,CACNA1D,CACN
G3

POLD1,GTF2H1;DDB2

EIF1AX;DDX20,EIF4EBP2;EIF2B1;
RANGAP1,EIF4B
TGFB1;,SDC1;,HBA2

RB1;CASP9, TCF7;PTEN
CACNB3;TGFB1;CACNA1D;CACN
G3

CASPY;TCF7,PTEN
RB1,CASP9,FZD2;TGFB1,PLEKH
G5, TCF7,PTEN;TCEB2;RAC3;GNA
12

NLN;AGT

DDC;HNMT
RB1;CASP9;, TGFB1,PTEN;DDB2
CACNB3;PPP2R5E;CACNA1D;CA

CNG3;GNAI2
continua
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Proteoglycans in 0.043 FZD2;TGFB1;GPC1;SDC1;FLNAEI
cancer F4B
Hippo signaling 0.043 TGFB1,FZD2;PARD3;TCF7;TEAD3

pathway
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