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RESUMO

A fibrilacdo atrial (FA) é o tipo de arritmia cardiaca mais comum e afeta de forma crescente
milhdes de pessoas ao redor do mundo. Sua patofisiologia envolve mecanismos complexos de
remodelamento estrutural e elétrico dos atrios, muitos dos quais sdo pouco compreendidos.
Dados de transcriptoma tém histérico em serem utilizados para levantar hipGteses de
mecanismos bioldgicos por tras de doencas complexas. Contudo, a analise desse tipo de dado
sofre com baixo poder estatistico e problemas de reprodutibilidade. Nesse sentido, este
trabalho teve como objetivo realizar uma metanalise de dados de microarranjo envolvendo
amostras de pacientes com fibrilagdo atrial. Os dados dos estudos selecionados foram
baixados, analisados quanto a sua qualidade e pré-processados. A seguir, foi realizado uma
analise de expressao diferencial de cada conjunto de dados individual. Estes resultados foram
integrados por meio de metandlise, resultando numa lista final de 589 transcritos
diferencialmente expressos na FA em relacdo a controles. Uma rede de interacdo proteina-
proteina foi gerada a partir dessa lista e analisada quanto a seus parametros topoldgicos -
identificando 11 hubs-bottlenecks principais - e por meio de analise de clusterizacdo -
identificando 4 médulos funcionais principais. Estes 4 mddulos enriqueceram para 23, 54, 33
e 53 vias bioldgicas, respectivamente, as quais envolvem, entre outros, processos relacionados
ao estresse do reticulo endoplasmatico, estresse oxidativo, catabolismo proteico e inflamacéo.
Os hubs-bottlenecks, por sua vez, representam proteinas densamente conectadas e com
possivel papel chave regulatério da rede principal. A chaperona HSPA5, a proteina de
ancoramento ANK2 e a proteina CTNNBI, chave da via Wnt/B-catenina sdo alguns
exemplos. Dessa forma, a metanalise de dados de microarranjo foi Gtil em identificar
mecanismos patofisioldgicos e transcritos desregulados envolvidos com a FA, demonstrando
seu uso potencial no estudo de doencas complexas. Nossos resultados poderdo, portanto, ser
utilizados como base sélida para o levantamento de hipéteses de pesquisas futuras envolvendo
aFA.

Palavras-chave: Andlise de redes. Enriquecimento funcional. Fibrilacdo atrial. Metanalise.
Microarranjo. Transcriptoma.



ABSTRACT

Atrial fibrillation (FA) is the most common type of cardiac arrhythmia and affects millions of
people around the world. Its pathophysiology involves complex mechanisms of structural and
electrical remodeling of the atria, many of which are poorly understood. Transcriptome data
have a history of being used to hypothesize biological mechanisms behind complex diseases.
However, analysis of this type of data suffers from low statistical power and reproducibility
problems. Therefore, this study aimed to perform a meta-analysis of microarray data
involving samples of patients with atrial fibrillation. Data extracted from the selected studies
were downloaded, analyzed for quality and normalized. Next, a differential expression
analysis of each individual data set was performed. These results were integrated by meta-
analysis, resulting in a final list of 589 differentially expressed transcripts in FA relative to
controls. A protein-protein interaction network was generated from this list and analyzed for
its topological parameters - identifying 11 main hubs-bottlenecks - and by clustering analysis
- identifying 4 main functional modules. These 4 modules enriched for 23, 54, 33 and 53
biological pathways, respectively, which involve, among others, processes related to
endoplasmic reticulum stress, oxidative stress, protein catabolism and inflammation. The
hubs-bottlenecks, in turn, represent densely connected proteins with possible regulatory key
role in the main network. Chaperone HSPA5, ANK2 anchoring protein and CTNNB1 protein,
key to the Wnt/B-catenin pathway, are some examples. Thus, the meta-analysis of microarray
data was useful in identifying pathophysiological mechanisms and dysregulated transcripts
involved with AF, demonstrating their potential use in the study of complex diseases. Our
results can therefore be used as a solid basis for raising hypotheses of future research
involving AF.

Keywords: Network analysis. Functional enrichment. Atrial fibrillation. Meta-analysis.
Microarray. Transcriptome.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fases do potencial de agdo CardiaCo..........ccecervereeieereeiecie e

Figura 2 — Esquema metodoldgico de uma metandlise de dados de microarranjo..........



