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secretaria Suzana Gobetti pela eficiência, pelo auxı́lio com os assuntos acadêmicos, pelo apoio
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Nichio e Nilson A. R. Coimbra. Agradecimento especial para Aniele Langowski, Rodrigo

Langowski e Mariane G. Kulik pela sintonia, cumplicidade, atenção, auxı́lio, boas conversas e

a amizade que permanece para além do laboratório.
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RESUMO

Palavras-chave: Regulons, Redes regulatórias, Elementos regulatórios, Caracterı́stica ancestral.

A investigação funcional de genes, RNAs e proteı́nas em larga escala demanda novas estratégias
computacionais para extração de informação relevante. Em procariotos, genes relacionados
a um mesmo efeito biológico estão usualmente localizados em operons. Em eucariotos não
existe a mesma organização, sendo em geral o processo de transcrição independente para cada
gene. Apesar disso, nestes organismos existem unidades funcionais controladas por fatores
de transcrição, denominadas regulons. As relações regulatórias de um regulon podem surgir
ao longo do desenvolvimento de um organismo, em determinado tecido, ou no curso do
processo evolutivo. Descrever a formação de regulons pode contribuir com o entendimento
de como eles atuam em organismos atuais, tais como o controle transcricional em câncer. Neste
estudo investigamos o padrão de origem evolutiva de unidades regulatórias de eucariotos para
responder a seguinte pergunta: quem surgiu primeiro, reguladores ou regulados? Testamos 3
hipóteses concorrentes para explicar a formação de regulons: i) fatores de transcrição e seus
alvos surgiram de maneira independente; ii) fatores de transcrição surgiram previamente aos
seus alvos; iii) fatores de transcrição surgiram posteriormente ao surgimento de seus alvos.
Inferimos regulons em câncer de mama e desenvolvemos um método para estimar a distância
evolutiva entre reguladores e regulados, inferindo o enraizamento evolutivo em uma dada árvore
de espécies. Foram avaliadas 307 regulons, das quais 76 (24,7%) tinham reguladores enraizados
junto com seus alvos, 137 (44,3%) tinham reguladores enraizados antes de seus alvos e 94
(30,6%) tinham reguladores enraizados depois de seus alvos. Esses resultados sugerem cenários
evolutivos que são consistentes com as três hipóteses apresentadas neste estudo. Em seguida,
avaliamos a significância dessas observações e descobrimos que a distribuição geral das raı́zes
evolutivas inferidas dos reguladores precede as raı́zes evolutivas dos alvos (p-valor = 1e-6,
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney). Estes resultados sugerem que regulons não somente são
organizados ao redor dos reguladores, como foram formados à partir dos reguladores. Além
disso, a identificação de diferentes histórias evolutivas oferece a oportunidade de explicarmos
aspectos funcionais tais como o padrão de enraizamento evolutivo em uma rede regulatória.
Observamos 4 padrões marcantes: (i) em geral, regulons enraizados em pontos evolutivos
próximos se agrupam; (ii) a maioria dos regulons tem enraizamento evolutivo em (LCA) de
organismos unicelulares; (iii) regulons associados ao desenvolvimento do câncer de mama
são mais recentes; (iv) a maioria dos regulons relacionados a tumores estrogênio positivo e
estrogênio negativo estão enraizados em LCA de metazoários. Estes resultados são consistentes
com um dos principais aspectos do câncer, em que só é possı́vel observar desorganização
tecidual em organismos que possuem um processo de diferenciação celular capaz de formar
tecidos.



ABSTRACT

Key words: Regulons, Regulatory network, Regulatory element, Ancestral character.

High-throughput functional analysis of genes, RNAs and proteins demands new computational
strategies in order to extract relevant regulatory information. In prokaryotes, genes related
to the same biological functions are usually located in operons. In eukaryotes, however,
the transcriptional process is organized in a different way, as each gene is independently
transcribed. Despite these differences, functional units controlled by transcription factors
are present in eukaryotes, which are called regulons, and consist of a set of genes whose
activation or repression are under the control of the same transcription factor. The regulatory
relations of a regulon can emerge along the development of an organism, in a certain tissue,
or even during the evolution process. Describing the formation of regulons may contribute
to the understanding of how they act in the extant organisms, such as transcriptional control
in cancer. In this research we investigated the evolutionary patterns of eukaryotic regulatory
units in order to address the following question: who came first, regulators or regulated targets?
Three hypotheses were tested: i) transcription factors and its targets appeared independently; ii)
transcription factors came prior to their targets; iii) transcription factors came after their targets.
We reconstructed regulons from gene expression data and developed a method to estimate
the evolutionary distance between regulators and targets, inferring the point of emergence in
a given species tree. A total of 307 regulatory units were evaluated, of which 76 (24.7%) had
regulators rooted along with their targets, 137 (44.3%) had regulators rooted before their targets,
and 94 (30.6%) had regulators rooted after their targets. These results suggest evolutionary
scenarios that are consistent with the three hypotheses stated in this study. We then assessed
the significance of these observations and found that the overall distribution of the inferred
evolutionary roots of the regulators precedes the evolutionary roots of the targets (p-value =
1e-6, Wilcoxon-Mann-Whitney test). In addition, the identification of different evolutionary
scenarios offers the opportunity to explain functional aspects found in the inferred regulons
for breast cancer. Using a metric that estimates the functional similarity between regulons,
regulatory units were clustered according to a regulatory network, and onto this regulatory
network we mapped the evolutionary roots. Four important patterns were observed: (I) in
general, regulons rooted at near evolutionary distances cluster to each other in the regulatory
network; (ii) most of the regulons are rooted at the LCA of unicellular organisms; (iii) regulons
associated with the development of breast cancer are more recent; (iv) most of the regulons
related with positive/negative estrogen tumors are rooted at the LCA of metazoans. These
results are consistent with one of the main aspects of cancer, in which tissue disarrangement is
only possible in organisms able to form tissues.
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1 INTRODUÇÃO

A Biologia de Sistemas é uma área do conhecimento que vem crescendo com o
desenvolvimento de novas tecnologias, permitindo a análise e interpretação de dados em larga
escala (Aggarwal e Lee, 2003). O termo ”biologia de sistemas”foi criado quando o estudo
da biologia demandou esforços multidisciplinares no entendimento dos cenários biológicos,
ganhando força com o Projeto Genoma Humano (Likic et al., 2010; Westerhoff e Palsson,
2004). Ao longo do tempo a biologia de sistemas tem permitido a criação de novas áreas
que geram contribuição cientı́fica focadas em torno do entendimento fundamental dos sistemas
biológicos por meio das interações moleculares (Likic et al., 2010)

Com a crescente aquisição de dados biológicos decorrente do desenvolvimento de
novas tecnologias, entre eles dados genéticos, estruturais e transcricionais houve uma impulsão
no desenvolvimento de ferramentas capazes de realizar análizes automáticas, mais rápidas e
com maior eficácia (Gaasterland e Sensen, 1996; Fleischmann et al., 1999). Existem diversas
abordagens em biologia de sistemas baseadas em modelagens matemáticas e computacionais,
porém o desenvolvimento e a manutenção de ferramentas é tarefa desafiadora, como o que
ocorre com diversos repositórios especializados na manutenção de dados biológicos, ou
repositórios de ferramentas de análise, simulação e visualização (Likic et al., 2010).

O estudo de doenças complexas requer a constante criação de ferramentas capazes
de investigar e interpretar padrões em dados ortogonais compostos com várias camadas
informativas (Ryan et al., 2013), como os dados provenientes do sequenciamento de tumores
de populações que compartilham um mesmo fenótipo. As pesquisas do câncer têm sido
muito beneficiadas com o surgimento de bancos de dados relacionados a grandes consórcios
internacionais, especializados na coleção e manutenção de dados com grande acurácia. Por
exemplo o The Cancer Genome Atlas (TCGA), a maior coleção de fenótipos clı́nicos e
moleculares de mais de 10.000 pacientes com 33 tipos tumorais (Weinstein et al., 2013).
Existem também repositórios especializados em apenas um tipo tumoral, como o METABRIC,
utilizado nesta abordagem, que contém apenas dados de pacientes com câncer de mama (Curtis
et al., 2012)

O câncer de mama é um tipo de câncer de alta prevalência e os estudos
mulidimensionais, tem contribuı́do continuamente para uma abordagem mais personalizada
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com aumento na eficácia do tratamento e melhora na sobrevida dos pacientes (Torre et al.,
2015). A criação de métodos analı́ticos que considerem os aspectos evolutivos do câncer,
somado às abordagens dos estudos regulatórios já existentes podem enriquecer o entendimento
dos mecanismos de instalação, desenvolvimento da doença e resistência terapêutica que alguns
pacientes manifestam.

1.1 BIOLOGIA DE SISTEMAS E SUAS CONTRIBUIÇÕES

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento foi um marco no estudo da
biologia, demandando o desenvolvimento de novas ferramentas computacionais para auxiliar
na análise e interpretação de dados biológicos em larga escala (Aggarwal e Lee, 2003). A
biologia de sistemas auxilia no entendimento sistemático do genoma funcional, contribuindo,
por exemplo, na descoberta de biomarcadores, na classificação de doenças, na descoberta de
alvos terapêuticos, desenvolvimento de novas drogas, entre outros (Chen et al., 2009).

A biologia de sistemas desenvolve e utiliza métodos computacionais para o tratamento
e análise de dados biológicos na tentativa de elucidar novos mecanismos moleculares (Hillmer,
2015). Um dos desafios da biologia de sistemas é construir maneiras claras de integração e
visualização de dados multidimensionais (Gehlenborg et al., 2010). A biologia de sistemas
pode auxiliar na construção de modelos in silico para estudos regulatórios em organismos
complexos, interrogando o efeito combinado de múltiplos fatores que contribuem para um
determinado fenótipo. Esse tipo de abordagem de estudo traz uma visão mais completa, quando
consideramos que ainda que as moléculas tenham suas funções especı́ficas, elas não atuam
sozinhas demandando uma investigação mais aprofundada que considere as particularidades
interacionais entre genes, proteı́nas e demais elementos celulares.

Dados coletados a partir de experimentos moleculares são utilizados de maneira
análoga à engenharia reversa, na inferência de hipóteses em biologia de sistemas (Karczewski
e Snyder, 2018). Assim, dados de transcriptoma, por exemplo, funcionam como pistas que
orientam o entendimento dos processos que ocorrem no núcleo celular, no instante em que o
transcriptoma foi feito. Se considerarmos que as células podem estar envolvidas em diferentes
etapas do ciclo celular, sejam normais ou tumorais, entre outros fatores, compreendemos o
nı́vel de complexidade envolvido nesse tipo de estudo. A integração de dados ortogonais
estreitam o campo de busca, por exemplo, elucidando relações entre elementos causadores de
uma determinada desordem (Ryan et al., 2013).

O estudo de doenças complexas, como o câncer, por exemplo, requer sucessivos
avanços tanto na coleta quanto na interpretação destes dados, em um processo contı́nuo que
conta com a contribuição de diferentes áreas do conhecimento. É necessário considerar que
quando utilizamos dados provenientes de coleções de grandes consórcios internais, houve
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um esforço intenso na padronização de processos relacionados com a extração, transporte,
processamento, armazenamento e manutenção das amostras para que os dados utilizados em
análises subsequentes sejam minimamente impactadas por fatores externos.

Nesta tese apresentamos novos métodos computacionais na área de biologia de
sistemas, aplicando esses métodos na interpretação de redes regulatórias transcricionais (TRN)
do câncer de mama.

1.2 PROGRESSÃO DO CÂNCER DE MAMA

O câncer de mama é o câncer de maior prevalência em mulheres, com exceção do
câncer de pele não melanoma (Waks e Winer, 2019), sendo também a principal causa de
morte por câncer em mulheres ao redor do mundo (Torre et al., 2015). É uma doença que
tem ocorrência multifatorial embora ocorram no mundo todo, em cada paı́s ou continente
a incidência, a mortalidade, a taxa de sobrevida variam consideravelmente (Salamat et al.,
2018; Zendehdel et al., 2018; N.Hortobagyi et al., 2005). As técnicas de rastreamento
da população são estratégias que reduziriam eficientemente o número de novos casos, mas
essas técnicas possuem um elevado custo o que acaba sendo uma desvantagem nesse tipo de
abordagem, estando disponı́vel apenas para paı́ses que possuem boa condição socioeconômica
(Momenimovahed e Salehiniya, 2019). Fatores como demora na conclusão do diagnóstico, bem
como inı́cio de estratégias terapêuticas são outros fatores que aumentam o indice de mortalidade
e diminuem a sobrevida dos pacientes (Abdulrahman e Rahman, 2012).

Seu desenvolvimento pode estar relacionado à etnia, questões de ordem ambiental,
estilo de vida, herança genética entre outros novos fatores que vão sendo relacionados a
ocorrência da doença ao longo do tempo(Li et al., 2017). Assim, a sobrevida, a incidência
e a taxa de mortalidade em diferentes paı́ses e regiões do mundo são bastante variadas
(Momenimovahed e Salehiniya, 2019; Hortobagyi et al., 2005). Com o processo de
envelhecimento da população dos em desenvolvimento também há um aumento expressivo na
ocorrência do câncer de mama, assim como dos outros tipos tumorais (N.Hortobagyi et al.,
2005). Importante ressaltar que homens também são acometidos pelo câncer de mama, porém
apresentam uma incidência muito menor quando comparados às mulheres (Longo e Giordano,
2018; Giordano et al., 2002). E quando ocorre em homens a prevalência é maior em idosos que
sofreram desequilı́brio hormonal e histórico familiar (Abdelwahab, 2017).

Sob uma abordagem anatômica resumida, a mama é um órgão composto tanto por
tecido glandular (responsável pela produção lactı́fera) quanto por tecido adiposo (com função
estrutural). A parcela glandular forma os lóbulos que se unem em lobos (Fig. 1a,b). Os lobos
escoam a produção lactı́fera através de interconexões de pequenos ductos, que se unem em
ductos maiores (Fig. 1c), e por fim conduzirão o leite ao meio externo (Zucca-Matthes et al.,
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2004). Enquanto em homens a mama apresenta uma conformação atrofiada, em mulheres a
mama se desenvolve durante a puberdade para que sua funcionalidade seja alcançada durante
a maternidade, através da produção de leite (Bernardes, 2010). A mama tem funcionamento
regulado pela variação dos hormônios sexuais que tem papel preponderante no desenvolvimento
tumoral (Thomas, 1984).

Figura 1. Desenho esquemático de mama normal e ductos tumorais. a) mama normal, b) lobo normal
ampliado, c) ducto normal, d) ducto com desenvolvimento tumoral in situ, e) ducto com desenvolvimento
tumoral invasivo (arte autoral, 2018).

No câncer de mama, o processo de desenvolvimento tumoral passa por estágios
definidos, com caracterı́sticas que podem distinguir estes estágios. A iniciação do estágio pré-
maligno ocorre pelo desenvolvimento de hiperplasia ductal atı́pica, seguindo de estágio pré-
invasivo, ou carcinoma ductal in situ (Fig. 1d), podendo alcançar um potencial letal com tumor
ductal invasivo (Fig. 1e).

1.2.1 SUBTIPOS DE CÂNCER DE MAMA

O câncer de mama é uma doença de alta hetogeneidade, com subtipos, caracterısticas
biológicas e padrões clınicos diferentes. A estratificação em subtipos auxilia a escolha
de tratamentos com menor toxicicidade e com maior efetividade ao paciente. A correta
classificação tumoral está intimamente relacionada com a sobrevida dos pacientes, conferindo
melhora no prognóstico. Entre as caracterısticas utilizadas para a subtipagem de tumores de
mama, podemos citar:

• Tamanho do tumor;



18

• Acometimento linfonoidal;

• Grau histológico;

• Receptores de estrógeno;

• Receptores de progesterona;

• Idade do paciente (Blows et al., 2010; Yersal, 2014)

Pacientes com perfis de subtipagem histopatológica parecidos podem desenvolver
caracterısticas clınicas diferentes, ou mesmo divergente aceitação à terapia. Por essa razão
caracterısticas biológicas do tumor também são frequentemente utilizadas na classificação de
subtipos, a exemplo dos perfis de expressão gênica, contribuindo para um melhor seguimento
do paciente (Eroles et al., 2012; Rakha e Ellis, 2011).

Figura 2. Desenho esquemático da classificação hitopatológica para tumores de mama. As amostras
tumorais se dividem em duas categorias principais: in situ e invasivo. Posteriormente se determina em
qual tipo celular o tumor ocorre (arte autoral, 2018).

Em primeira análise é estabelecido a localização do tumor e o tecido de origem, se
está localizado (in situ) ou infiltrado em tecidos adjacentes (invasivo). O tumor mamário
pode ter origem em diversos tecidos, mas o mais comum é observarmos tumores ductais e
lobulares de origem mamária (American Cancer Society, 2018) (Fig. 2). Apesar da classificação
histopatólogica ainda ser o ponto inicial de investigação e subtipagem, muitas vezes um tumor
apresenta caracterısticas mistas e por essa razão são utilizadas classificações complementares.
O Sistema de Gradeamento de Nottingham (Fig. 3) é utilizado para estabelecer o grau de
desenvolvimento tumoral, ou Índice de Prognóstico de Nottingham (NPI).



19

Figura 3. Classificação histológica de Nottingham. Quadro esquemático indicando critérios de
pontuação para obtenção do Índice de Prognóstico de Nottingham adaptado de (Rakha e Ellis, 2011)
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Para a construção deste ındice são considerados: a percentagem do tumor com
diferenciação glandular/tubular, caracterısticas do pleomorfismo nuclear e atividade mitótica
de divisão celular. Quanto menor o NPI melhor o prognóstico do paciente. Além disso, a
classificação imunohistoquımica de tumores de mama define a qual das três classes seguintes
um tumor pertence: receptor de estrógeno (ER) positivo, receptor de progesterona (PR) positivo,
e HER2 positivo. Essa classificação tumoral é utilizada em conjunto com a classificação
histopatológica e compõem o sistema de classificação mais utilizado em pacientes com câncer
de mama (Dai et al., 2015).

Em relação às caracterısticas biológicas do tumor, estratégias que usam perfis de
expressão gênica estabelecem assinaturas para os subtipos tumorais, subdividindo os tumores
de mama em 4 categorias: Luminal A, Luminal B, HER2-Enriched, e Basal-Like. Estas
categorias são definidas como subtipos intrınsecos pelo fato dos genes escolhidos para definı-
las refletirem propriedades intrınsecas dos tumores, a qual se mantém consistente mesmo na
comparação entre indivıduos de diferentes etnias (Perou e Borresen-Dale, 2011). Além disso,
o estudo PAM50 (Bernard et al., 2009) aprimorou a subtipagem molecular com a construção
de uma assinatura derivada da expressão de 50 genes, englobando as mesmas quatro categorias
anteriores e adicionando uma: Normal-like.