LISTA DE ABREVIATURAS

ATR1: receptor de angiotensina Il do tipo |
ATR2: receptor de angiotensina Il do tipo Il
CaMKII: calmodulina cinase tipo 2

ERK: extracellular signal-related kinase
FA: fibrilacdo atrial

JNK: C-jun N-terminal kinase

NCX: bomba antiporte 3Na+/1Ca2+

PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas
PDPs: pds-despolarizagdes precoces

PDTs: pos-despolarizacGes tardias

PLB: proteina fosfolambam

RS: reticulo Sarcoplasmatico

RyR2: receptor de rianodina

TGFp1: fator de crescimento transformante 3



SUMARIO

O LN ST0] 516107 I 8
1.1 AFIBRILAGAO ATRIAL...ovieieveeeeceeeeeeteses e sesie st sae st ens s ssns s ssnansnsanenns 8
1.1.1 A Patofisiologia da Fibrilac8o Atrial ............cccoeiiiiiiiie e 9
1.2 TRANSCRIPTOMA ...ttt ettt sttt sttt be st e enenne e 14
i O I\ [T o= g - L | o T OSSPSR 15
1.2.2 Metanalise de Dados de Transcriptoma provenientes de Microarranjo.................. 15
L3 JUSTIFICATIVA ottt sttt a ettt eneebe e 17
1.4 OBUIETIVOS ...ttt sttt ettt se et st e e te st st eneete e 18
1.4.1 ODJEUIVO GEIFAL ...t 18
1.4.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. .. .cuveuiiiiiieiiiie sttt ettt 18
2 ARTIGO CIENTIFICO ...ttt 19
3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ...t 51
REFERENCIAS ..ottt 52



1 INTRODUCAO

A fibrilacdo atrial € um tipo de arritmia extremamente comum e responsavel por
crescente morbidade cardiovascular. Possui mecanismos patofisiolégicos complexos
envolvendo remodelamento estrutural e elétrico dos atrios, muitos dos quais ndo sdo
compreendidos. Nesse sentido, a analise de dados de microarranjo pode servir de ferramenta
para explorar novos mecanismos biologicos envolvidos com a doenca. Contudo, analise de
experimentos individuais de microarranjo sofrem com baixo poder estatisticos e baixa
reprodutibilidade. Por isso, este estudo se prop6s a realizar uma metanalise de dados de
transcriptoma envolvendo a fibrilacdo atrial para mitigar esses reveses metodoldgicos e lancar

luz aos mecanismos bioldgicos que a permeiam.

1.1 A FIBRILACAO ATRIAL

A fibrilacdo atrial (FA) é o tipo de arritmia cardiaca de significancia clinica mais
comum, e est4 associada com crescente morbidade cardiovascular, especialmente no que diz
respeito a chance de derrames, insuficiéncia cardiaca e morte subita (CHUGH et al., 2014).
Em 2010, o numero estimado de pacientes diagnosticados com FA girava em torno dos 33
milhdes de pessoas, afetando principalmente individuos com mais de 60 anos (40% dos
casos). Até 2030, o nimero de novos casos diagnosticados por ano deve girar em torno dos
215.000, em funcdo da inversdo das piramides etarias ao redor do mundo nas préximas
décadas (envelhecimento da populacdo) (MCMANUS; RIENSTRA; BENJAMIN, 2012).
Além de em idosos, a FA tem alta prevaléncia em pacientes com hipertensao, insuficiéncia
cardiaca, doenga arterial coronariana, anomalias valvulares, diabetes mellitus e doenga
cronica renal (BALL et al., 2013).

A FA se apresenta de formas distintas de acordo com o inicio, dura¢do e conclusdo dos
episddios arritmicos. Tipicamente, a FA evolui ao longo do tempo de episodios curtos e
infrequentes (FA paroxistica - termina em até 48 horas) para episodios mais longos e mais
frequentes (FA persistente - dura mais que 7 dias ou até que seja realizada a cardioverséo - ou
permanente - dura mais do que um ano e é refrataria a cardioversdao) (CHARITOS et al.,
2014). Dessa forma, muitos pacientes com FA tém sua qualidade de vida significativamente
afetada, experienciando uma variedade de sintomas que incluem principalmente fadiga, mas

também palpitacOes, dispneia, sensacdo de aperto no peito, problemas para dormir e
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significativo estresse psicolégico (THRALL et al., 2006). Hospitalizagdes também séo
frequentes entre esses pacientes, principalmente em funcdo das comorbidades associadas a
FA, o que também afeta negativamente sua qualidade de vida (DEVORE et al., 2016).