1.3 PROGRESSÃO TUMORAL

Dependendo do subtipo tumoral, pacientes com tumores primários são tratados com
cirurgia, seguido por radioterapia e terapias direcionadas (Petri, 2020). O desenvolvimento de
terapias anti-metastásicas é de grande importância quando consideramos que 30% das pacientes
com câncer de mama acabam vindo a óbito em decorrência de metástases acometidas às vezes
décadas após o tratamento tumoral inicial (Steeg, 2016).

O desenvolvimento do câncer pode ter inı́cio com danos no material genético de células
normais que, por erros não corrigidos na divisão celular, podem diferenciar-se das células de
origem, passando por um processo de transformação tumoral (Thomas, 1984). Em sucessivas
divisões, estas células podem acumular grande quantidade de alterações no DNA e ficam menos
susceptı́veis aos mecanismos de correção.

As células tumorais possuem caracterı́sticas bastante marcantes como a manutenção
da proliferação celular, alteração no metabolismo energético, resposta anormal ao controle dos
sinais de crescimento celular, indução de angiogênese, adesão e diferenciação (Fig. 4) (Hanahan
e Weinberg, 2011; Trigos et al., 2017). Essas caracterı́sticas são complementares quando o
desenvolvimento tumoral tem inı́cio, auxiliam na manutenção, crescimento e na ocorrência de
metástases.

Ao sustentar um crescimento desordenado, as células tumorais originam massas
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Figura 4. Caracterı́sticas das células tumorais. As seis principais caracterı́sticas das células tumorais,
que conferem instalação e manutenção do tumor, permitindo a proliferação das células e a iniciação dos
mecanismos metastásicos (Hanahan e Weinberg, 2011)

celulares amorfas que crescem dentro de um órgão, interferindo no seu correto funcionamento,
podendo levar os órgãos atingidos à falência funcional. A massa de células tumorais desenvolve
mecanismos próprios para manter a sua sobrevida, criando um microambiente interno protetor
das estratégias de defesa do organismo. Existe uma organização celular na formação tumoral,
com eficiente interação de atividade entre múltiplos tipos celulares na configuração do
microambiente tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011). Apesar da constante criação de novas
estratégias terapêuticas, os tumores são formados por células que podem apresentar resistência
às terapias aplicadas (Arozarena e Wellbrock, 2017).

A massa tumoral pode ter ainda a capacidade de invadir tecidos adjacentes e extravasar
para outras localidades próximas ou distantes do ponto de origem, num processo denominado
metástase. O processo metastásico, quando diagnosticado, indica um mau prognóstico (Lee
et al., 2010). Na análise comparativa entre o tumor primário e os tumores em metástase
se observa a ocorrência de grande diversidade genética, sugerindo que apenas algumas
variantes genotı́picas pertencentes ao tumor primário terão potencial para desenvolver tumores
metastásicos (Varela et al., 2017).

Quando visto sob uma abordagem evolutiva, o câncer é impulsionado por um processo
de desdiferenciação de células somáticas que escapam dos mecanismos de controle replicativo
originando células tumorais (Crespi e Summers, 2005). Os mecanismos evolutivos estão
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presentes na heterogeneidade dos tumores e agem por meio de seleção clonal em vários tipos
de cânceres, fato que pode explicar porque alguns pacientes acabam desenvolvendo resistência
às estratégias terapêuticas (Lacina et al., 2019).

1.4 MUTAÇÃO E SELEÇÃO CLONAL

A formação do microambiente tumoral é decorrente da proliferação celular e tem papel
fundamental no desenvolvimento e instalação da doença. Ao longo do desenvolvimento da
doença, no interior do tumor se originam diversos mecanismos que conferem ao conjunto de
células cancerosas a capacidade de seguir se instalando no meio onde está, buscar por mais
espaço e proliferar (Wang et al., 2017).

Mutações oncogênicas favorecem o desenvolvimento tumoral e conferem capacidade
de fixação das células (Hanahan e Weinberg, 2011). A ocorrência de mutações oncogênicas em
estágio inicial estimula que novas mutações ocorram, e por essa razão podem ser chamadas
de mutações mutadoras, as quais podem gerar instabilidade genômica. Em um cenário
inicial, este processo leva à perda de fitness celular, com aumento de apoptose e diminuição
de proliferação, o que estaria intimamente relacionado à seleção clonal negativa de células
tumorais. Em contrapartida, quando clones aumentam o fitness celular pelo acúmulo de
mutações, estes adquirem a capacidade de expansão, num processo denominado seleção clonal
positiva (Beckman e Loeb, 2005; Arneth, 2018). Ao longo do tempo as células cancerosas
entram numa cascata metastásica, onde ocorre a seleção de células cada vez mais agressivas
que se desprendem do tumor inicial, migram para diferentes regiões do organismo e dão origem
a novas massas tumorais (Fig. 5) (Klein, 2010).

Figura 5. Modelo da cascáta metastásica em Câncer de Mama. Seleção de células agressivas
selecionadas durante a progressão tumoral e o inı́cio da disseminação é iniciada até que ocorra uma
sequência final de metástases capazes de levar o paciente a óbito. (Klein, 2010)

O estudo do desenvolvimento tumoral pode auxiliar não só no diagnóstico mas também
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na escolha do tratamento a ser utilizado (Ma et al., 2003). Por exemplo, já foram identificadas
36 unidades regulatórias (regulons) enriquecidas com polimorfismos de nucleotı́deo único
(SNP) associados ao risco de desenvolvimento do câncer de mama (Castro et al., 2015). Estas
unidades regulatórias estão subdivididas em dois grupos, Receptores de Estrogênio Positivo
(ER+) e Receptores de Estrogênio Negativo (ER-) segundo o padrão de resposta hormonal que
é manifestado. Dependendo de quais regulons estão ativos no curso da progressão tumoral, é
possı́vel que caracterı́sticas genéticas favoreçam o desenvolvimento de tumores responsivos ao
tratamento hormonal (Campbell et al., 2018).

1.5 UNIDADES REGULATÓRIAS TRANSCRICIONAIS E EVOLUÇÃO

Um fator de transcrição (TF) juntamente com seus genes alvo formam um regulon,
e essa relação pode ser ilustrada na forma de um grafo conforme mostrado na Figura 6. O
grafo apresentado ilustra um regulon, onde os nós representam elementos do regulon e as
arestas representam interações entre os elementos (Carter, 2005). As relações regulatórias entre
os elementos que formam um regulon podem surgir em um determinado tecido, ao longo do
desenvolvimento de um organismo, ou mesmo serem entendidas em um contexto mais amplo,
no curso do processo evolutivo.

Figura 6. Grafo representando regulon. Ilustração da relação regulatória entre o Fator de Transcrição
(TF) e seus genes alvo (T1, T2, T3). Em T1 e T3 ocorre a indução na taxa de expressão gênica e em T2
ocorre a repressão na taxa de expressão gênica.

Durante a história de uma espécie, a vida de um organismo ou o crescimento de uma
célula, ocorre a aquisição de caracterı́sticas diferenciadas em resposta a diversos fatores. Se
essas caracterı́sticas são favoráveis elas permanecem e conferem um maior poder adaptativo
(Lacina et al., 2019). Em organismos multicelulares, as células são capazes de manifestar
alterações adaptativas reversı́veis em resposta ao estresse, tais como hipertrofia, inibição da
apoptose, displasia e aumento da taxa de divisão celular (Arneth, 2018; Beckman e Loeb,
2005). A metilação e alteração de histonas são exemplos de efeitos epigenéticos decorrentes
de processos adaptativos que também estão relacionados ao surgimento de doenças complexas,
como o câncer por exemplo (Jaenisch e Bird, 2003).
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Além disso, é razoável supor que os genes que compõem um regulon estejam, em
algum grau, associados à mesma história evolutiva. É possı́vel que alguns regulons estejam
enriquecidos com genes que surgiram em contextos adaptativos semelhantes, ou decorrentes
das mesmas pressões seletivas, ou que simplesmente co-ocorrem em unidades regulatórias que
foram sendo moldadas no curso da evolução. Apesar de não termos meios para rastrear a história
evolutiva das associações entre os genes que integram um regulon, é possı́vel reconstruir as
relações de ortologia dos genes que o compõem (Castro et al., 2008).

Por definição, ortólogos são genes que pertencem a espécies diferentes, derivados
por especiação, mas que partilham um ancestral comum (Fig. 7) (Gabaldón e Koonin, 2013;
Koonin, 2005). Genes ortólogos podem ou não adquirir novas funções ao longo do tempo
(Sonnhammer e Koonin, 2002). O estudo da relação entre genes ortólogos é indispensável no
entendimento da relação evolutiva entre espécies, bem como para estabelecer a diferença entre
genomas de diferentes organismos (Gabaldón e Koonin, 2013).

Figura 7. Relação de ortologia. a) Cladograma com dois eventos de especiação que ocorrem em S1 e
S2, e um evento de duplicação sinalizado pela estrela. b) Grafo representativo da famı́lia de ortólogos
presentes no cladograma que se originam em sapo e são compartilhados por humanos e caninos, cada um
contendo duas cópias do ortólogo. O gene de sapo é ortólogo de todos os demais genes. Os dois genes
encontrados em humanos são parálogos enre si, assim como os genes encontrados em caninos. A dupla
de genes humanos é coortólogo da dupla de genes encontrados em caninos. (Altenhoff et al., 2019)

Dada uma árvore de espécies, é possı́vel inferir o ponto de surgimento de um gene nesta
árvore, representado idealmente pelo último ancestral comum (LCA) de um grupo monofilético
em que todos os organimos atuais possuem ao menos uma cópia do ortólogo (Dalmolin e Castro,
2015). Atualmente existem ferramentas computacionais que permitem avaliar as relações de
ortologia de um grande número de genes de um organismo (Dalmolin e Castro, 2015), mas
não está claro se é possı́vel identificar padrões evolutivos entre grupos de genes que formam as
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unidades regulatórias.

A diferença dos perfis regulatórios entre espécies está relacionada, em algum grau,
com a distribuição dos sı́tios de ligação ao DNA de elementos regulatórios, e com o ganho ou
perda de regiões cis-reguladoras (Cheng et al., 2014; Arnold et al., 2014; Baker et al., 2012). Na
próxima seção será apresentado de que forma a distribuição destes sı́tios de ligação de elementos
regulatórios pode resultar em ganho ou perda de funcionalidade em redes regulatórias (Nocedal
et al., 2017).

1.6 REGULONS E REDES REGULATÓRIAS TRANSCRICIONAIS

Existem cerca de 20.000 genes codificantes no genoma humano (Salzberg, 2018) e
apesar de todos serem potencialmente informativos quando buscamos entender algum aspecto
do funcionamento celular, ainda é desafiador estudar o efeito combinado de genes devido ao
grande número de hipóteses a serem testadas.

Estratégias de estudo que utilizam redes regulatórias transcricionais são interessantes
de serem exploradas por reduzirem o espaço de busca ao focar em gargalos regulatórios
(Lefebvre et al., 2012). Ou seja, uma vez que redes regulatórias são centradas em hubs

transcricionais, podemos estudar por meio destes reguladores o efeito combinado de vários
genes (Wang et al., 2009).

Em organismos eucariotos o processo de transcrição gênica pode ser controlado por
unidades funcionais reguladas por fatores de transcrição (Touchon e Rocha, 2016). TFs são
moduladores da expressão gênica, envolvidos nos mecanismos de regulação pré-transcricional
e estão ativos em todos os organismos eucariotos (Yusuf et al., 2012; Shi et al., 2019).

O processo de transcrição de um gene pode ser controlado pelo funcionamento
integrado de vários elementos cis-reguladores, tanto de ação proximal, quanto mais distal da
região de inı́cio da transcrição (Spitz e Furlong, 2012). TFs são um desses elementos e se
ligam às regiões cis-reguladoras do gene alvo, proximais ou distais, ativando ou reprimindo sua
expressão (Fig.8) (Calhoun et al., 2002; Shi et al., 2019).

Figura 8. Sı́tio de Ligação do Fator de Transcrição. Local de posicionamento do sı́tio de ligação do
Fator de Transcrição de um determinado gene alvo.

Com ampla gama de funcionalidades, os TFs estão envolvidos nos mais variados
processos celulares e em diferentes estágios do desenvolvimento de um organismo. Assim,
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TFs desempenham papel importante também no desenvolvimento tumoral (Yusuf et al., 2012).

Existem cerca de 1600 TFs anotados no genoma humano e para cada um deles é
possı́vel construir um regulon (Lambert et al., 2018). As unidades regulatórias em eucariotos
são usualmente inferidas por algoritmos que avaliam a expressão do regulador e de seus
potenciais alvos em um conjunto de amostras.

A interação entre os elementos que formam um regulon depende tanto da sequência
especı́fica do DNA para a ligação do TF, quanto de fatores epigenéticos, como a acessibilidade
da cromatina (Corces et al., 2018). Os TFs interagem com os nucleossomos (unidade estrutural
da cromatina) que podem inibir a sua ligação por oclusão dos sı́tios de ligação (Coux et al.,
2020). A cromatina pode mudar a sua conformação fı́sica por ação dos remodeladores da
cromatina, que facilitam o acesso às regiões de ligação por onde os fatores de transcrição
interagem com as sequências de DNA (Tsankov et al., 2015; Coux et al., 2020).

A ação dos TFs é mediada por moléculas modeladoras que interagem com os
nucleossomos (unidade estrutural da cromatina) (Zhu et al., 2018). Essas moléculas atuam
na conformação fı́sica da cromatina, ocluindo ou expondo regiões de sequências que são
reconhecidas pelos TFs (Brahma e Henikoff, 2020). Dessa maneira, os fatores de transcrição
se ligariam a regiões especı́ficas do DNA quando o nucleossomo muda a sua conformação
transitoriamente, e a partir daı́ os TFs tem o potencial de remodelar a cromatina, desenrolando
regiões do DNA que precisam estar acessı́veis para a sua interação, orquestrando a transcrição
(Tsankov et al., 2015; Brahma e Henikoff, 2020).

Todos os tecidos desempenham um conjunto de funções básicas correlatas, mas é por
meio de um programa próprio de expressão gênica que as células manifestam caracterı́sticas
relacionadas às especialidades do tecido ao qual pertencem (Sonawane et al., 2017; Ko et al.,
2017). Em cada tipo celular, a cromatina tem uma conformação topológica particular, tornando
os sı́tios de ligação mais ou menos acessı́veis (Schmitt et al., 2016). Assim, a interação de um
TF com seus alvos é especı́fica do tecido, e com maior especificidade nos tecidos que expõem
os sı́tios de ligação (Sonawane et al., 2017).

Os fatores de transcrição são altamente conservados e reconhecem as mesmas
sequências de DNA em espécies filogeneticamente distantes (Nitta et al., 2015; Kreft et al.,
2017). A diversidade regulatória entre espécies se dá pela perda ou ganho de regiões cis-
reguladoras (Baker et al., 2012). Entre espécies também se observa uma variação na distribuição
de sı́tios de ligação dos fatores de transcrição ao longo do genoma (Cheng et al., 2014; Arnold
et al., 2014). A incorporação de novas funcionalidades em uma rede regulatória transcricional
pode ocorrer com a mudança na distribuição dos sı́tios de ligação dos TFs, sem que seja
necessário modificar o motivo de ligação ou a estrutura do TF (Nocedal et al., 2017).

Uma vez que reguladores e alvos podem sofrer diferentes pressões seletivas ao longo
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do curso evolutivo (Rogers e Bulyk, 2018), é particularmente interessante considerar quando
cada elemento que forma um regulon funcionante em Homo sapiens surgiu ao longo do processo
evolutivo. Neste estudo, propomos uma estrutura geral para testar em regulons de risco para o
desenvolvimento do câncer de mama, quem surgiu primeiro, reguladores ou regulados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estabelecer em que ponto do processo evolutivo surgiram os fatores de transcrição de
risco para o câncer de mama, bem como seus regulons. A descrição do processo de formação
de regulons pode auxiliar no entendimento da maneira como, ao longo da evolução, uma rede
regulatória estabeleceu a dinâmica de funcionamento que observamos nos organismos atuais.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Testar três hipóteses concorrentes para explicar a formação de regulons:

1. fatores de transcrição e seus alvos surgiram de maneira independente;

2. fatores de transcrição surgiram previamente aos alvos que eles regulam;

3. fatores de transcrição surgiram posteriormente ao surgimento de seus alvos.

Descrever possı́veis cenários evolutivos para o surgimento de regulons, e investigar se
funcionalidades atuais podem ser explicadas pelo padrão de surgimento.
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3 JUSTIFICATIVA

Organismos eucariotos possuem unidades funcionais controladas por fatores de
transcrição, denominadas regulons, formadas por um conjunto de genes que estão sujeitos à
ativação ou repressão em resposta a ação de um determinado fator de transcrição (Culjkovic et

al., 2007; Keene, 2007; Margolin et al., 2006). As relações regulatórias entre estes elementos
podem surgir ao longo do desenvolvimento de um organismo, em determinado tecido, ou
mesmo serem entendidas em um contexto mais amplo, no curso do processo evolutivo. Por
exemplo, tanto fatores de transcrição como seus alvos podem ser estudados por uma abordagem
de ortologia. Entender o surgimento dos elementos que formam um regulon pode elucidar a
maneira como atuam na regulação gênica de células de organismos atuais, tais como o controle
transcricional em câncer (Greenman et al., 2012). Neste estudo foi investigado o enraizamento
evolutivo de unidades regulatórias associadas ao risco de desenvolvimento do câncer de mama.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 AMBIENTE DE PROGRAMAÇÃO

Todas as análises foram realizadas em linguagem de programação R, no ambiente
de desenvolvimento integrado RStudio (RStudio Team, 2015), e a implementação de pacotes
atendeu as especificações do projeto R/Bioconductor (Huber et al., 2015). Esse repositório
possui um conjunto de ferramentas utilizadas em análises e estudos do genoma em larga escala.
A linguagem R é uma linguagem de programação de alto nı́vel, que permite a criação de
protótipos de maneira rápida, com forte comprometimento em qualidade e reprodutibilidade
de resultados. Os pacotes depositados no Bioconductor possuem documentação tutorial para
uso, bem como explicações sobre o funcionamento das métricas e funções oferecidas.