1.1.1 A Patofisiologia da Fibrilagdo Atrial

A FA é uma taquiarritmia supraventricular, caracterizada por ativacdo descoordenada
e irregular dos atrios e consequente inefetividade da contracao atrial (FUSTER et al., 2011). O
conjunto disso com a decorrente variabilidade no enchimento ventricular associado a um
controle pobre da frequéncia ventricular e a ativacdo do sistema nervoso simpético por
despolarizac6es irregulares causam as principais alteracbes hemodinamicas e sintomas da FA
(IKEDA et al.,, 2012). A FA também confere grande aumento do risco de eventos
tromboembdlicos devido a formacdo de trombos, usualmente no apéndice atrial esquerdo.
Além disso, o aparecimento da FA esta frequentemente associada a exacerbagdo de outras
doencas cardiacas, tanto por ser causa ou consequéncia da deterioracdo funcional e/ou
estrutural do coracdo encontrada nessas condi¢des (HEALEY et al., 2012). No paciente com
FA, a perda da contracdo funcional dos atrios também pode diminuir o débito cardiaco,
principalmente quando o enchimento dos ventriculos é ainda dificultado por quadros de
estenose mitral, hipertens&o e hipertrofia cardiaca (BROOKES et al., 1998).

O potencial de acdo normal do musculo cardiaco (figura 1) exibe mudancas tipicas de
voltagem ao longo do tempo. O potencial de acdo de resposta rapida é caracteristico de
celulas musculares atriais e ventriculares normais e das fibras de Purkinje e tem inicio com
um potencial de membrana intracelular negativo (—90 mV: potencial de repouso), que se torna
rapidamente positivo (depois que atinge o limiar de em torno de —65 mV) durante a
despolarizacéo (fase 0), na qual ocorre um influxo rapido de s6dio (Na*) devido a abertura de
canais de Na+ dependentes de voltagem, que se inativam rapidamente em 1 ou 2
milissegundos. Com a inativacdo dos canais de Na®, ocorre breve repolarizagdo (fase 1)
devido a abertura de canais de potassio (K*), a chamada transient outward current. Durante a
fase de despolarizagdo (fase 0), conforme o potencial de membrana torna-se positivo, abrem-
se os chamados canais lentos (L-type) de célcio (Ca?") Estes canais sdo assim chamados
porgue, uma vez abertos, inativam-se lentamente. A abertura destes canais promove o influxo
de Ca?* para a célula cardiaca. Neste momento, o balanco entre o efluxo de K* e o influxo de
Ca?* forma o chamado platd do potencial de acdo (fase 2). Durante o platd, outros canais de

K" se abrem lentamente, os chamados delayed rectifier channels. Estes canais aumentam
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gradualmente o efluxo de K* e déo inicio ao processo de repolarizagdo. Cabe ressaltar que a
duracdo e amplitude do platd é menor nos atrios do que nos ventriculos principalmente devido
a maior magnitude da transient outward current e da delayed rectifier current, uma vez que
essas correntes aceleram a saida da fase 2 para a fase de repolarizacdo (fase 3), a qual tem
inicio quando o efluxo de K* comegca a exceder o influxo de Ca?*. Conforme o potencial de
membrana torna-se mais negativo, uma terceira corrente de K+ (inward rectifier channels)
ganha forca e passa a contribuir substancialmente para a repolarizacdo. O potencial de
repouso (fase 4) é, entdo, alcancado e mantido principalmente pela acdo das bombas de
membrana Na*-K*-ATPase, pela antiporte 3Na*/1Ca?* (NCX) e pela bomba Ca2*-ATPase
(BERS, 2002).

A B
+20
\1 Atrium +20
0
SA node
2 I 0
—20 - 100 msec R
40 =20 + 200 msec
0 o 0 5
-60 -
—60 - 4
-80 -
—-80
-100

Figura 1 - Fases do potencial de acédo cardiaco. Atrios (A) e nodo sinoatrial (B). Adaptado
de: (TERRENOIRE et al., 2005)