4.2 DADOS DE EXPRESSÃO GÊNICA

Neste trabalho foram utilizados dados de expressão gênica descritos no estudo
METABRIC (Curtis et al., 2012) que podem ser acessados no repositório Bioconductor através
do pacote Fletcher2013b (Fletcher et al., 2013).

A base de dados é formada pelo conjunto de dados de amostras de pacientes com
câncer de mama incluindo: dados moleculares, dados de expressão gênica de tumores primários
(extraı́dos por técnica de microarranjo) e informações clı́nicas dos pacientes. As amostras foram
coletadas de pacientes do Reino Unido e do Canadá (Curtis et al., 2012). A coleção tumoral
contou com mais de 2.000 amostras de tumores de mama recém-congelados. Os tratamentos
administrados a essas pacientes foram homogêneos em relação aos agrupamentos clinicamente
relevantes, nenhuma paciente portadora de tumores HER2 receberam trastuzumabe. Quase
todos os pacientes portadores de tumores responsivos a estrogênio ER+ e/ou linfonodo
negativos não receberam quimioterapia. Pacientes ER-negativos e LN-positivos receberam
tratamento quimioterápico. A coorte conta com uma coleção de 997 tumores que foram
analisados como grupo de descoberta. Um grupo contendo 995 tumores foi utilizado para
validação das análises executadas com a primeira coorte (Curtis et al., 2012).

As pacientes pertencentes a essa coorte foram acompanhadas ao longo de quinze
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anos. Assim, essa base de dados tráz informações relacionadas ao tempo de sobrevida de cada
paciente e ainda qual o o tipo de abordagem terapêutica foi utilizada para cada caso.

4.3 REDES REGULATÓRIAS EM CÂNCER DE MAMA

As redes regulatórias transcricionais utilizadas nesse trabalho, foram previamente
reconstruı́das a partir dos dados de expressão gênica, utilizando o pacote RTN (Fletcher
et al., 2013). A ferramenta disponibiliza um conjunto de métodos que juntamente com
algoritmo ARACNe (Margolin et al., 2006) analisa os regulons e reconstrói redes regulatórias
transcricionais (Margolin et al., 2006; Janky et al., 2014; Aibar et al., 2017).

Nas análises, a partir do mapeamento por informação mútua (MI) (Fletcher et al.,
2013) o pacote infere as relações regulatórias entre todos os fatores de transcrição conhecidos
e todos os potenciais genes alvo listados nos dados de expressão (Fig. 9) (Castro et al., 2015).
As redes regulatórias transcricionais reconstruı́das estão disponı́veis no pacote Fletcher2013b

(Fletcher et al., 2013).

Figura 9. Desenho esquemático da reconstrução de redes regulatórias transcricionais. a) análise
das matrizes de expressão gênica dos TFs e do conjunto de genes, para inferência de quais são os alvos de
cada regulador. b) TF e genes alvo de um regulon. c) Regulon representando a nuvem de alvos regulados
positivamente em rosa, ou seja, os genes que sofrerão a indução da expressão gênica; e negativamente
em azul, ou seja, os genes que sofrerão a repressão da expressão gênica. (Chagas, 2017)
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4.4 DADOS DE ORTOLOGIA/ANOTAÇÃO PARA TRN

Os dados de ortologia utilizados nas análises descritas nessa abordagem são
provenientes do STRINGdb, um pacote R que contém uma coleção de informações de mais
de 24 milhões de proteı́nas em 5090 organismos (Szklarczyk et al., 2019). Esse pacote pode ser
utilizado na atribuição de anotação de ortologia em um conjunto de genes.

Os dados de anotação de ortologia foram pré-processados para a extração apenas das
proteı́nas encontradas em Homo sapiens. Posteriormente apenas as proteı́nas pertencentes à
matriz de expressão gênica, da população portadora de câncer de mama, foram mantidas para o
cruzamento com as redes regulatórias transcricionais.

A partir deste pré-processamento desenvolvemos o pacote geneplast.data.string.v91

(Fig. 10) (Trefflich et al., 2018), um pacote de dados R depositado no repositório
Bioconductor que pode ser utilizado como input para análises de ortologia em redes regulatórias
transcricionais.

Figura 10. Pacote geneplast.data.string.v91. Representação da página do repositório Bioconductor,
onde a ferramenta está depositada. Esse pacote contém um conjunto de dados de ortologia, harmonizado
para ser utilizado em análises de redes regulatórias transcricionais juntamente com os dados de expressão
gênica presentes no pacote Fletcher2013b
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4.5 INFERÊNCIA DE ENRAIZAMENTO EVOLUTIVO

Para inferir o ponto de enraizamento evolutivo de um gene utilizamos o pacote
geneplast (Dalmolin e Castro, 2015), uma ferramenta que avalia a distribuição de um grupo
de genes ortólogos, em uma dada árvore de espécies (Fig. 11).

Figura 11. Possı́veis cenários de enraizamento evolutivo de genes ortólogos e parálogos em uma
determinada árvore de espécies. a, b) cı́rculos vermelhos indicam as raı́zes evolutivas que melhor
explicam os ortólogos observados nesta árvore de espécies. (Dalmolin e Castro, 2015)

A partir da inferência do ponto de enraizamento evolutivo dos genes pertencentes a
rede regulatória transcricional de câncer de mama, é atribuı́do um valor numérico para cada
gene definido como Root. Esse valor indica o posicionamento na árvore de espécies onde se
encontra o LCA que melhor representa o ponto de enraizamento evolutivo do ortólogo.

4.5.1 REPRESENTAÇÃO DE REDES EM GRAFOS

Após a etapa de inferência do enraizamento evolutivo executada pelo pacote geneplast
(Dalmolin e Castro, 2015) construı́mos um fluxo de análise que permite visualizar a ilustração
dos regulons com a camada informativa relativa ao ponto de enraizamento evolutivo de cada
um dos elementos formadores da unidade regulatória utilizando a ferramenta de vizualização
RedeR (Castro et al., 2012).

RedeR (Castro et al., 2012) é uma ferramenta R, depositada no repositório
Bioconductor que permite a visualização de redes em grafos. No funcionamento dos
sistemas biológicos o processo de regulação ocorre por meio da ação de genes ou proteı́nas
formando uma rede e a representação por grafos facilita o estudo dos cenários regulatórios.
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Desenvolvemos nessa abordagem a representação das redes em grafos com a adição da
informação de ortologia dos genes componentes das redes regulatórias transcricionais.

O plot permite a análise do ponto de enraizamento evolutivo utilizando uma régua
de gradiente de coloração contendo todos os pontos de enraizamento evolutivo pertencentes à
árvore de espécies utilizada no estudo. Num contexto visual torna-se fácil observar se o TF
enraiza antes ou depois do ponto de enraizamento do conjunto de alvos que ele regula. Assim
observamos, por exemplo, o ponto de enraizamento evolutivo de alvos que têm a regulação
compartilhada por mais de um TF.

O pacote RedeR (Castro et al., 2012) também permite o agrupamento de alvos que
são induzidos ou reprimidos em espaços visuais distintos no grafo, e juntamente com o fluxo
de análise criado, permite a análise do enraizamento evolutivo nesses dois grupos de alvos.
Importante ressaltar que os plots produzidos pelo pacote RedeR (Castro et al., 2012) devem se
destinar à análise de poucos regulons, pois dependendo da quantidade de alvos que cada regulon
possui, a ilustração excede a capacidade visual de análise.

A fim de oferecer uma documentação detalhada, o fluxo da abordagem desenvolvido
neste trabalho utilizando o RedeR foi implementado e figura como contribuição na vinheta do
pacote geneplast (disposta integralmente em Anexo D - Case study: Map rooting information

on regulatory networks). As etapas para reprodução desse estudo de caso seguem abaixo.

4.5.1.1 MAPEAR INFORMAÇÕES DE ENRAIZAMENTO EM REDES REGULATÓRIAS

Este exemplo visa mostrar a raiz evolutiva dos regulons (Fletcher et al. 2013). A ideia
foi mapear a aparência de cada regulon (e os genes-alvo correspondentes) em uma árvore de
espécies. As próximas etapas mostram como transferir informações evolutivas de enraizamento
do geneplast para um modelo de gráfico. Nota: para fazer este trabalho, a anotação do gene
disponı́vel na rede regulatória de entrada precisa corresponder à anotação disponı́vel nos dados
do geneplast (neste caso, os IDs do gene ENTREZ são usados como chave combinatória entre
os conjuntos de dados).

1 - Carregue um objeto de classe TNI e pacotes necessarios. Caso nao

possua algum dos pacotes solicitados sera necessario realizar a

instalacao do mesmo. O objeto rtni1st fornece regulons

disponiveis no pacote de dados Fletcher2013b calculado a partir

de dados de cancer de mama (Fletcher et al. 2013) que foram

computados pelo pacote RTN.

library(RTN)

library(Fletcher2013b)
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library(RedeR)

library(igraph)

library(RColorBrewer)

data("rtni1st")

2 - Extraia dois regulons de rtni1st em um objeto igraph. E possivel

extrair mais regulons, porem dependendo da quantidade de alvos de

cada regulon, a resolucao da imagem para analise visual pode

ficar comprometida.

regs <- c("FOXM1","PTTG1")

g <- tni.graph(rtni1st, gtype = "rmap", tfs = regs)

3 - Mapeie as informacoes de enraizamento no objeto igraph.

g <- ogr2igraph(ogr, cogdata, g, idkey = "ENTREZ")

4 - Ajuste as cores para as informacoes de enraizamento. Aqui

utilizamos a paleta com tons vermelhos e azuis, porem esses

atributos podem ser adaptados conforme a demanda do usuario.

pal <- brewer.pal(9, "RdYlBu")

color_col <- colorRampPalette(pal)(25) #set a color for each root!

g <- att.setv(g=g, from="Root", to="nodeColor", cols=color_col,

na.col = "grey80", breaks = seq(1,25))

5 - Ajustes esteticos para alguns atributos do grafico. Aqui

alteramos o tamanho da letra, o tamanho do nodo, a cor das

arestas e o contorno dos nodos

idx <- V(g)$SYMBOL %in% regs

V(g)$nodeFontSize[idx] <- 30

V(g)$nodeFontSize[!idx] <- 1

E(g)$edgeColor <- "grey80"

V(g)$nodeLineColor <- "grey80"

6 - Envie o objeto igraph para a interface RedeR. nesse passo abrira

uma janela onde ser plotado o grafico. importante ressaltar que

quanto maior os regulons escolhidos, mais tempo levar para o

grafo aparecer na tela.
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rdp <- RedPort()

calld(rdp)

resetd(rdp)

addGraph( rdp, g, layout=NULL)

addLegend.color(rdp, colvec=g$legNodeColor$scale, size=15,

labvec=g$legNodeColor$legend, title="Roots represented in Fig4")

relax(rdp, 15, 100, 20, 50, 10, 100, 10, 2, ps=TRUE)

As etapas descritas acima plotam um gráfico similar ao que pode ser visualizado na
Figura 20 no tópico Resultados e Discussão. Porém na Figura 20 plotamos o grafo para três
regulons.

4.5.2 TREEANDLEAF

No fluxo de análise utilizamos o plot de dendrograma do tipo TreeAndLeaf, com a
adição da informação de ortologia, e para isso utilizamos a ferramenta de mesmo nome, criada
pelo grupo de estudos e depositada no repositório R/Bioconductor. A ilustração, que pode ser
vista na Figura 24a, já tinha sido publicada anteriormente no trabalho de Castro et al. (2015),
porém só a partir da abordagem aqui desenvolvida que a rede hierárquica adquiriu a camada de
informação de ortologia.

Esse tipo de grafo se ocupa de evidenciar as folhas pertencentes a um determinado
dendrograma binário. Essa representação gráfica tem muitas vantagens sobre os plots
de dendrogramas convencionais, pois permitem o empilhamento de mais de uma camada
informativa. Nesse caso especı́fico o tamanho dos nodos se refere a quantidade de alvos que
o fator de transcrição regula, ou seja, o tamanho do regulon; a coloração se refere a mediana
do ponto de enraizamento evolutivo de todo o conjunto de elementos que formam o regulon.
Outros atributos podem ser levados em consideração na representação do grafo, de acordo
com necessidade de cada abordagem, já que a ferramenta permite a adição de mais camadas
informativas.

O objetivo da criação dessa imagem foi cluserizar os regulons baseado na correlação
da expressão gênica dos alvos compartilhados. O estudo de sua publicação (Castro et al., 2015)
conseguiu estabelecer a correlação entre regulons que conferem risco para o desenvolvimento
do câncer de mama (Receptores de Estrogênio Positivo e Receptores de Estrogênio Negativo,
agrupados nos dois cı́rculos grandes pontilhados posicionados no topo e na base da imagem,
respectivamente). Assim, cada nodo da árvore representa um regulon, ou seja, o conjunto
formado entre Fator de Transcrição e o conjunto de genes alvo. A proximidade dos nodos
está relacionada com a correlação de alvos compartilhados.
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Figura 12. Árvore de espécies utilizada no estudo Organismo de referência H. sapiens localizado no
topo do cladograma.
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Figura 13. Árvore de espécies com enraizamento evolutivo Árvore com marcação em verde para
presença de um determinado gene nos organismos. Em vermelho a localização da inferência do ponto de
enraizamento evolutivo do gene em questão.
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4.6 ANÁLISE EVOLUTIVA

A partir do valor numérico atribuı́do ao ponto de enraizamento evolutivo de genes e
fatores de transcrição, calculamos o distanciamento evolutivo entre o ponto de surgimento dos
elementos que formam os regulons presentes na TRN.

Nesse estudo H. sapiens é a espécie de referência e por essa razão aparece no topo
da árvore utilizada (Fig. 12). Por exemplo, genes humanos cujos ortólogos estão presentes
em todas as espécies listadas, aparecem enraizados na base da árvore, portanto longe do LCA
de H. sapiens. Genes humanos encontrados em poucas espécies terão o LCA enraizado mais
próximo a essas espécies e provavelmente mais próximos do LCA de H. sapiens. Na Figura 13
exemplificamos a árvore de espécies com a presença ou ausência de um determinado ortólogo
nas espécies contidas na árvore e onde se infere o ponto de enraizamento evolutivo. Entre os
dois extremos encontramos diversos outros pontos de enraizamento, totalizando 24 LCAs na
árvore de espécies utilizada neste estudo.

Dessa maneira estabelecemos a distância entre os pontos de enraizamento de um
regulador (PER) e a média dos pontos de enraizamento de seus alvos (PEA) para todas as
unidades regulatórias (DE = PER −PEA) que formam a TRN.

Por análise de permutação, geramos distâncias evolutivas aleatórias a fim de
estimarmos um P nominal para cada DE observada. A distância evolutiva obtida entre um
dado regulador e seus alvos foi comparada com distância evolutiva obtida para 10.000 regulons
aleatórios, permitindo estimar se a DE observada pode ou não ser explicada pelo acaso.

4.6.1 EXPLORANDO RAÍZES EVOLUTIVAS DE REGULONS

Fletcher et al. (2013) reconstruı́ram regulons para 809 fatores de transcrição (TFs)
usando dados transcriptômicos de microarranjo de tecido mamário, tanto de câncer quanto de
amostras normais (Curtis et al. 2012). Nosso objetivo aqui é avaliar a raiz evolutiva dos regulons
reconstruı́dos por Fletcher et al. (2013) usando o pacote geneplast.

1. Instalação de pacotes e conjuntos de dados. Certifique-se de instalar todos os
pacotes necessários. Instalar e carregar os pacotes de dados geneplast.data.string.v91
e Fletcher2013b disponibilizará todos os dados necessários para este estudo de caso.

#-- Call packages

library(geneplast)

library(geneplast.data.string.v91)

library(RTN)
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library(Fletcher2013b)

library(ggplot2)

library(ggpubr)

library(plyr)

2. Inferindo raı́zes evolutivas Essa análise determinará a raiz evolutiva de um gene com base
na distribuição de seus ortólogos em uma dada árvore de espécies. Precisaremos de dois
objetos de dados, cogdata e phyloTree, ambos carregados com a chamada gpdata-string-
v91. O cogdata é um objeto data.frame que lista grupos ortólogos (OGs) previstos para
121 espécies eucarióticas, enquanto o filoTree é um objeto de árvore filogenética da classe
phylo. A função groot.preprocess irá verificar os dados de entrada e construir um objeto
da classe OGR, que será usado nas etapas subsequentes do pipeline de análise.

#-- Carregar dados de ortologia do pacote

’geneplast.data.string.v91’

data(gpdata_string_v91)

#-- Crie um objeto da classe ’OGR’ para uma referencia ’spid’

ogr <- groot.preprocess(cogdata=cogdata, phyloTree=phyloTree,

spid="9606")

A função groot tem o objetivo de encontrar a raiz evolutiva de um gene em uma árvore
filogenética. O método infere a probabilidade de que tal caracterı́stica estivesse presente
no Último Ancestral Comum (LCA) de uma determinada linhagem. A função groot

avalia a presença e ausência de ortólogos nas espécies existentes da árvore filogenética
para construir uma distribuição de probabilidade, que é usada para identificar padrões
de herança vertical. O parâmetro spid = 9606 define Homo sapiens como a espécie de
referência, que define a linhagem ancestral avaliada na consulta (ou seja, cada ortólogo
da espécie de referência terá suas raı́zes em um ancestral da espécie de referência).

#-- Execute a funcao ’groot’ para inferir as raizes evolutivas

ogr <- groot(ogr, nPermutations=1000, verbose=TRUE)

3. Análise evolutiva de regulons gerados a partir de amostras de câncer de mama

• Mapeamento de anotação de raiz para gene. Nesta seção, mapearemos as raı́zes
evolutivas inferidas (disponı́veis no objeto ogr) para genes anotados nos regulons
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reconstruı́dos por Fletcher et al. (2013) de amostras de câncer de mama (disponı́veis
no objeto rtni1st). Para um resumo dos regulons no objeto rtni1st, recomendamos
o uso da função tni.regulon.summary, que mostra que existem 809 elementos
regulatórios (TFs) e 14131 alvos.

#-- Carregue os regulons

data("rtni1st")

tni.regulon.summary(rtni1st)

## This regulatory network comprised of 809 regulons.

## -- DPI-filtered network:

## regulatoryElements Targets Edges

## 809 14131 47012

## Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.

## 0.0 10.0 37.0 58.1 80.0 523.0

## -- Reference network:

## regulatoryElements Targets Edges

## 809 14131 617672

## Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.

## 0 43 449 764 1245 4148

## ---

Vamos transformar o rtni1st em um objeto gráfico usando a função tni.graph. O
gráfico resultante será avaliado pela função ogr2igraph, que mapeará a anotação
root-to-gene; os resultados estarão disponı́veis no data frame roots-df para análise
subsequente.

#-- Colocar regulons em um objeto ’igraph’

#-- Nota: pequenos regulons (n<15 alvos) sao gerados nesta

etapa.

graph <- tni.graph(rtni1st, gtype = "rmap")

#-- Mapeie o objeto ’ogr’ para o objeto ’igraph’

graph <- ogr2igraph(ogr, cogdata, graph, idkey = "ENTREZ")

#-- Faca um data frame com as raizes do gene
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roots_df <- data.frame(COGID = V(graph)$COGID,

SYMBOL = V(graph)$SYMBOL,

ENTREZ = V(graph)$ENTREZ,

Root = V(graph)$Root,

TRN_element =

c("Target","TF")[V(graph)$tfs+1],

stringsAsFactors = FALSE)

Observe que algum nı́vel de anotação ausente é esperado, pois nem todos os ids de
genes listados nos cogdata podem estar disponı́veis no objeto gráfico. Além disso,
pequenos regulons (n com menos de 15 alvos) são removidos pela função tni.graph.
Como uma etapa final de pré-processamento, removeremos os genes enraizados na
base da árvore filogenética, para os quais as previsões não podem discriminar as
raı́zes ancestrais anteriores. Aqui, 307 TFs e 6308 alvos foram retidos.

#-- Remover NAs de anotacoes ausentes

roots_df <- roots_df[complete.cases(roots_df),]

#-- Remova genes enraizados na base da arvore filogenetica

roots_df <- roots_df[roots_df$Root<max(roots_df$Root),]

rownames(roots_df) <- 1:nrow(roots_df)

#-- Verifique TF e contagens de destino

table(roots_df$TRN_element)

## Target TF

## 6308 307

• Comparando reguladores e metas. Uma rede regulatória transcricional (TRN) é
formada por reguladores (TFs) e genes alvo. O data frame roots-df lista as raı́zes
evolutivas inferidas para cada elemento TRN, incluindo se o elemento TRN é
anotado como TF ou alvo.

head(roots_df)

## COGID SYMBOL ENTREZ Root TRN_element

## 1 KOG3119 CEBPG 1054 19 TF

## 2 KOG4217 NR4A2 4929 17 TF
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## 3 KOG0493 EN1 2019 17 TF

## 4 NOG80479 TP53 7157 20 TF

## 5 KOG3740 GATAD2A 54815 19 TF

## 6 COG5150 DR1 1810 23 TF

tail(roots_df)

## COGID SYMBOL ENTREZ Root TRN_element

## 6610 COG5640 F11 2160 19 Target

## 6611 KOG1418 KCNK18 338567 24 Target

## 6612 NOG39443 TMEM220 388335 14 Target

## 6613 NOG43522 C1orf170 84808 7 Target

## 6614 NOG127335 C16orf96 342346 6 Target

## 6615 NOG27843 PANX3 116337 13 Target

Por exemplo, o gene CEBPG é colocado na raiz 19, enquanto o gene PANX3
é colocado na raiz 13, indicando que a raiz evolutiva inferida para CEBPG é
mais ancestral do que a raiz evolutiva inferida para PANX3. Observe que as
raı́zes evolutivas são enumeradas do nó mais recente ao mais ancestral da árvore
filogenética. Além disso, como o objetivo da análise é encontrar a raiz dos ortólogos
das espécies de referência, a enumeração da raiz está relacionada à linhagem
ancestral das espécies de referência.

Aqui iremos comparar a distribuição das raı́zes evolutivas inferidas para TFs e genes
alvo usando o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney e, em seguida, gerar gráficos de
violino que podem ser visualizados na Figura 18b.

#-- Avalie a distribuicao de raiz por TRN_element

wilcox.test(Root ˜ TRN_element, data=roots_df)

## Wilcoxon rank sum test with continuity correction

## data: Root by TRN_element

## W = 812534, p-value = 1.6e-06

## alternative hypothesis: true location shift is not equal

to 0

#-- Definir raizes para exibir no eixo y

roots <- c(4,8,11,13,19,21,25)

#-- Defina uma funcao de resumo para exibir dispersao
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dentro dos violinos

data_summary <- function(x) {

y <- mean(x); ymin <- y-sd(x); ymax <- y+sd(x)

return(c(y=y,ymin=ymin,ymax=ymax))

}

#-- Gerar graficos de violino mostrando a distribuicao raiz

por TRN_element

p <- ggplot(roots_df, aes(x=TRN_element, y=Root)) +

geom_violin(aes(fill=TRN_element), adjust=2,

show.legend=F) +

scale_y_continuous(breaks=roots,

labels=paste("root",roots)) +

scale_fill_manual(values=c("#c7eae5","#dfc27d")) +

labs(x="TRN elements", y="Root distribution") +

scale_x_discrete(limits=c("TF","Target"),

labels=c("TFs","Targets")) +

theme_classic() +

theme(text=element_text(size=20)) +

stat_summary(fun.data = data_summary)

p + stat_compare_means(method="wilcox.test",

comparisons =list(c("TF","Target")),

label = "p.signif")

Em seguida, calculamos a distância das raizes entre um TF e seus alvos e geramos
um gráfico de setores e um boxplot que reproduz os cenários evolutivos discutidos
na Figura 18.

#-- Obtenha raizes para TFs

idx <- roots_df$TRN_element=="TF"

tfroots <- roots_df$Root[idx]

names(tfroots) <- roots_df$SYMBOL[idx]

#-- Obtenha raizes para genes alvo

regulonlist <- tni.get(rtni1st, what = "regulons", idkey =

"ENTREZ")[names(tfroots)]

targetroots <- lapply(regulonlist, function(reg){
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roots_df$Root[roots_df$ENTREZ%in%reg]

})

#-- Calcular distancias das raizes entre um TF e seus alvos

rootdist <- sapply(names(targetroots), function(reg){

targetroots[[reg]]-tfroots[reg]

})

#-- Calcular distancias das raizes medianas e classifique

objetos relacionados

rootdist_med <- sort(unlist(lapply(rootdist, median)),

decreasing = T)

rootdist <- rootdist[names(rootdist_med)]

tfroots <- tfroots[names(rootdist_med)]

targetroots <- targetroots[names(rootdist_med)]

regulonlist <- regulonlist[names(rootdist_med)]

#-- Definir grupos de regulon com base nas distancias raiz

medianas

regulon_grouplist <- -sign(rootdist_med)+2

regulon_groupnames <- c("group_a","group_b","group_c")

regulon_groupcolors = c("#98d1f2","grey","#1c92d5")

names(regulon_groupcolors) <- regulon_groupnames

#-- Gerar um grafico de setores mostrando os regulons

agrupados com base na distancia media entre a raiz de um

TF e seus alvos’ roots

n <- as.numeric(table(regulon_grouplist))

pie(n, labels = paste(n,"regulons"), col =

regulon_groupcolors,

border="white", cex=1.5, clockwise = TRUE, init.angle=0)

labs <- c("TF-target genes rooted before the TF (group-a)",

"TF-target genes rooted with the TF (group-b)",

"TF-target genes rooted after the TF (group-c)")

legend("bottomleft", fill = regulon_groupcolors, bty = "n",

legend = labs)
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Regulons agrupados com base na distância média entre a raiz de um TF e as raı́zes
de seus alvos.

#-- Gerar um boxplot mostrando regulons individuais

#-- classificacao pela distancia mediana ate a raiz do TF

plot.new()

par(usr=c(c(0,length(rootdist)),range(rootdist)))

boxplot(rootdist, horizontal= F, outline=FALSE, las=2,

axes=FALSE, add=T,

pars = list(boxwex = 0.6,

boxcol=regulon_groupcolors[regulon_grouplist],

whiskcol=regulon_groupcolors[regulon_grouplist]),

pch="|", lty=1, lwd=0.75,

col = regulon_groupcolors[regulon_grouplist])

abline(h=0, lmitre=5, col="#E69F00", lwd=3, lt=2)

par(mgp=c(2,0.1,0))

axis(side=1, cex.axis=1.2, padj=0.5, hadj=0.5, las=1,

lwd=1.5, tcl= -0.2)

par(mgp=c(2.5,1.2,0.5))

axis(side=2, cex.axis=1.2, padj=0.5, hadj=0.5, las=1,

lwd=1.5, tcl= -0.2)

legend("topright",legend = labs, fill =

regulon_groupcolors, bty = "n")

title(xlab = "Regulons sorted by the median distance to TF

root", ylab = "Distance to TF root")

• Comparando fatores de transcrição e co-fatores de transcrição.

Co-fatores de transcrição (TcoFs) são determinantes crı́ticos das atividades dos
TFs. Os TcoFs não se ligam diretamente ao DNA, mas influenciam a regulação da
transcrição, formando complexos de proteı́nas com os TFs. A seguir, compararemos
essas duas classes de reguladores avaliando a distribuição das raı́zes evolutivas
inferidas para TFs e TcoFs. Para executar os snippets subsequentes, exigiremos
a lista de TcoFs humanos disponı́veis no banco de dados TcoF-DB (Schmeier et al.
2016) (faça o download do arquivo ‘TcoF-DB.xlsx’ conforme indicado abaixo).

#-- Baixar o arquivo ’TcoF-DB.xlsx’ de

#-- https://tools.sschmeier.com/tcof/browse

#-- /?type=tcof&species=human&class=all

#-- e entao carregue-o com a funcao ’read_excel’
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library(readxl)

TcoF_DB <- read_excel("TcoF-DB.xlsx")

#-- Selecionar TcoFs de alta confianca de acordo com o

banco de dados TcoF

TcoF_DB <- TcoF_DB[TcoF_DB$Type=="TcoF: class HC",]

#-- Mapeamento de ’TcoF_DB’ em ’roots_df’

roots_df_TcoF_DB <- roots_df

roots_df_TcoF_DB$TRN_element <- NA

roots_df_TcoF_DB$TRN_element[roots_df$SYMBOL %in%

TcoF_DB$Symbol] <- "TcoF"

roots_df_TcoF_DB$TRN_element[roots_df$TRN_element%in%"TF"]

<- "TF"

roots_df_TcoF_DB <-

roots_df_TcoF_DB[!is.na(roots_df_TcoF_DB$TRN_element),]

table(roots_df_TcoF_DB$TRN_element)

## TcoF TF

## 146 307

#-- Avaliar a distribuicao da raiz para o TRN_element

wilcox.test(Root ˜ TRN_element, data=roots_df_TcoF_DB)

## Wilcoxon rank sum test with continuity correction

## data: Root by TRN_element

## W = 22226, p-value = 0.884

## alternative hypothesis: true location shift is not equal

to 0

#-- Gerar graficos de violino mostrando a distribuicao da

raiz por TRN_element

p <- ggplot(roots_df_TcoF_DB, aes(x=TRN_element, y=Root)) +

geom_violin(aes(fill=TRN_element), adjust=2,

show.legend=F) +

scale_y_continuous(breaks=roots,

labels=paste("root",roots)) +
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scale_fill_manual(values=c("#c7eae5","#dfc27d")) +

labs(x="TRN elements", y="Root distribution") +

scale_x_discrete(limits=c("TF","TcoF"),

labels=c("TFs","TcoFs")) +

theme_classic() +

theme(text=element_text(size=20)) +

stat_summary(fun.data = data_summary)

p + stat_compare_means(method="wilcox.test",

comparisons =list(c("TF","TcoF")),

label = "p.signif")

• Explorando abundância, diversidade e plasticidade.

Nesta seção, mostramos como calcular a abundância, diversidade e plasticidade do
OG e, em seguida, mapear essas três métricas para regulons (consulte Castro et al.
(2008) e Dalmolin et al. (2011) para uma descrição detalhada). Resumidamente, a
métrica de abundância representa o número de ortólogos dividido pelo número de
espécies anotadas em um determinado OG; abundância = 1 indica uma relação um-
para-um entre o número de ortólogos e espécies, enquanto abundância maior que 1
indica que o número de ortólogos excede o número de espécies. Um grande valor
de abundância sugere um grande número de parálogos anotados no OG. A métrica
de diversidade representa a distribuição de ortólogos e parálogos em uma árvore de
determinada espécie; alta diversidade representa uma distribuição homogênea (por
exemplo, um ortólogo em cada espécie), enquanto a baixa diversidade indica que
os genes ortólogos estão concentrados em poucas espécies (por exemplo, em um
único ramo da árvore de espécies). A plasticidade é a combinação de abundância
e diversidade em uma única métrica. A baixa plasticidade é observada em OGs de
baixa abundância e alta diversidade (por exemplo, poucos ortólogos distribuı́dos
em muitas espécies), enquanto a alta plasticidade é observada em OGs de alta
abundância e baixa diversidade (por exemplo, muitos ortólogos concentrados em
poucas espécies).

#-- Calculo de abundancia, diversidade e plasticidade de OG

ogp <- gplast.preprocess(cogdata=cogdata,

sspids=phyloTree$tip.label)

ogp <- gplast(ogp)

gpres <- gplast.get(ogp, what="results")

head(gpres)

## abundance diversity plasticity



49

## COG0001 1.3871 0.6889 0.4150

## COG0002 1.1346 0.8110 0.2386

## COG0003 1.3243 0.9506 0.1739

## COG0004 4.1753 0.8880 0.5654

## COG0005 2.5455 0.9283 0.4182

## COG0006 4.3167 0.9769 0.5298

#-- Mapear a abundancia, diversidade e plasticidade de OGs

para o data frame ’roots_df’

idx <- match(roots_df$COGID,rownames(gpres))

roots_df$Abundance <- gpres$abundance[idx]

roots_df$Diversity <- gpres$diversity[idx]

roots_df$Plasticity <- gpres$plasticity[idx]

#-- Em seguida, mapear a abundancia, diversidade e

plasticidade de OGs para regulons

stats_df <- lapply(regulonlist, function(reg){

temp <- roots_df[roots_df$ENTREZ%in%reg,]

apply(temp[ , c("Abundance","Diversity","Plasticity")], 2,

mean)

})

stats_df <- ldply(stats_df, .id="Regulon",

stringsAsFactors=FALSE)

stats_df$regulon_groups <-

regulon_grouplist[stats_df$Regulon]

stats_df$regulon_groups <-

regulon_groupnames[stats_df$regulon_groups]

#-- Avaliar a abundancia de OGs por grupos de regulon

p <- ggplot(stats_df, aes(x=regulon_groups, y=Abundance,

fill=regulon_groups)) +

geom_boxplot(show.legend=F) +

scale_y_continuous(limits = c(0,60)) +

scale_x_discrete(limits=c("group_a","group_c")) +

scale_fill_manual(values=regulon_groupcolors[c("group_a","group_c")])

+

labs(x="Regulon groups", y="OG’s abundance") +

theme(panel.grid = element_blank()) +
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theme(text=element_text(size=20),

axis.line.x=element_blank())

p + stat_compare_means(method="wilcox.test",

comparisons =list(c("group_a","group_c")),

label = "p.signif")

#-- Avaliar a diversidade de OGs por grupos de regulon

p <- ggplot(stats_df, aes(x=regulon_groups, y=Diversity,

fill=regulon_groups)) +

geom_boxplot(show.legend=F) +

scale_y_continuous(limits = c(0.5,1)) +

scale_x_discrete(limits=c("group_a","group_c")) +

scale_fill_manual(values=regulon_groupcolors[c("group_a","group_c")])

+

labs(x="Regulon groups", y="OG’s diversity") +

theme(panel.grid = element_blank()) +

theme(text=element_text(size=20),

axis.line.x=element_blank())

p + stat_compare_means(method="wilcox.test",

comparisons =list(c("group_a","group_c")),

label = "p.signif")

#-- Avaliar a plasticidade de OGs por grupos de regulon

p <- ggplot(stats_df, aes(x=regulon_groups, y=Plasticity,

fill=regulon_groups)) +

geom_boxplot(show.legend=F) +

scale_y_continuous(limits = c(0,1)) +

scale_x_discrete(limits=c("group_a","group_c")) +

scale_fill_manual(values=regulon_groupcolors[c("group_a","group_c")])

+

labs(x="Regulon groups", y="OG’s plasticity") +

theme(panel.grid = element_blank()) +

theme(text=element_text(size=20),

axis.line.x=element_blank())

p + stat_compare_means(method="wilcox.test",

comparisons =list(c("group_a","group_c")),

label = "p.signif")

4. Análise evolutiva de regulons gerados a partir de amostras de tecido mamário normal
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Os regulons são construı́dos com base na expressão de genes componentes de uma
coorte. Grandes coortes de amostras de tumor normalmente contêm vários subtipos
moleculares e, normalmente, fornecem boa variabilidade de expressão para a construção
de regulons. Em contraste, os conjuntos de amostras que são mais homogêneos podem
ser mais desafiadores para explorar com regulons, e este pode ser o caso com conjuntos
de amostras normais não cancerosas. Apesar desse desafio, Fletcher et al. (2013) geraram
regulons usando amostras de tecido mamário normal, a fim de observar diferenças
regulatórias entre células cancerosas e normais. Aqui, executaremos a mesma análise
evolutiva descrita com amostras de tecido mamário tumoral, mas agora usando regulons
gerados a partir de amostras de tecido mamário normal. Nos próximos passos, mostramos
como reproduzir os resultados anteriores usando uma rede regulatória transcricional
diferente.