Algumas células do coracdo, notavelmente as dos nodos sinoatrial e atrioventricular -
responsaveis pela automaticidade do coracdo (principalmente o nodo sinoatrial) -, por sua
vez, exibem o chamado potencial de acéo de resposta lenta. Comparado as células atriais e
ventriculares, o potencial de repouso destas células é menos negativo (—40 a —70 mV), a fase
0 é menos ingreme, o platé ndo é proeminente e a fase 3 € mais gradual. Além disso, a fase 4
¢ marcada por lenta despolarizacdo espontanea até que o limiar seja atingido e um novo
potencial de acéo seja disparado. O mecanismo por trés dessa despolarizacdo espontanea esta
no influxo de Na+ pelos canais funny de Na* (que se ativam quando o potencial de membrana
se torna hiperpolarizado a -50mV) e também pelo influxo de Ca?* por canais que também se
abrem espontaneamente por volta do potencial -55mV. A frequéncia com que estas células
marcapasso disparam, portanto, pode variar de acordo com a velocidade de repolarizacdo da

fase 3 e de despolarizacdo da fase 4; com a negatividade méxima da hiperpolarizacdo durante
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a fase 4; e com o valor do limiar do potencial de acdo. Estes parametros sdo modificados
principalmente pelo sistema nervoso autdbnomo. Fisiologicamente, a partir do nodo sinoatrial,
0 impulso cardiaco espalha-se radialmente atraves do atrio direito. O feixe de Bachmann
conduz o impulso do nodo sinoatrial diretamente para o atrio esquerdo. O impulso alcanca
entdo o nodo atrioventricular, que € normalmente a Unica porta de entrada para os ventriculos
(TERRENOIRE et al., 2005).

A FA ocorre quando modificacdes estruturais e/ou eletrofisioldgicas alteram o tecido
atrial, promovendo formacao e propagacdo anormal de impulsos cardiacos pelos atrios. Estas
anormalidades sdo causadas por diversos mecanismos patofisiolégicos, muitos ainda nao
compreendidos. Atualmente, sabe-se da interacdo entre trés mecanismos principais que
contribuem para o desenvolvimento da FA: o remodelamento elétrico e da dindmica do (Ca?")
e o remodelamento estrutural dos atrios. Estes fatores interagem - entre si e com outras
comorbidades cardiacas - e se retroalimentam, promovendo a ocorréncia de despolarizacGes
ectopicas (que tem inicio fora do nodo sinoatrial) e reentradas do impulso cardiaco, principais
responsaveis pelo inicio, manutencdo e cronificacdo da FA (NATTEL; HARADA, 2014).

As despolarizacbes ectopicas nos atrios ocorrem majoritariamente em funcdo das
chamadas pds-despolarizacdes precoces (PDPs) - que ocorrem entre a fase 2 e meio da fase 3
do potencial de acdo - e pos-despolarizacGes tardias (PDTs) - que ocorrem entre o fim da fase
3 e inicio da fase 4. PDPs ocorrem mais facilmente quando ocorre um prolongamento na
duracdo do potencial de acdo, enquanto PDTs estdo mais ligados as anormalidades da
dindmica do Ca?* (WAKILI et al., 2011). A ocorréncia de reentradas estdo ligadas ao
remodelamento tanto elétrico como estrutural dos atrios, 0s quais propiciam a propagacdo
anormal e o atraso do impulso cardiaco por tempo suficiente para que regides do musculo
recém excitadas recobrem a excitabilidade (saida do periodo refratario absoluto) (DOBREYV;
NATTEL, 2010).

As propriedades eletrofisiologicas dos atrios sdo mantidas por canais iénicos, bombas
e trocadores de membrana, e o remodelamento elétrico dos atrios pode afetar a dindmica de
qualquer um desses componentes, favorecendo o aparecimento de despolarizagdes ectopicas e
reentradas. Na FA, os principais componentes afetados pelo remodelamento elétrico sdo 0s
canais lentos de Ca?* (L-type), os canais de K* responsaveis pela repolarizacéo final da fase 3
do potencial de acdo (inward rectifier channels), os canais de K* dependentes de acetilcolina
e as conexinas.