• Mapeamento de anotação das raizes para genes

data("rtniNormals")

graph_normals <- tni.graph(rtniNormals, gtype = "rmap")

graph_normals <- ogr2igraph(ogr, cogdata, graph_normals,

idkey = "ENTREZ")

roots_df_normals <- data.frame(COGID =

V(graph_normals)$COGID,

SYMBOL = V(graph_normals)$SYMBOL,

ENTREZ = V(graph_normals)$ENTREZ,

Root = V(graph_normals)$Root,

TRN_element =

c("Target","TF")[V(graph_normals)$tfs+1])

roots_df_normals <-

roots_df_normals[complete.cases(roots_df_normals),]

roots_df_normals <-

roots_df_normals[roots_df_normals$Root<max(roots_df_normals$Root),]

rownames(roots_df_normals) <- 1:nrow(roots_df_normals)

table(roots_df_normals$TRN_element)

## Target TF

## 2818 130

• Comparando reguladores e alvos

#-- Avaliar a distribuio raiz por TRN_element

wilcox.test(Root ˜ TRN_element, data=roots_df_normals)
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## Wilcoxon rank sum test with continuity correction

## data: Root by TRN_element

## W = 152522, p-value = 0.001148

## alternative hypothesis: true location shift is not equal

to 0

#-- Set roots to display in y-axis

roots <- c(4,8,11,13,19,21,25)

#-- Set a summary function to display dispersion within the

violins

data_summary <- function(x) {

y <- mean(x); ymin <- y-sd(x); ymax <- y+sd(x)

return(c(y=y,ymin=ymin,ymax=ymax))

}

#-- Gerar grficos de violino mostrando a distribuio raiz

por TRN_element

p <- ggplot(roots_df_normals, aes(x=TRN_element, y=Root)) +

geom_violin(aes(fill=TRN_element), adjust=2,

show.legend=F) +

scale_y_continuous(breaks=roots,

labels=paste("root",roots)) +

scale_fill_manual(values=c("#c7eae5","#dfc27d")) +

labs(x="TRN elements", y="Root distribution") +

scale_x_discrete(limits=c("TF","Target"),

labels=c("TFs","Targets")) +

theme_classic() +

theme(text=element_text(size=20)) +

stat_summary(fun.data = data_summary)

p + stat_compare_means(method="wilcox.test",

comparisons =list(c("TF","Target")),

label = "p.signif")
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Figura 14. Plot de violino para amostras normais. Em marrom se encontra o grupo dos Fatores de
Transcrição e em azul o grupo dos alvos

4.7 FLUXO DO ESTUDO

O fluxograma completo contendo todas as etapas da abordagem desenvolvida neste
trabalho pode ser consultado na Figura 15. O fluxo de análise requer dois tipos de dados de
entrada: dados de expressão e dados de ortologia. Os dados de expressão gênica provenientes do
estudo METABRIC (Curtis et al., 2012) estão organizados no pacote Fletcher2013b (Fletcher
et al., 2014), o qual também disponibiliza as redes regulatórias reconstruı́das pelo pacote RTN

(Fletcher et al., 2013). Apenas com esses dados já é possı́vel plotar grafos de alguns regulons
utilizando o pacote RedeR (Castro et al., 2012), porém sem qualquer informação evolutiva.
Nessa primeira etapa, os regulons reconstruı́dos indicam quais são os fatores de transcrição
e qual o conjunto de genes alvo. Os dados de anotação de ortologia foram obtidos através
do pacote STRINGdb (Franceschini, 2013) pré-processados, filtrados e harmonizados com as
informações de anotação dos dados de expressão dos genes pertencentes a Rede Regulatória
Transcricional.

As informações de anotação de ortologia foram mapeadas nas redes regulatórias
transcricionais reconstruı́das para inferência do enraizamento evolutivo. A partir daı́ foi possı́vel
conhecer o valor numérico do ponto de enraizamento do LCA de cada gene constituinte da
Rede Regulatória Transcricional, numa dada árvore de espécies. Nessa etapa do fluxo de
estudo os regulons podem ser plotados utilizando o pacote RedeR. Os valores de enraizamento
evolutivo para cada gene da unidade regulatória se estabelecem como uma camada adicional
na visualização, por meio de uma escala de cores atribuı́das aos nós do grafo. Nesse tipo de
representação gráfica, fica claro, pela coloração de nós se o ponto de enraizamento evolutivo
da maioria dos genes alvo ocorreu previamente ou posteriormente ao ponto de enraizamento
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evolutivo do elemento regulador (TF).

Após a análise evolutiva estabelecemos três etapas finais:

• Comparação entre reguladores e conjunto de genes alvo;

• Comparação entre Fatores de Transcrição e Cofatores de Transcrição;

• Análise de abundância, diversidade e plasticidade.
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Figura 15. Fluxograma do estudo. Cada etapa da abordagem está representada no quadro, na ordem
do script de análise. As engrenagens presentes em algumas etapas do fluxo descrevem as ferramentas
utilizadas. A inferência do enraizamento evolutivo é precedida do mapeamento das redes regulatórias
transcricionais, formadas a partir dos dados de expressão gênica, nos dados de anotação de ortologia.
A abordagem permite a visualização das redes e segue com a análise evolutiva que se expande em três
braços analı́ticos: comparação entre TFs - alvos; comparação entre TFs - TcoFs; análise de abundância,
diversidade e plasticidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

A abordagem criada neste trabalho se desenvolveu através dos dados de expressão
gênica, provenientes do estudo Metabric (Curtis et al., 2012). Esses dados foram anteriormente
utlizados para a reconstrução das redes regulatórias transcricionais que foram inferidas com
a ferramenta RTN (Castro et al., 2015). As redes reconstruı́das estavam prontas, e estão
disponı́veis na ferramenta Fletcher 2013b (Fletcher et al., 2013).

Nosso objetivo neste trabalho foi atribuir a informação relativa ao ponto de surgimento
evolutivo para cada um dos genes que já formavam a Rede Regulatória Transcricional de
Câncer de Mama. Assim, com a utilização da ferramenta StringDB (Szklarczyk et al., 2019),
organizamos os dados de ortologia, para que permanecêssemos apenas com as informações de
genes pertencentes à H. sapiens, por ser essa a espécie de estudo, já que as redes regulatórias
transcricionais foram inferidas a partir dos dados de expressão gênica de pacientes com câncer
de mama. A base de dados do StringDB traz informações de genes de muitos organismos e
trabalhar com o banco completo tornaria as análises inviáveis. Assim, na sequência, filtramos
os dados para obter apenas as informações de ortologia para os genes que faziam parte das redes
regulatórias transcricionais. Houve perda de informação durante a análise por existirem genes
componentes das redes regulatórias transcricionais que não possuı́am informação de ortologia
na base de dados. Vale ressaltar que essa é uma condicionante para análises que utilizam essa
abordagem, só podemos analisar sob essa ótica evolutiva componentes de redes regulatórias
transcricionais que possuam dados de ortologia. Com os dados de anotação de ortologia dos
genes de interesse obtidos, foi possı́vel inferir o ponto de enraizamento evolutivo para cada gene
pertencente a rede regulatória transcricional.

De maneira hipotética criamos uma ilustração do processo de formação evolutiva
dos regulons para possibilitar um melhor entendimento da abordagem criada neste trabalho.
Considerando a estrutura de uma rede regulatória transcricional conforme mostrado na Figura
16 podemos observar que ela é formada por regulons centrados em fatores de transcrição que
possuem alvos regulatórios onde vão exercer papel de indução ou repressão no processo de
transcrição gênica. A inferência dos regulons pode ser estimada utilizando algoritmos que
avaliam a expressão do regulador (fator de transcrição) e seus potenciais genes alvo num
conjunto de amostras, como faz o algoritmo ARACNe, o método mais utilizado (Janky et al.,
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2014; Margolin et al., 2006; Aibar et al., 2017). Para a compreensão do cenário regulatório
é importante considerar que os fatores de transcrição podem compartilhar poder regulatório
de genes com outros fatores de transcrição. Vale ressaltar também que o estudo do cenário
regulatório envolve a relação entre diversos elementos regulatórios em diversas camadas dos
processos celulares, e nesse trabalho focamos apenas na atuação regulatória exercida pelos
Fatores de Trasncrição sob o conjunto de genes que ele regula.

Figura 16. Rede Regulatória Transcricional. Rede utilizada na criação do cenário hipotético de
herança vertical de genes anotados em uma árvore de espécies. A rede possui três regulons centrados em
seus respectivos Fatores de Transcrição(TF1, TF2 e TF3) e o conjunto de genes alvo (t).

Considerando que os genes são herdados por transferência vertical através de ancestrais
e seus descendentes, cada um dos genes formadores da rede regulatória transcricional enraizou
em um ponto da árvore de espécies e podemos relacionar esse ponto com o tempo em que
cada um desses genes surgiu. Assim é possı́vel supor que a rede regulatória de H. sapiens

foi sendo moldada ao longo do processo evolutivo, com o surgimento de cada um dos genes
num determinado momento da evolução. Assim, é razoável supor que que o conjunto de genes
que formam um regulon estejam associados a uma mesma história evolutiva. Essa afirmação
conduziu essa abordagem de maneira a compreendermos que os regulons são compostos por
diversos genes, porém a relação regulatória entre esses elementos da maneira como observamos
atualmente em H. sapiens só se estabelece ao longo do processo evolutivo na medida em que
surgem os fatores de trasncrição.

Na Figura 17 ilustramos uma árvore de espécies que hipoteticamente conta a história
evolutiva de todos os genes componentes da rede regulatória transcricional. Nessa figura
representamos uma árvore de espécies com o organismo de referência do estudo sp01 localizado
no topo da árvore, construı́da para esse exemplo com um total de 15 espécies e 10 LCAs. Nas
Figuras 17B-D podemos observar o processo de formação dos regulons da rede regulatória
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transcricional em cada etapa do processo evolutivo. De acordo com o ponto de enraizamento
marcado pelos LCAs, o surgimento dos genes mais ancestrais da TRN ocorreu no LCA9
(cı́rculo verde na árvore de espécies Figura 17A), e a relação regulatória entre eles está
representada na Figura 17D. Posteriormente surgiram os genes enraizados em LCA6 (cı́rculo
vermelho na árvore de espécies Figura 17A), compondo novas relações mostradas na Figura
17C. Por fim surgiram os genes enraizados no LCA 3 (cı́rculo azul na árvore de espécies Figura
17A) , completando o cenário regulatório da rede regulatória transcricional na Figura 17B
relativo à rede presente na Figura 16.

A Figura 17 ilustra que para testar as hipóteses levantadas neste trabalho foi necessário
reconstruir os cenários evolutivos para cada um dos genes pertencentes aos regulons de uma
rede regulatória transcricional (Castro et al., 2008). A construção de modelos que descrevem
a origem dos regulons depende de um mapeamento sistemático dos genes numa dada árvore
de espécies, inferido por análise de ortologia. A interação entre os elementos formadores das
unidades regulatórias foi sendo construı́da ao longo do processo evolutivo. A relação entre
elementos reguladores e regulados exerce uma forte influência sobre o perfil de expressão gênica
observado em conjuntos de células (Chen et al., 2020). Ainda que tenham sofrido pressão
seletiva, os genes surgiram em pontos diferentes da evolução dos organismos (Koonin, 2005) e,
podem atuar em grupo no direcionamento de um determinado fenótipo.

As relações de ortologia entre genes de diferentes espécies podem ser sistematicamente
preditas por comparação entre genomas. Existem vários métodos para prever genes ortólogos
e métodos baseados em gráfos oferecem melhor velocidade e precisão para gerar grandes
escala de anotação de ortologia (Trachana et al., 2011). Para exemplificar o enraizamento
evolutivo utilizando análise de ortologia, consideramos um grupo hipotético que compreende 6
genes ortólogos anotados em 3 espécies (Fig. 18A). É possı́vel que, no processo de anotação,
algumas relações de ortologia não estejam bem resolvidas, ilustradas como os genes parálogos
YA1 e YA2, decorrentes de um processo de duplicação gênica. As Figuras 18B-D são uma
representação adaptada do conceito de ortologia e paralogia de Koonin (2005).

Todos esses genes pertencem à mesma famı́lia ancestral, formada pelos genes
ancestrais X e Y (Fig. 18B), herdados por três espécies existentes (spa, spb e spc) mas com
diferentes histórias evolutivas. Os genes Xa, Xb e Xc mostram uma relação de ortologia entre
si de um para um decorrente de transferência vertical do gene ancestral X(Fig. 18C). O gene X
está presente nas três espécies (spa, spb, spc) com uma única cópia, enquanto o gene ancestral
Y sofreu um evento de duplicação na spa (Fig. 18D). Os genes Ya1 e Ya2 são parálogos entre
si e juntos são co-ortólogos do gene Yb. Um evento de deleção é representado pela ausência
do gene ancestral Y na espécie spc. Cenários evolutivos mais complexos podem surgir quando
eventos de duplicação e deleção ocorrem em ramos internos de uma árvore filogenética, mas em
todos os casos apresentados nesta ilustração os genes podem ser anotados como pertencentes
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Figura 17. Cenário evolutivo hipotético para a formação da Rede Regulatória Transcricional.
Em (a) a árvore de espécies que conta a história evolutiva dos genes formadores da rede regulatória
transcricional, possuindo 15 espécies e 10 LCAs. No LCA9, LCA6 e LCA3 marcados com cı́rculos
verde, vermelho e azul respectivamente, são os pontos de enraizamento evolutivo dos grupos de genes
formadores da TRN. Em (d) observamos o surgimento dos primeiros genes enraizados no LCA9, em (c)
observamos o surgimento dos genes enraizados no LCA6 e em (b) observamos o surgimento do último
grupamento de genes que completam a formação da TRN, enraizados no LCA3.
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Figura 18. Rede Regulatória Transcricional. Rede utilizada na criação do cenário hipotético de
herança vertical de genes anotados em uma árvore de espécies. A rede possui três regulons centralizados
em seus respectivos Fatores de Transcrição (TF1, TF2 e TF3) e o conjunto de genes alvo (t).

ao mesmo grupo de ortólogos.

Com base na análise de distribuição de ortólogos em uma dada árvore de espécies é
possı́vel inferir a origem evolutiva dos genes de uma espécie . Definimos o organismo spa
como referência na Figura 18E que lista todos os LCAs (LCA1, LCA2 e LCA3) e todos os
genes anotados em cada espécie. Os ortólogos da spa estão enraizados no LCA2, uma vez
que todos os descendentes de LCA2 têm pelo menos uma cópia da sequência ancestral. Esse
cenário propõe que os genes Xa, Ya1 e Ya2 evoluı́ram de uma única sequência ancestral, a partir
do LCA das espécies comparadas, por meio de uma série de processos de especiação e eventos
de duplicação. É possı́vel observar que a ausência do gene ancestral Y na espécie spc não altera
a inferência da raiz evolutiva dos genes de spa, e a ausência dos genes ancestrais X e Y nas
espécies spd indicam que o LCA3 não está relacionado com a história evolutiva do grupo de
ortólogos.

A comparação entre genomas é uma das maneiras utilizadas para predizer a relação de
ortologia entre genes de diferentes espécies (Gabaldón e Koonin, 2013). O problema de inferir
a raiz evolutiva de um gene em uma determinada árvore filogenética implica em encontrar o
cenário de transferência vertical mais consistente para um conjunto de ortólogos, onde eventuais
inconsistências devido à eventos como transferência horizontal, duplicação e eventos de deleção
possam ser resolvidos com uma função que penalize os desvios do padrão filético (Mirkin et

al., 2003; Jacox et al., 2016; Dondi et al., 2019; Chan e Robin, 2019).

Sob uma perspectiva evolutiva na construção de regulons eucarióticos, a interação
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de um TF com um gene alvo pode ser sumarizada por um modelo regulatório contendo três
elementos (Shi et al., 2019): o fator de transcrição; a região cis-reguladora contendo o sı́tio
de ligação ao TF; o gene alvo. Podemos considerar modelos regulatórios mais complexos, por
exemplo: quando a atividade do TF é modulada por um ou mais cofatores (Stampfel et al.,
2015); quando os locais de ligação do TF estão presentes em diferentes posições da região
reguladora (Grossman et al., 2018); quando fatores epigenéticos influenciam na acessibilidade
dos locais de ligação (Wilson e Filipp, 2018); quando vários graus de afinidade de ligação
são necessários para interações cooperativas (Jolma et al., 2015) e especificidade de enhancer

(Arozarena e Wellbrock, 2017). Em todos os casos, a ausência do fator de transcrição ou
do gene alvo em um genoma implica na ausência de interação. Isso também é válido para a
autorregulação, onde o TF se liga ao seu próprio promotor e ativa ou reprime o processo de
transcrição (Ngondo e Carbon, 2014) (ou seja, como regulador e alvo são a mesma entidade
na auto-regulação, a ausência do gene TF implica em ausência de interação). Por exemplo,
o ganho de novas sequências cis reguladoras pode levar a reorganização da estrutura da rede
transcricional (Baker et al., 2012), mas não pode criar interações para alvos que não estão
anotados no genoma.

Hormônios esteróides e receptores nucleares ilustram esse problema. Na ausência de
um ligante, que função teria um novo receptor? E sem um receptor, quais pressões seletivas
orientariam a evolução de um novo ligante? (Thornton, 2001). Embora essas questões
possam oferecer uma estrutura básica para explorar processos evolutivos, elas também podem
trazer percepções sobre os sistemas regulatórios observados em espécies existentes, como
propor cenários evolutivos sobre a construção de unidades regulatórias: 1) O TF e seus alvos
apareceram juntos? 2) O TF apareceu antes dos alvos que regula? 3) O TF apareceu após seus
alvos?

A Figura 20 indica que podemos encontrar regulons para cada um desses cenários,
mas o cenário mais prevalente é aquele em que o TF surge antes de seus alvos. Na Figura 19
mostramos a distribuição das raı́zes evolutivas de regulons construı́dos por Fletcher et al. (2013)
em amostras de câncer de mama em humanos. Inferimos a raı́z evolutiva para cada elemento da
rede regulatória transcricional, formada por 307 TFs e 6308 alvos, em uma árvore de espécies
contendo 121 organismos eucariotos (Fig. 19A). A Figura 19B mostra a distribuição geral
das raı́zes evolutivas inferidas para TFs e alvos e indica que as raı́zes evolutivas dos TFs são
anteriores às raı́zes evolutivas do alvos (p-valor = 1e-6, teste de Wilcoxon-Mann-Whitney).

De acordo com a distribuição geral das raı́zes evolutivas observamos um acúmulo
de genes enraizados no root 25 que é o LCA mais ancestral nessa árvore de espécies. Esse
achado corrobora com a literatura que considera o genoma humano uma quimera de genes
herdados de eubactérias e arqueobactérias, ou seja, originados em organismos pré-eucarióticos
que permaneceram ao longo de mais de 2 bilhões de anos de evolução ocupando papel central no
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Figura 19. Comparação entre o ponto de enraizamento evolutivo de Tfs, alvos e TcoFs. (A) Uma
árvore de espécies com os LCAs enumerados do mais recente ao nó mais ancestral do Homo sapiens.
(B) Distribuição das raı́zes evolutivas inferidas para TFs e genes-alvo. Co-fatores de transcrição (TcoFs)
também estão incluı́dos em a análise.

funcionamento do organismo, e a perda ou modificação desses genes resultaria em letalidade
(Alvarez-Ponce e McInerney, 2011). DeMendoza (2019) afirma que apesar dos TFs serem
encontrados em espécies pré-eucarióticas, muitos TFs emergiram na raı́z dos eucariotos e
que esses elementos acompanharam as mudanças no ambiente da cromatina nuclear e demais
modificações quı́micas como o surgimento dos nucleossomos, por exemplo. A modificação
de histonas, o controle da acessibilidade da cromatina e demais processos que começaram a
ocorrer no DNA com o surgimento dos eucariotos dependeram do papel crucial na regulação do
genoma executado pelos fatores de transcrição (DeMendoza 2019).

A Figura 19B também mostra a distribuição das raı́zes evolutivas inferidas para outra
classe de reguladores, os cofatores de transcrição (TcoFs). Utilizando a mesma abordagem,
não foi detectado uma mudança significativa na distribuição de raı́zes evolutivas entre TFs e
TcoFs (p-valor = 0,884, teste de Wilcoxon-Mann-Whitney), ou seja, durante a evolução esses
elementos surgiram no mesmo ponto de enraizamento evolutivo. Os cofatores de transcrição
foram avaliados quanto a distribuição das raı́zes evolutivas pois influenciam no processo de
regulação da transcrição pela formação de complexos de proteı́nas com TFs (Schmeier et al.,
2016).

A distribuição geral das raı́zes evolutivas (Fig. 19B) mostra uma grande concentração
de TFs no root 19 onde se inicia o surgimento dos organismos metazoários enraizados de acordo
com a árvore de espécies. Os metazoários são os primeiros organismos multicelulares, ou seja,
foram nesses organismos que as células começaram a ter caracterı́stica de especialização em
diferentes funções e assim foram se dividindo em tecidos. De acordo com Degnan et al. (2009)
o surgimento e a expansão dos TFs em metazoários contribuiu com o sucesso evolutivo da
multicelularidade animal (Degnan et al., 2009).

A Figura 20 estende a abordagem para regulons individuais, agrupando-os com base
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Figura 20. Comparação entre os três grupos de regulons. Os regulons se dividem em três grupos com
base na distância média entre as raı́zes evolutivas inferidas para um TF e seus genes-alvo.

Figura 21. Comparação entre os três grupos de regulons num box plot detalhado. Box plot
mostrando regulons individuais. **** valor de p = 1e-6 (teste de Wilcoxon-Mann-Whitney); ns = não
significativo.

na distância entre as raı́zes evolutivas dos TFs e alvos: Grupo-a) regulons onde genes alvo
são enraizados antes do TF (30,6% dos regulons); Grupo-b) regulons onde genes alvo são
enraizados com o TF (24,7% dos regulons); Grupo-c) regulons onde genes alvo são enraizados
após o TF (44,3% dos regulons). Esses resultados mostram que encontramos regulons para cada
um dos cenários propostos, mas o mais prevalente é aquele em que o TF surge antes de seus
alvos. Uma distribuição detalhada das raı́zes evolutivas inferidas para regulons individuais é
fornecida na Figura 21. Koster et al. (2015) afirmam que a resposta gênica à um programa de
expressão é uma propriedade compartilhada por todos as espécies e com o aumento no tamanho
e na complexidade dos genomas, os organismos criaram mecanismos capazes de garantir a
dinâmica transcricional (Koster et al., 2015).

Posteriormente mapeamos a abundância, diversidade e plasticidade entre os regulons
do Grupo-a e Grupo-c, por serem os grupos em que houve diferença do ponto de enraizamento
evolutivo de TFs e alvos, mostradas na Figura 22. A abundância mapeada para regulons cujos
genes alvo estão enraizados antes do TF (Grupo-a) é a mesma daquela mapeada para regulons
cujos genes alvo estão enraizados após o TF (Grupo-c) (Fig. 22a), sugerindo que o número
de ortólogos por espécie é semelhante entre os dois grupos. Em contraste, a diversidade do
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Figura 22. Abundância, Diversidade e Plasticidade. (a) Análise de abundância, (b) Análise de
diversidade e (c) análise de plasticidade mapeados para regulons baseados no agrupamento de distância
entre enraizamento evolutivo de TFs e alvos. ****P-value = 5.1e-5 (Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney),
ns = não significante.

grupo de ortólogos mapeada para o Grupo-a é maior em comparação com o Grupo-c (P-valor =
5,1e-5; teste de Wilcoxon-Mann-Whitney) (Fig. 22b). Como a diversidade estima a dispersão
dos genes ortólogos na árvore da espécie, esses resultados sugerem que os regulons do Grupo-
a têm ortólogos mais uniformemente distribuı́dos, o que geralmente é observado para grupos
de ortólogos enraizados na base da árvore filogenética (Castro et al. 2008). Não detectamos
nenhuma diferença entre o Grupo-a e o Grupo-c usando os escores de plasticidade mapeados
para regulons (Fig. 22c).

As redes regulatórias transcricionais podem ser plotadas em grafos utilizando o pacote
RedeR (Castro et al., 2012). A análise visual auxilia no entendimento de como pode ser o
cenário regulatório entre poucos regulons. Com o desenvolvimento dessa abordagem, se tornou
possı́vel plotar o grafo dos regulons com a informação de ortologia para cada um dos genes
contidos nos regulons escolhidos para a ilustração (Fig. 23). Nesse grafo utilizamos uma escala
de coloração onde estão posicionados todos os pontos de enraizamento evolutivo, cada um com
uma cor, possibilitando a análise visual de ortologia dos regulons. Os pontos de enraizamento
evolutivo totalizam 25 e são decorrentes da árvore de espécies utilizada nessa análise (Fig. 12).
Nesse exemplo plotamos os regulons de PTTG1, FOXM1 e GATA3. Considemos na escala que
o número 1 se refere ao topo da árvore de espécies, portanto ao ponto de enraizamento evolutivo
de Homo sapiens, o organismo de estudo, e que o número 25 se refere a base da árvore de
espécies ao organismo eucarioto mais ancestral Trichomonas vaginalis. Observamos o fator de
transcrição PTTG1 tem ponto de enraizamneto evolutivo posterior ao ponto de enraizamento
de seus alvos, já o TF FOXM1 e GATA3 tem pontos de surgimento evolutivo próximo aos
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Figura 23. Grafo de três regulons com informação do ponto de enraizamento evolutivo. Os Fatores
de Transcrição PTTG1, FOXM1 e GATA3 estão representados por quadrados e o conjunto de genes alvo
que eles regulam são representados por cı́rculos. As cores dos elementos geométricos estão relacionados
ao valor do root disposto na régua com gradiente de coloração, localizada no canto superior direito.
Cı́rculos cinzas respresentam genes para os quais não havia informação de ortologia e portanto não
pudemos estabelecer o ponto de enraizamento evolutivo para esses genes.
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alvos que regulam, sugerindo um cosurgimento desses fatores de transcrição e os alvos que
eles regulam. Esse tipo de ilustração auxilia a análise visual isolada de poucos regulons,
direcionados a responder a pergunta central deste trabalho: Quem surgiu primeiro, reguladores
ou regulados?

O artigo de Castro et al. (2015) ilustra regulons clusterizados de acordo com
a correlação da expressão gênica de alvos compartilhados. Utilizando esse dendrograma
aplicamos a abordagem desenvolvida nesta tese, colorindo os nodos de acordo com a mediana
do enraizamento evolutivo dos alvos de cada regulon (Fig. 24b). Nessa ilustração, cada nodo
do grafo está relacionado a um regulon, ou seja, o conjunto formado por um TF e todos os alvos
por ele regulados. O tamanho dos nodos está relacionado ao número de alvos que cada regulon
possui. O posicionamento dos nodos obedece a correlação de alvos compartilhados, ou seja,
nodos próximos possuem alta correlação entre seus alvos. Numa escala de cores correspondente
aos grupos coloridos na árvore de espécies mostrada na Figura 24a está o posicionamento do
enraizamento evolutivo. É possı́vel observar dois clusters, um no topo e outro na base do
dendrograma, delimitados com cı́rculos pontilhados, que representam regulons associados ao
risco do desenvolvimento de câncer de mama ER+ e ER- respectivamente.

Decorrente dessa análise observamos alguns padrões marcantes. 1) Em geral,
regulons que possuem a mediana de enraizamento evolutivo do seu conjunto alvos em pontos
evolutivos próximos também possuem alta correlação na expressão de alvos compartilhados
e, portanto, se agrupam; 2) A maioria dos regulons tem enraizamento evolutivo em LCA
de organismos unicelulares, demonstradas no grafo por uma coloração mais esverdeada; 3)
Regulons associados ao desenvolvimento do câncer de mama são mais recentes, aqueles
contidos nos dois cı́rculos pontilhados no topo e na base do grafo; 4) A maioria dos regulons
relacionados a tumores estrogênio positivo e estrogênio negativo estão enraizados em LCA de
metazoários.

De acordo com Siddiqui et al. (2020) durante a formação tumoral a acidificação do ph,
hipóxia e baixa oferta de nutrientes, entre outros fatores, induzem as células a buscar um estilo
de vida atavı́stico, ou seja, manifestar caracterı́sticas de organismos ancestrais em busca de
sobrevivência adquirindo comportamentos de organismos unicelulares (Siddiqui et al., 2020).
Ou seja, o ambiente celular hostil permite a mudança no padrão de expressão de genes para que
haja a mudança adaptativa da célula no meio onde ela se encontra. Dentre essas caracterı́sticas
adaptativas destacamos o potencial de motilidade muito utilizado pelas células tumorais na
capacidade de evasão, desenvolvendo uma forma primitiva de memória associativa que as
permite responder eficientemente às mudanças ambientais que ocorrem durante a migração (De
la Fuente e López, 2020). Esses resultados são consistentes com um dos principais aspectos
do câncer, em que só é possı́vel observar desorganização tecidual em organismos que possuem
um processo de diferenciação celular capaz de formar tecidos e ainda que as células tumorais
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Figura 24. Representação da árvore de enraizamento evolutivo com uma Tree and Leaf. (a) Tree
and Leaf da clusterização dos regulons de acordo com a função que cada regulon exerce, nos cı́rculos
pontilhados se encontram os dois clusters com os Fatores de Transcrição de risco para o desenvolvimento
do câncer de mama. O tamanho dos nodos representa a quantidade de alvos dos regulons, as cores são
relacionadas à média do enraizamento dos alvos dos reguladores. (b)Visualização dos últimos ancestrais
comuns, de acordo com o posicionamento de cada raı́z.
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manifestam um comportamento de desdiferenciação celular se assemelhando às caracterı́sticas
de organismos mais primitivos(Friedmann-Morvinski e Verma, 2014; Yuan et al., 2020).
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6 CONCLUSÃO

Os regulons configuram o maior sistema regulatório de controle da expressão gênica
em resposta aos estı́mulos ambientais (Chiang e Schellhorn, 2010). Conjuntos de genes
com funcionalidades geralmente relacionadas à manutenção celular são conservados em
alguns regulons (Erill et al., 2007), porém a modificação dos regulons e a manutenção de
genes não essenciais configuram mecanismos importantes na adaptação das espécies (Chiang
e Schellhorn, 2010). Em todas as espécies os regulons são elementos regulatórios com
caracterı́stica de alta plasticidade (Lozada-Chávez et al., 2006). As pressões seletivas as quais
os genes estão submetidos durante o processo evolutivo permitem mudanças especı́ficas da
linhagem que compõe um regulon, mas também trabalham na manutenção de genes essenciais
como componentes desses regulons(Chiang e Schellhorn, 2010). Em organismos complexos as
pressões seletivas podem divergir favorecendo a aptidão do organismo ou a aptidão da célula,
pois ao mesmo tempo que uma célula de rápida proliferação é selecionada naturalmente em
organismos unicelulares, em organismos complexos ela pode favorecer a instalação de um
tumor e desfavorecer a vida do organismo (Castro et al., 2008).

Nesta abordagem, desenvolvemos uma estrutura de análise de hipóteses sobre a
reconfiguração de regulons, explorando a presença e ausência dos elementos que formam uma
rede regulatória transcricional ao longo da evolução de uma linhagem ancestral. A distância
entre as raı́zes evolutivas de um fator de transcrição e seus alvos é uma informação adicional
no estudo das redes regulatórias transcricionais. Uma vez que as interações entre TFs e dos
alvos que ele regula conferem especificidade de tecido para uma rede regulatória transcricional,
prevemos que esta abordagem contribua com estudos que exploram a reorganização dos
regulons em diferentes condições. O entendimento do cenário regulatório envolve a utilização
de diversas técnicas analı́ticas considerando o seu elevado grau de complexidade e a utilização
de camadas informativas adicionais na sua análise auxiliam na clareza desses estudos.

As produções diretas derivadas da abordagem central desse trabalho estão disponı́veis
nos ANEXOS B e C dessa tese. Dentre eles destacamos a publicação principal, ”Which
came first, the transcriptional regulator or its target genes? An evolutionary perspective into
the construction of eukaryotic regulons”de Trefflich et al., 2019 onde conta a maior parte dos
resultados que compõem essa tese. Porém, o desenvolvimento do estudo envolvendo análises
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evolutivas das redes regulatórias transcricionais resultou na participação colaborativa em outras
publicações apresentadas nos ANEXOS D-H deste documento.
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7 PERSPECTIVAS

Apresentamos as perspectivas futuras decorrentes dessa tese:

• A partir do trabalho desenvolvido por Castro et al. (2015), é necessário o amadurecimento
dos resultados desta tese no entendimento evolutivo da tree and leaf combinado com
análises funcionais.

• O desenvolvimento de um método in silico para prospecção de alvos imunológicos
assistido por análise regulatória. Mais especificamente, o desenvolvimento de uma
nova abordagem computacional para detecção de assinaturas imunológicas no infiltrado
linfocitário tumoral, auxiliando a prospecção de alvos imunológicos com uso de redes
regulatórias. Esse projeto configura uma proposta de Pós-doc a ser submetida.



72

REFERÊNCIAS
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ANEXO B -- ARTIGO PUBLICADO - (Trefflich et al., 2019)

O artigo intitulado: “Which came first, the transcriptional regulator or its targets
genes? An evolutionary perspective into the construction of eukaryotic regulons” (Trefflich
et al., 2019), publicado na revista BBA – Gene Regulatory Mechanisms, constitui a principal
publicação desta tese. O artigo foi aceito em 30 de novembro de 2019 e publicado em 09 de
dezembro de 2019.

Neste artigo apresentamos uma nova abordagem que pode auxiliar na formulação
de hipóteses testáveis sobre a construção de redes regulatórias transcricionais, explorando a
presença e ausência de elementos regulatórios em linhagens ancestrais.
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A B S T R A C T

Eukaryotic regulons are regulatory units formed by a set of genes under the control of the same transcription
factor (TF). Despite the functional plasticity, TFs are highly conserved and recognize the same DNA sequences in
different organisms. One of the main factors that confer regulatory specificity is the distribution of the binding
sites of the TFs along the genome, allowing the configuration of different transcriptional regulatory networks
(TRNs) from the same regulator. A similar scenario occurs between tissues of the same organism, where a TRN
can be rewired by epigenetic factors, modulating the accessibility of the TF to its binding sites. In this article we
discuss concepts that can help to formulate testable hypotheses about the construction of regulons, exploring the
presence and absence of the elements that form a TRN throughout the evolution of an ancestral lineage.

This article is part of a Special Issue entitled: Transcriptional Profiles and Regulatory Gene Networks edited by
Dr. Federico Manuel Giorgi and Dr. Shaun Mahony.

1. Introduction

There are about 20,000 protein-coding genes annotated in the
human genome [1], and although all are potentially informative when
we seek to understand some aspect of cell function, it is still a challenge
to study the combined effect of genes due to the large number of hy-
potheses to be tested. Strategies that reconstruct transcriptional reg-
ulatory networks (TRNs) can reduce the search space by focusing on
regulatory bottlenecks [2], which provides opportunities to study reg-
ulation in the context of network nodes that are central control points of
cell function, also known as regulatory hubs [3]. TRNs are centered on
transcription factors (TFs), regulators that recognize specific DNA se-
quences and guide the expression of the genome.

TRNs can be reconstructed from gene expression data generated for
all genes in a set of samples [4]. The reconstruction of these networks
takes into account prior knowledge about the molecular mechanisms
that regulate the gene expression and the organization of genes in the
genome. For example, in prokaryotic organisms, genes related to the
same biological effect are usually co-localized in the genome, forming
polycistronic units or operons. When starting the transcription process,
all genes of an operon are expressed together [5], with multiple

coordinated operons forming a regulon [6]. In eukaryotes, the tran-
scription process is usually independent for each gene and the term
regulon refers to the set of genes controlled by the same regulator [7],
which binds to specific cis-regulatory regions, resulting either in acti-
vation or repression of target gene expression [8] (Fig. 1A). There are
about 1600 TFs annotated in the human genome [9] and for each of
them it is possible to construct a regulon.

The structure of an eukaryotic regulatory network is illustrated in
Fig. 1B, outlined with three regulons. The inference of regulons can be
estimated by algorithms that evaluate the expression of a regulator and
its potential targets in a set of samples, with the ARACNe algorithm
being one of the most used methods [10–12]. The regulatory interac-
tions between the elements that form a regulon depend on both the TF
binding to specific DNA sequences and epigenetic factors, such as the
chromatin accessibility [13]. TF bindings are context-dependent and
are capable of remodeling the chromatin, dynamically guiding cell
differentiation in mammals [14]. The interactions between a TF and its
targets are tissue-specific, with greater tissue specificity than the ex-
pression of the regulator [15].

Despite the functional plasticity, TFs are highly conserved and re-
cognize the same DNA sequences in different species [16,17].
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Regulatory differences between species seem to be related to the dis-
tribution of TF-binding sites along the genome, especially distal to the
promoter regions of orthologous genes [18,19]. Gain and loss of cis-
regulatory sequences are important factors in the reorganization of the
structure of transcriptional networks, contributing to the regulatory
diversity observed between species [20]. In addition, changes in the
distribution of conserved cis-regulatory sequences may explain the in-
corporation of new functions into evolving regulatory networks [21].
Since regulators and targets may undergo different selective pressures
[22], it is particularly interesting to consider when each element
forming a regulon arose throughout the evolutionary process. In this
paper we propose a general framework to test the following question:
Which came first, the transcriptional regulator or its target genes?

2. Mapping regulons in a species tree

It is reasonable to assume that the set of genes belonging to a reg-
ulon is to some extent associated with the same evolutionary history,
co-occurring in regulatory units shaped in the course of evolution. To
test this hypothesis we need to reconstruct evolutionary scenarios for
each of the genes annotated in a regulon [23]. For example, Figs. 1C–F
illustrate hypothetical evolutionary scenarios for the genes annotated in
the three regulons outlined in Fig. 1B.

Consider that in these scenarios the genes are inherited by vertical
transfer, from the ancestors to their descendants. Fig. 1C represents a
given species tree whose leaves indicate 15 extant species (sp1, sp2, …,
sp15) and the internal nodes the Last Common Ancestor (LCA) of a
monophyletic group (i.e. all descendants of an ancestral lineage). In
addition, all genes in the regulons belong to the sp1 species (i.e. the
regulons are inferred for sp1); therefore, the tree is organized with sp1
at the top in order to simplify the observation of its LCAs (LCA1, LCA2,
…, LCA10). The colored circles represent rooting points mapped to the
sp1 genes. For example, eleven genes (blue) are rooted at LCA3, in-
cluding TF1 (Fig. 1D), and all the other genes are rooted at earlier
points of the species tree. Seven genes (red) are rooted at LCA6,

including TF2 (Fig. 1E), and nine genes (green) are rooted at LCA9,
including TF3 (Fig. 1F). The construction of models that describe the
origins of a regulon requires the systematic mapping of genes in a given
species tree, which can be inferred by orthology analysis, as discussed
next.

3. Mapping orthologous genes in a species tree

Orthology relations between genes from different species can be
systematically predicted by comparing genomes. There are several
methods to predict orthologous genes, with graph-based methods of-
fering the best trade-off between speed and accuracy to generate large-
scale orthology annotation [24]. To exemplify the evolutionary rooting
using orthology analysis, consider a hypothetical orthologous group
(OG) consisting of 6 orthologs annotated in 3 species (Fig. 2A). In the
annotation process it is possible that some orthology relations are not
well resolved, here exemplified by the YA1 and YA2 paralogous genes.
Fig. 2B–D present diagrams adapted from Koonin (2005) [25] illus-
trating orthology and paralogy concepts in the evolutionary history of
the genes listed in Fig. 2A.

All these genes belong to the same ancestral family, formed by the X
and Y ancestral genes (Fig. 2B), inherited by three extant species (spa,
spb and spc), but with different evolutionary histories. The Xa, Xb and
Xc genes are orthologous to each other, showing a one-to-one ortho-
logous relationship, originated by vertical descent from the X ancestral
gene (Fig. 2C). The X gene is present as a single copy in the three
species, while the Y ancestral gene underwent a duplication event on
the ancestral branch of the spa species (Fig. 2D). The Ya1 and Ya2 genes
are paralogous to each other, and co-orthologs of the Yb gene. A de-
letion event is represented by the absence of the Y ancestral gene in the
spc species. More complex evolutionary scenarios may arise when du-
plication and deletion events occur in internal branches of a phyloge-
netic tree, but in all cases the genes may be annotated to the same
orthologous group.

Based on the analysis of the distribution of orthologs in a given
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species tree, it is possible to infer the evolutionary origin of the genes of
an extant species. For example, taking the spa species as reference,
Fig. 2E lists all LCAs (LCA1, LCA2, and LCA3) and all genes annotated
in each species. The spa orthologs are rooted in the LCA2, since all
LCA2 descendants have at least one copy of the ancestral sequence. This
scenario proposes that the Xa, Ya1 and Ya2 genes evolved from a single
ancestral sequence, from the LCA of the compared species, through a
series of speciation processes and duplication events. Note that the
absence of the Y ancestral gene in the spc species does not change the
inference of the evolutionary root of the spa's genes, and the absence of
both X and Y ancestral genes in the spd species indicates that the LCA3
is unrelated to the OG's evolutionary history.

The problem of finding the evolutionary root of a gene in a given
phylogenetic tree has already been formulated and involves finding the
most consistent vertical descent scenario for a set of orthologs, where
eventual inconsistencies due to horizontal transfer, duplication and
deletion events may be resolved with a function that penalizes devia-
tions from a phyletic pattern [26–29], as discussed next.

4. An evolutionary perspective into the construction of eukaryotic
regulons

The interaction of a TF with a target gene can be summarized by a
regulatory model with three elements [8]: i) the transcription factor; ii)
the cis-regulatory region containing the TF-binding site; and iii) the
target gene (Fig. 1A). We may consider more complex regulatory
models, for example, when TF's activity is modulated by one or more
co-factors [30], when TF binding sites are present in different positions
of the regulatory region [31], when epigenetic factors influence the
accessibility of the binding sites [32], or when varying degrees of
binding affinity are required for cooperative interactions [33] and en-
hancer specificity [34]. In all cases the absence of either the tran-
scription factor or the target gene in a genome implies no interaction.
This proposition might be also valid for auto-regulation, in which the
TF binds to its own promoter and either activates or represses tran-
scription [35] (i.e. as regulator and target are the same entity in the
auto-regulation, the absence of the TF gene implies no interaction as
well). For example, gaining new cis-regulatory sequences may lead to
the reorganization of the transcriptional network structure [20], but it
can not create interactions for targets that are not annotated in the
genome.

Steroid hormones and nuclear receptors illustrate this problem. In
the absence of a ligand, what function serves a new receptor? And
without a receptor, which selective pressures guide the evolution of a
new ligand? [36]. Although these questions may offer only a basic
framework for exploring evolutionary processes, they can also bring

insights into regulatory systems observed in extant species, such as
proposing evolutionary scenarios about the construction of a regulatory
unit: 1) Did the TF and its targets appear together? 2) Did the TF appear
before the targets it regulates? 3) Did TF appear after its targets?

Fig. 3 indicates that we can find regulons for each of these scenarios,
but the most prevalent scenario is the one in which the TF arises pre-
viously to its targets. This figure shows the distribution of the evolu-
tionary roots of regulons constructed by Fletcher et al. [4] in human
breast cancer samples. Each regulon consists of a TF and its targets, here
summarized in a TRN containing 307 TFs and 6308 targets. The gen-
eplast R package [37] was used to infer the evolutionary roots by or-
thology analysis; for each element of the TRN an evolutionary root was
inferred in a species tree containing 121 eukaryotes (Fig. 3A; a detailed
tree, with the name of each species, is available in the documentation of
the geneplast package). Fig. 3B shows the overall distribution of the
inferred evolutionary roots for TFs and targets and indicates that the
evolutionary roots of the TFs are prior to the evolutionary roots of the
targets (p-value = 1e-6, Wilcoxon-Mann-Whitney test). Fig. 3B also
shows the distribution of evolutionary roots inferred for another class of
regulators, the transcription co-factors (TcoFs), which influence the
transcriptional regulation by forming protein complexes with TFs [38].
Using the same approach, we did not detect a significant shift in the
distribution of evolutionary roots between TFs and TcoFs (p-
value = 0.884, Wilcoxon-Mann-Whitney test).

Fig. 3C extends the approach to individual regulons, grouping reg-
ulons based on the distance between the evolutionary roots of TFs and
targets: Group-a) TF-target genes rooted before the TF (30.6% of the
regulons), Group-b) TF-target genes rooted with the TF (24.7% of the
regulons), and Group-c) TF-target genes rooted after the TF (44.3% of
the regulons). A detailed distribution of the evolutionary roots inferred
for individual regulons is provided in Fig. 3D, and an R script that
describes all steps to reproduce these observations is available in the
Bioconductor repository (Supporting material). In the Supporting ma-
terial we also reproduce the main observations in a different TRN, using
regulons generated from normal breast tissue samples, and expand the
proposed analysis framework to explore different metrics derived from
OG information.

5. Concluding remarks

In this paper we illustrate a framework to formulate testable hy-
potheses about the reconfiguration of regulons, exploring the presence
and absence of the elements that form a TRN along the evolution of an
ancestral lineage. Since interactions between TFs and targets confer
tissue specificity to a TRN, we anticipate that this framework will
contribute to studies exploring the reorganization of regulons between
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different conditions. The distance between the evolutionary roots of a
TF and its targets can be used as additional information to study the
plasticity of regulatory networks.

Transparency document

The Transparency document associated with this article can be
found, in online version.

Supporting material

R script to reproduce observations from Fig. 3 (http://bioconductor.
org/packages/geneplast/).
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ANEXO C -- VINHETA DO PACOTE GENEPLAST

A vinheta do pacote geneplast (doi:10.18129/B9.bioc.geneplast) disponibiliza o código
fonte para reprodução dos resultados apresentados nesta tese. Esta vinheta apresenta exemplos e
documentação necessária para instalação, uso do pacote e estudos de caso. Um destes estudos de
caso demonstra o enraizamento evolutivo de redes regulatórias. A vinheta do pacote geneplast
pode ser acessada em https://www.bioconductor.org/packages/geneplast/
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Abstract
Geneplast is designed for evolutionary and plasticity analysis based on orthologous groups distribution

in a given species tree. It uses Shannon information theory and orthologs abundance to estimate
the Evolutionary Plasticity Index. Additionally, it implements the Bridge algorithm to determine the
evolutionary root of a given gene based on its orthologs distribution

Overview

Geneplast is designed for evolutionary and plasticity analysis based on the distribuion of orthologous groups
in a given species tree. It uses Shannon information theory to estimate the Evolutionary Plasticity Index
(EPI) (Dalmolin et al. (2011), Castro et al. (2008)).

Figure 1 shows a toy example to illustrate the analysis. The observed itens in Figure 1a are distributed
evenly among the different species (i.e. high diversity), while Figure 1b shows the opposite case. The
diversity is given by the normalized Shannon’s diversity and represents the distribution of orthologous and
paralogous genes in a set of species. High diversity represents an homogeneous distribution among the
evaluated species, while low diversity indicates that few species concentrate most of the observed orthologous
genes.

The EPI characterizes the evolutionary history of a given orthologous group (OG). It accesses the distribution
of orthologs and paralogs and is defined as,

EPI = 1− Hα√
Dα

, (1)

where Dalpha represents the OG abundance and Halpha the OG diversity. Low values of Dalpha combined
with high values for Halpha indicates an orthologous group of low plasticity, that is, few OG members
distributed over many species. It also indicates that the OG might have experienced few modifications
(i.e. duplication and deletion episodes) during the evolution. Note that 0 <= Halpha <= 1 and Dalpha >= 1.
As a result, 0 <= EPI <= 1. For further information about the EPI, please see (Dalmolin et al. 2011).
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Figure 1. Toy examples showing the distribution of orthologous and paralogous genes in a given
species tree. (a) OG of low abundance Dalpha, high diversity (Halpha) and consequently low plasticity
(PI ). In this hypothetical case, the OG comprises orthologous genes observed in all species, without apparent
deletion or duplication episodes. (b) in this example the OG is observed in many species, but not all, with
many paralogs in some of them. Green numbers represents the number of orthologous genes in each species.

geneplast also implements a new algorithm called Bridge in order to interrogate the evolutionary root of a
given gene based on the distribution of its orthologs. The Bridge algorithm assesses the probability that an
ortholog of a given gene is present in each last common ancestor (LCA) of a given species (in a given species
tree). As a result, this approach infers the evolutionary root representing the gene emergence. The method is
designed to deal with large scale queries in order to interrogate, for example, all genes annotated in a network
(please refer to (Castro et al. 2008) for a case study illustrating the advantages of using this approach).

To illustrate the rooting inference consider the evolutionary scenarios presented in Figure 2 for the same
hypothetical OGs. These OGs comprise a number of orthologous genes distributed among 13 species, and
the pattern of presence or absence is indicated by green and grey colours, respectively. Observe that at
least one ortholog is present in all extant species in Figure 2a. To explain this common genetic trait, one
possible evolutionary scenario could assume that the ortholog was present in the LCA of all species and
was genetically transmitted up to the descendants. For this case, the evolutionary root might be placed at
the bottom of the species tree (i.e. node g). The same reasoning can be done in Figure 2b, but with the
evolutionary root placed at node d. The geneplast rooting pipeline is designed to infer the most consistent
rooting scenario for the observed orthologs in a given species tree. The pipeline provides a consistency score
called Dscore which estimates the stability of the inferred root, as well as an associated empirical p-value
computed by permutation analysis.
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Figure 2. Possible evolutionary rooting scenarios for the same toy examples depitected in Figure
1. (a, b) Red circles indicate the evolutionary roots that best explain the observed orthologs in this species
tree.

Quick start

The orthology data required to run geneplast is available in the gpdata.gs dataset. This dataset includes four
objects containing information about Clusters of Orthologous Groups derived from the STRING database,
release 9.1. geneplast can also be used with other sources of orthology information, provided that the input
is set according to the gpdata.gs data structure (note: in order to reduce the processing time this example
uses a subset of the STRING database).
library(geneplast)
data(gpdata.gs)

Evolutionary plasticity inference

The first step is to create an OGP object by running the gplast.preprocess function. This example uses
121 eukaryotic species from the STRING database and all OGs mapped to the genome stabilty gene network
(Castro et al. 2008). Next, the gplast function perform the plasticity analysis and the gplast.get returns
the results:

1 - Create an object of class OGP.
ogp <- gplast.preprocess(cogdata=cogdata, sspids=sspids, cogids=cogids, verbose=FALSE)

2 - Run the gplast function.
ogp <- gplast(ogp, verbose=FALSE)

3 - Get results.
res <- gplast.get(ogp,what="results")
head(res)

## abundance diversity plasticity
## KOG0011 1.7328 0.9532 0.2759
## KOG0028 3.1466 0.9207 0.4809

3



## KOG0034 4.1121 0.9216 0.5455
## KOG0037 2.8252 0.9116 0.4577
## KOG0045 7.3534 0.8965 0.6694
## KOG0192 26.9286 0.8284 0.8404

The results are returned in a 3-column data.frame with OG ids (cogids) identified in row.names. Columns
are named as abundance, diversity, and plasticity.

The metric abundance simply indicates the ratio of orthologs and paralogs by species. For example, KOG0011
cromprises 201 genes distributed in 116 eukaryotic species, with a resulting abundance of 1.7328. Abundance
of 1 indicates an one-to-one orthology relationship, while high abundance denotes many duplication episodes
on the OG’s evolutionary history. Diversity is obtained applying normalized Shannon entropy on orthologous
distribution and Plasticity is obtained by EPI index, as described equation (1).

Evolutionary rooting inference

The rooting analysis starts with an OGR object by running the groot.preprocess function. This example
uses all OGs mapped to the genome stability gene network using H. sapiens as reference species (Castro et
al. 2008) and is set to perform 100 permutations for demonstration purposes (for a full analysis, please set
Permutations>=1000). Next, the groot function performs the rooting analysis and the results are retrieved
by groot.get, which returns a data.frame listing the root of each OG evaluated by the groot method. The
pipeline also returns the inconsistency score, which estimates the stability of the rooting analysis, as well
as the associated empirical p-value. Additionally, the groot.plot function allows the visualization of the
inferred root for a given OG (e.g. Figure 3) and the LCAs for the reference species (Figure 4).

1 - Create an object of class OGR.
ogr <- groot.preprocess(cogdata=cogdata, phyloTree=phyloTree,

spid="9606", cogids=cogids, verbose=FALSE)

2 - Run the groot function.
set.seed(1)
ogr <- groot(ogr, nPermutations=100, verbose=FALSE)

3 - Get results.
res <- groot.get(ogr,what="results")
head(res)

## Root Dscore Pvalue AdjPvalue
## NOG251516 3 0.67 2.49e-10 3.54e-08
## NOG80202 4 1.00 1.46e-09 2.07e-07
## NOG72146 6 0.82 2.99e-05 4.24e-03
## NOG44788 6 0.56 1.61e-04 2.28e-02
## NOG39906 7 1.00 8.30e-09 1.18e-06
## NOG45364 9 0.83 1.94e-07 2.76e-05

4 - Check the inferred root of a given OG
groot.plot(ogr,whichOG="NOG40170")

## PDF file 'gproot_NOG40170_9606LCAs.pdf' has been generated!

5 - Visualization of the LCAs for the reference species in the analysis (i.e. H. sapiens)
groot.plot(ogr,plot.lcas = TRUE)

## PDF file 'gproot_9606LCAs.pdf' has been generated!
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Figure 3. Inferred evolutionary rooting scenario for NOG40170. Monophyletic groups are ordered
to show all branches of the tree below the queried species in the analysis.
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Figure 4. Visualization of the LCAs for the reference species in the analysis.

Case studies

High-throughput rooting inference

This example shows how to assess all OGs annotated for H. sapiens.

1 - Load orthogy data from the geneplast.data.string.v91 package (currently available under request).
library(geneplast.data.string.v91)
data(gpdata_string_v91)

2 - Create an object of class ‘OGR’ for a reference ‘spid’.
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ogr <- groot.preprocess(cogdata=cogdata, phyloTree=phyloTree, spid="9606")

3 - Run the groot function and infer the evolutionary roots. Note: this step should take a long processing
time due to the large number of OGs in the input data (also, nPermutations argument is set to 100 for
demonstration purpose only).
ogr <- groot(ogr, nPermutations=100, verbose=TRUE)

Map rooting information on PPI networks

This example aims to show the evolutionary root of a protein-protein interaction (PPI) network, mapping
the appearance of each gene in a given species tree. The next steps show how to tranfer evolutionary rooting
information from geneplast to a graph model. Note: to make this work the gene annotation available from
the input PPI network needs to match the annotation available from the geneplast data (in this case, ENTREZ
gene IDs are used to match the datasets).

1 - Load a PPI network and required packages. The igraph object called ‘ppi.gs’ provides PPI information
for apoptosis and genome-stability genes (Castro et al. 2008).
library(RedeR)
library(igraph)
library(RColorBrewer)
data(ppi.gs)

2 - Map rooting information on the igraph object.
g <- ogr2igraph(ogr, cogdata, ppi.gs, idkey = "ENTREZ")

3 - Adjust colors for rooting information.
pal <- brewer.pal(9, "RdYlBu")
color_col <- colorRampPalette(pal)(25) #set a color for each root!
g <- att.setv(g=g, from="Root", to="nodeColor", cols=color_col,

na.col = "grey80", breaks = seq(1,25))

4 - Aesthetic adjusts for some graph attributes.
g <- att.setv(g = g, from = "SYMBOL", to = "nodeAlias")
E(g)$edgeColor <- "grey80"
V(g)$nodeLineColor <- "grey80"

5 - Send the igraph object to RedeR interface.
rdp <- RedPort()
calld(rdp)
resetd(rdp)
addGraph(rdp, g)
addLegend.color(rdp, colvec=g$legNodeColor$scale, size=15,

labvec=g$legNodeColor$legend, title="Roots represented in Fig4")

6 - Get apoptosis and genome-stability sub-networks.
g1 <- induced_subgraph(g=g, V(g)$name[V(g)$Apoptosis==1])
g2 <- induced_subgraph(g=g, V(g)$name[V(g)$GenomeStability==1])

7 - Group apoptosis and genome-stability genes into containers.
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myTheme <- list(nestFontSize=25, zoom=80, isNest=TRUE, gscale=65, theme=2)
addGraph(rdp, g1, gcoord=c(25, 50), theme = c(myTheme, nestAlias="Apoptosis"))
addGraph(rdp, g2, gcoord=c(75, 50), theme = c(myTheme, nestAlias="Genome Stability"))
relax(rdp, p1=50, p2=50, p3=50, p4=50, p5= 50, ps = TRUE)

Figure 5. Inferred evolutionary roots of a protein-protein interaction network.

Map rooting information on regulatory networks

This example aims to show the evolutionary root of regulons (Fletcher et al. 2013). The idea is to map the
appearance of each regulon (and the corresponding target genes) in a species tree. The next steps show how
to tranfer evolutionary rooting information from geneplast to a graph model. Note: to make this work the
gene annotation available from the input regulatory network needs to match the annotation available from the
geneplast data (in this case, ENTREZ gene IDs are used to match the datasets).

1 - Load a TNI class object and required packages. The rtni1st object provides regulons available from the
Fletcher2013b data package computed from breast cancer data (Fletcher et al. 2013).
library(RTN)
library(Fletcher2013b)
library(RedeR)
library(igraph)
library(RColorBrewer)
data("rtni1st")

2 - Extract two regulons from rtni1st into an igraph object.
regs <- c("FOXM1","PTTG1")
g <- tni.graph(rtni1st, gtype = "rmap", tfs = regs)

3 - Map rooting information on the igraph object.
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g <- ogr2igraph(ogr, cogdata, g, idkey = "ENTREZ")

4 - Adjust colors for rooting information.
pal <- brewer.pal(9, "RdYlBu")
color_col <- colorRampPalette(pal)(25) #set a color for each root!
g <- att.setv(g=g, from="Root", to="nodeColor", cols=color_col,

na.col = "grey80", breaks = seq(1,25))

5 - Aesthetic adjusts for some graph attributes.
idx <- V(g)$SYMBOL %in% regs
V(g)$nodeFontSize[idx] <- 30
V(g)$nodeFontSize[!idx] <- 1
E(g)$edgeColor <- "grey80"
V(g)$nodeLineColor <- "grey80"

6 - Send the igraph object to RedeR interface.
rdp <- RedPort()
calld(rdp)
resetd(rdp)
addGraph( rdp, g, layout=NULL)
addLegend.color(rdp, colvec=g$legNodeColor$scale, size=15,

labvec=g$legNodeColor$legend, title="Roots represented in Fig4")
relax(rdp, 15, 100, 20, 50, 10, 100, 10, 2, ps=TRUE)

Figure 6. Inferred evolutionary roots of two regulators (FOXM1 and PTTG1) and the
corresponding targets.
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Session information

## R version 3.5.1 (2018-07-02)
## Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
## Running under: Ubuntu 18.04.1 LTS
##
## Matrix products: default
## BLAS: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/blas/libblas.so.3.7.1
## LAPACK: /usr/lib/x86_64-linux-gnu/lapack/liblapack.so.3.7.1
##
## locale:
## [1] LC_CTYPE=en_GB.UTF-8 LC_NUMERIC=C
## [3] LC_TIME=en_GB.UTF-8 LC_COLLATE=en_GB.UTF-8
## [5] LC_MONETARY=en_GB.UTF-8 LC_MESSAGES=en_GB.UTF-8
## [7] LC_PAPER=en_GB.UTF-8 LC_NAME=C
## [9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
## [11] LC_MEASUREMENT=en_GB.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
##
## attached base packages:
## [1] stats graphics grDevices utils datasets methods base
##
## other attached packages:
## [1] geneplast_1.6.2
##
## loaded via a namespace (and not attached):
## [1] Rcpp_0.12.18 lattice_0.20-35 ape_5.1 snow_0.4-2
## [5] digest_0.6.15 rprojroot_1.3-2 grid_3.5.1 nlme_3.1-137
## [9] backports_1.1.2 magrittr_1.5 evaluate_0.11 stringi_1.2.4
## [13] rmarkdown_1.10 BiocStyle_2.8.2 tools_3.5.1 stringr_1.3.1
## [17] igraph_1.2.2 parallel_3.5.1 yaml_2.2.0 compiler_3.5.1
## [21] pkgconfig_2.0.2 htmltools_0.3.6 knitr_1.20
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ANEXO D -- ARTIGO PUBLICADO - (Corces et al., 2018)

The chromatin accessibility landscape of primary human cancers. Corces et al.,
SCIENCE, v. 362, n.6413 p. 420-434, 2018. DOI:10.1126/science.aav1898

O artigo é um estudo sobre a acessibilidade da cromatina combinando diversas
abordagens, entre elas a reconstrução de redes regulatórias na análise da predisposição ao
desenvolvimento do câncer.

A participação da doutoranda nesse trabalho é derivada de diversas atualizações
efetuadas no pacote RTN, a ferramenta utilizada para reconstrução de redes regulatórias
utilizada no paper em questão, realizadas em decorrência da criação da abordagem central
dessa tese.
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The chromatin accessibility
landscape of primary human cancers
M. Ryan Corces*, Jeffrey M. Granja*, Shadi Shams, Bryan H. Louie, Jose A. Seoane,
Wanding Zhou, Tiago C. Silva, Clarice Groeneveld, Christopher K. Wong,
Seung Woo Cho, Ansuman T. Satpathy, Maxwell R. Mumbach, Katherine A. Hoadley,
A. Gordon Robertson, Nathan C. Sheffield, Ina Felau, Mauro A. A. Castro,
Benjamin P. Berman, Louis M. Staudt, Jean C. Zenklusen, Peter W. Laird,
Christina Curtis, The Cancer Genome Atlas Analysis Network,
William J. Greenleaf†, Howard Y. Chang†

INTRODUCTION: Cancer is one of the lead-
ing causes of death worldwide. Although the
2% of the human genome that encodes pro-
teins has been extensively studied, much re-
mains to be learned about the noncoding
genome and gene regulation in cancer. Genes
are turned on and off in the proper cell types
and cell states by transcription factor (TF)
proteins acting on DNA regulatory elements
that are scattered over the vast noncoding
genome and exert long-range influences. The
Cancer Genome Atlas (TCGA) is a global con-
sortium that aims to accelerate the understand-
ing of the molecular basis of cancer. TCGA has
systematically collected DNAmutation, methyl-

ation, RNA expression, and other compre-
hensive datasets from primary human cancer
tissue. TCGA has served as an invaluable re-
source for the identification of genomic aber-
rations, altered transcriptional networks, and
cancer subtypes. Nonetheless, the gene regu-
latory landscapes of these tumors have largely
been inferred through indirect means.

RATIONALE: A hallmark of active DNA reg-
ulatory elements is chromatin accessibility.
Eukaryotic genomes are compacted in chro-
matin, a complex ofDNAandproteins, andonly
the active regulatory elements are accessible by
the cell’s machinery such as TFs. The assay for

transposase-accessible chromatinusing sequenc-
ing (ATAC-seq) quantifies DNA accessibility
through the use of transposase enzymes that
insert sequencing adapters at these accessible
chromatin sites. ATAC-seq enables the genome-
wide profiling of TF binding events that or-
chestrate gene expression programs and give
a cell its identity.

RESULTS:We generated high-quality ATAC-
seq data in 410 tumor samples from TCGA,
identifying diverse regulatory landscapes across
23 cancer types. These chromatin accessibility
profiles identify cancer- and tissue-specific DNA
regulatory elements that enable classification of

tumorsubtypeswithnewly
recognized prognostic im-
portance. We identify dis-
tinct TF activities in cancer
based on differences in the
inferred patterns of TF-
DNA interaction andgene

expression. Genome-wide correlation of gene
expression and chromatin accessibility pre-
dicts tens of thousands of putative interac-
tions between distal regulatory elements and
gene promoters, including key oncogenes and
targets in cancer immunotherapy, such asMYC,
SRC, BCL2, and PDL1. Moreover, these regula-
tory interactions inform known genetic risk
loci linked to cancer predisposition, nominating
biochemical mechanisms and target genes for
many cancer-linked genetic variants. Lastly,
integration with mutation profiling by whole-
genome sequencing identifies cancer-relevant
noncodingmutations that are associatedwith
altered gene expression. A single-basemutation
located 12 kilobases upstream of the FGD4 gene,
a regulator of the actin cytoskeleton, generates
a putative de novo binding site for anNKXTF
and is associated with an increase in chroma-
tin accessibility and a concomitant increase in
FGD4 gene expression.

CONCLUSION: The accessible genome of pri-
mary human cancers provides a wealth of in-
formation on the susceptibility, mechanisms,
prognosis, and potential therapeutic strategies
of diverse cancer types. Predictionof interactions
betweenDNA regulatory elements and gene pro-
moters sets the stage for future integrative gene
regulatory network analyses. The discovery of
hundreds of noncoding somaticmutations that
exhibit allele-specific regulatory effects suggests
apervasivemechanism for cancer cells tomanip-
ulate gene expression and increase cellular fit-
ness. These data may serve as a foundational
resource for the cancer research community.▪
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Cancer gene regulatory landscape. Chromatin accessibility profiling of 23 human cancer
types (left) in 410 tumor samples from TCGA revealed 562,709 DNA regulatory elements. The
activity of these DNA elements organized cancer subtypes, identified TF proteins and
regulatory elements controlling cancer gene expression, and suggested molecular mecha-
nisms for cancer-associated inherited variants and somatic mutations in the noncoding
genome. See main article for abbreviations of cancer types. Ref., reference; Var., variant.
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ANEXO E -- ARTIGO PUBLICADO - (Chagas et al., 2019)

RTNduals: an R/Bioconductor package for analysis of co-regulation and inference of
dual regulons. Chagas et al., BIOINFORMATICS, v. 35, n. 24, p. 5357-5358, 2019. DOI:
10.1093/bioinformatics/btz534

O artigo introduz o pacote RTNduals (depositado no repositório Bioconductor) uma
ferramenta que identifica uma dupla de regulons com um número de alvos compartilhados
estatisticamente significantivo. Esse é um pacote que utiliza as redes regulatórias transcricionais
para identificar associações co-reguladoras entre regulons e que se estendeu a partir do pacote
RTN.

A participação da doutoranda nesse trabalho é derivada de diversas atualizações
efetuadas no pacote RTN, a ferramenta utilizada para reconstrução de redes regulatórias
utilizada no paper em questão, efetuadas em decorrência da criação da abordagem central dessa
tese. A participação também decorre da criação da ilustração presente nessa publicação.
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Abstract

Motivation: Transcription factors (TFs) are key regulators of gene expression, and can activate or

repress multiple target genes, forming regulatory units, or regulons. Understanding downstream

effects of these regulators includes evaluating how TFs cooperate or compete within regulatory

networks. Here we present RTNduals, an R/Bioconductor package that implements a general

method for analyzing pairs of regulons.

Results: RTNduals identifies a dual regulon when the number of targets shared between a pair of

regulators is statistically significant. The package extends the RTN (Reconstruction of

Transcriptional Networks) package, and uses RTN transcriptional networks to identify significant

co-regulatory associations between regulons. The Supplementary Information reports two case

studies for TFs using the METABRIC and TCGA breast cancer cohorts.

Availability and implementation: RTNduals is written in the R language, and is available from the

Bioconductor project at http://bioconductor.org/packages/RTNduals/.

Contact: grobertson@bcgsc.ca or mauro.castro@ufpr.br

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Gene regulation in eukaryotes integrates a large number of intercon-

nected regulatory influences. Some of the major contributors in gene

regulation are transcription factors (TFs): proteins that can act as

activators or repressors of gene expression, typically by binding to

regulatory DNA regions and recruiting the transcriptional apparatus

(Yamaguchi et al., 2017). TFs are widely used in methods that re-

construct transcriptional networks, and algorithms that reconstruct

VC The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 5357
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ANEXO F -- ARTIGO PUBLICADO - (Mathias et al., 2021)

Novel lncRNAs Co-Expression Networks Identifies LINC00504 with Oncogenic Role
in Luminal A Breast Cancer Cells. Mathias et al., INTERNATIONAL JOURNAL OF
MOLECULAR SCIENCES, v. 22, n. 2420, p. 1-15, 2021. DOI:10.3390/ijms22052420

O artigo descreve o estudo do potencial regulatório de redes de co-expressão com
regulons de RNAs longos não codificantes (lncRNA) em dados de pacientes com câncer de
mama.

A participação da doutoranda nesse trabalho é derivada de análises efetuadas em
conjunto utilizando o pacote RTN.
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Abstract: Long non-coding RNAs (lncRNAs) are functional transcripts with more than 200 nucleotides.
These molecules exhibit great regulatory capacity and may act at different levels of gene expression
regulation. Despite this regulatory versatility, the biology of these molecules is still poorly understood.
Computational approaches are being increasingly used to elucidate biological mechanisms in which
these lncRNAs may be involved. Co-expression networks can serve as great allies in elucidating
the possible regulatory contexts in which these molecules are involved. Herein, we propose the
use of the pipeline deposited in the RTN package to build lncRNAs co-expression networks using
TCGA breast cancer (BC) cohort data. Worldwide, BC is the most common cancer in women and has
great molecular heterogeneity. We identified an enriched co-expression network for the validation
of relevant cell processes in the context of BC, including LINC00504. This lncRNA has increased
expression in luminal subtype A samples, and is associated with prognosis in basal-like subtype.
Silencing this lncRNA in luminal A cell lines resulted in decreased cell viability and colony formation.
These results highlight the relevance of the proposed method for the identification of lncRNAs in
specific biological contexts.

Keywords: LINC00504; breast cancer; co-expression; lncRNA; luminal A

1. Introduction

Non-coding RNAs are a big class of transcripts that can be classified according to their
size, comprising small RNAs <200 nucleotides (nt) and long non-coding RNAs (lncRNA)
>200 nt [1]. LncRNA molecules are usually transcribed by RNA polymerase II, capped,
and polyadenylated with some being also spliced. LncRNAs present high tissue specificity
and great regulatory versatility, acting at different levels of gene expression regulation [2,3].
LncRNAs have already been analyzed in several human diseases, including cancer, with
varying regulatory activity as either oncogenic or tumor suppressor, whose activity can
modulate all hallmarks of cancer [4]. For example, the lncRNA HOTAIR can promote
tumor growth and metastasis in several cancer types, such as breast, hepatocellular, lung
and gastric cancer. [5].One lncRNA known to act as a tumor suppressor, regulating p53, is
the Maternally expressed gene 3 (MEG3). Several studies have shown down-regulation of
this lncRNA in human cancers, such as lung, breast, gastric and colorectal [6].

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 2420. https://doi.org/10.3390/ijms22052420 https://www.mdpi.com/journal/ijms
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ANEXO G -- ARTIGO SUBMETIDO - (Cardoso et al., 2021)

TreeAndLeaf: an R/Bioconductor package for representing graphs and trees with focus
on the leaves. Cardoso et al., 2021.

O artigo ainda está em fase de submissão e introduz a ferramenta TreeAndLeaf
(depositada no repositório Bioconductor) que combina algoritmos na organização de árvores
binárias, possibilitando a representação combinada de várias camadas de informações em folhas
de dendrograma.

A participação da doutoranda nesse trabalho é decorrente da elaboração conjunta das
ilustrações presentes no artigo e de dois dos estudos de caso que são exemplos para a utilização
da ferramenta.
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Abstract

Motivation: Dendrogram is a classical diagram for visualizing binary trees. Although eff cient to represent

hierarchical relations, it provides limited space for displaying information on the leaf elements, especially

for large trees.

Results: Here we present TreeAndLeaf, an R/Bioconductor package that implements a hybrid layout

strategy to represent tree diagrams with focus on the leaves. The TreeAndLeaf package combines force-

directed graph and tree layout algorithms using a single visualization system, allowing projection of multiple

layers of information onto a graph-tree diagram. The Supplementary Information provides two case

studies that use breast cancer data from epidemiological and experimental studies.

Availability: TreeAndLeaf is written in the R language, and is available from the Bioconductor project at

http://bioconductor.org/packages/TreeAndLeaf/ (version>=1.4.1)

Contact: mauro.castro@ufpr.br

Supplementary information: Supplementary data are available at online.

1 Introduction

A dendrogram is a classical diagram used to represent hierarchical

relations. It is a type of tree, containing an origin (root), edges (branches),

inner and outer nodes, as illustrated in Figure 1A. The root is where the

branches and nodes come from, indicating the direction to the outer nodes

or leaves. The dendrogram is also a binary tree, in which the number of

edges connected to inner nodes is not greater than three (Lapointe and

Legendre, 1995).

Dendrograms are effectively used to represent trees and clustering

structures. However, a dendrogram layout optimizes some aesthetic

qualities (Rusu and Santiago, 2008), using most of the diagram space to

arrange branches and inner nodes, a tradeoff that results in limited space

to arrange the leaves. For large dendrograms, the outer nodes are often

squeezed into small slots. Therefore, a dendrogram may not provide the

best layout when the user needs to visualize the information contained in

the leaves.

The TreeAndLeaf package aims to improve the visualization of

dendrogram leaves by combining force-directed graph and tree layout

algorithms, a hybrid strategy that ref nes the space distribution of the

outer nodes, shifting the focus of the visualization to the leaves. We have

originally developed this approach for integrative network analysis (Castro

et al., 2016; Campbell et al., 2017) and we anticipate a broader applicability

of the TreeAndLeaf package due to the widespread use of dendrograms.

1
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ANEXO H -- CAPÍTULO DE LIVRO PUBLICADO - (Cruz et al., 2017)

Protein Function Prediction foi redigido para figurar como um capı́tulo do livro
Functional Genomics. A participação da doutoranda nesse trabalho é decorrente da criação
conceitual das figuras que ilustram o processo de anotação funcional de proteı́nas:

•Fluxograma de orientação no estabelecimento e entendimento da homologia entre
sequencias de proteı́nas;

•Fluxograma de demonstração do processo de anotação de uma sequência de proteina, um
proteoma ou um metagenoma por comparação com um banco de dados existente;

•Estudo de caso que inclui a utilização de ferramentas relacionadas com: busca de
sequencia de proteı́nas, alinhamento, anotação, análise de famı́lia de proteı́nas, análise
de ontologia, predição de hélices transmembrana, interação proteı́na-proteı́na.