Durante a fase 2 do potencial de acdo nos atrios, o Ca®* entra nos cardiomidcitos

através dos canais lentos (L-type) de Ca?* fazendo com que ainda mais Ca?* seja liberado do
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interior do reticulo sarcoplasmético (RS) dessas células através dos receptores de rianodina
(RyR2s). O Ca?* liberado promove a contragdo dos cardiomidcitos e, entdo, é sequestrado
novamente para dentro do RS através da bomba SERCAZ2a - que, fisiologicamente, tem uma
parcela de sua acdo inibida pela proteina fosfolambam (PLB) - ou removido da célula pela
bomba antiporte 3Na*/1Ca?* (NCX) (WAKILI et al., 2011). Durante estimulacéo adrenérgica
pelo sistema simpatico ou adrenal, a calmodulina cinase tipo 2 (CaMKI|I) e a proteina quinase
A tornam-se ativas, fosforilando os canais de Ca2" L-type (que permitem maior entrada de
Ca?"), RyR2s (que passa a liberar mais Ca®* do RS) e PBL (que deixa de inibir a SERCA2a,
bombeando e acumulando mais Ca2+ no RS), permitindo maior forca e velocidade de
contracdo cardiaca. Embora adaptativo em situacGes de estresse que demandam mais do
sistema cardiovascular, a liberacdo continuada de mais Ca?* para o citoplasma tende a
estimular vazamentos diastélicos da RyR2. A ativacdo, entdo, da NCX para bombear o
excesso de Ca?* para fora da célula causa um influxo de Na* em troca da extrusdo do Ca2*
que pode vir a causar PDTs, dando inicio a uma despolarizagao ectopica e, consequentemente,
a um episodio de FA. Com o passar do tempo, a maior frequéncia de contracdo atrial presente
na FA suprime a expressdo dos canais L-type de Ca?*, resultando no menor influxo de Ca®* e
reducdo da duracdo do potencial de acédo, facilitando, por sua vez, episédios de reentradas
(NATTEL; DOBREV, 2012). Algumas outras outras modificacbes no que diz respeito a
dindmica do Ca®" observadas na FA sdo a superexpressdo do trocador NCX (propiciando
PDTSs) e a superativacdo da proteina cinase A (hiperfosforilando canais de Ca?* L-type, RyR2
e PBL, culminando na ocorréncia do descrito acima) (YUE; XIE; NATTEL, 2011); e o
aumento de 10 vezes da expressdo da proteina inibidora da proteina fosfatase 1, a qual, por
sua vez, desfosforila os canais de Ca?*, RyR2 e PBL (PATHAK et al., 2005).

Reentradas também sdo facilitadas pela maior expressdo de canais de K* (inward
rectifier channels e canais dependentes de acetilcolina) verificadas na FA, uma vez que o
maior efluxo de K* durante a repolarizacdo diminui a duracdo do potencial de acdo e, por
consequéncia, o periodo refratario absoluto das células, propiciando que possam despolarizar-
se novamente mais rédpido, culminando em possiveis condugGes anémalas do impulso
cardiaco (PANDIT et al., 2005). Outro componente celular afetado pela fibrilacdo atrial séo as
conexinas. As conexinas formam as juncOes gap, responsaveis pela comunicacdo elétrica
(passagem de ions Na+) entre os cardiomidcitos. Na FA, a conducéo elétrica entre as células é
diminuida, o que favorece o remodelamento atrial e reentradas. Além disso, diversas
mutacOes somaticas envolvendo genes de conexinas j& foram relacionadas a FA
(CHALDOURPI et al., 2009).
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O remodelamento estrutural dos atrios - especialmente a fibrose intersticial - também
é importante no inicio, cronificacdo e resisténcia farmacologica da FA, como diversos estudos
tém demonstrado (BURSTEIN; NATTEL, 2008). A fibrose promove FA interrompendo
feixes condutores do impulso cardiaco e causando disturbios de condugéo locais. Alem disso,
interacbes entre cardiomiocitos e fibroblastos podem causar mudancas arritmogénicas na
dindmica elétrica dos cardiomidcitos (YUE; XIE; NATTEL, 2011). Contudo, 0s mecanismos
gue medeiam o remodelamento da matriz extracelular dos atrios ndo sdo completamente
compreendidos e podem variar, por exemplo, de acordo com outras comorbidades cardiacas
concomitantes a FA, uma vez que fibrose € desfecho de diversas delas (OAKES et al., 2009).
Diversos fatores secretados tem acdo pro-fibrotica. Entre eles, a angiotensina I e o TGFB1
(fator de crescimento transformante 1) sdo fatores bem estabelecidos, enquanto evidéncias
mais recentes sugerem também papel do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(BURSTEIN et al., 2007).

A angiotensina Il tem seus niveis aumentados na FA e medeia fibrose cardiaca em
diversas patologias, incluindo a hipertensdo, a insuficiéncia cardiaca e o infarto (XIAO et al.,
2004). Age ligando-se a dois tipos de receptores: tipo 1 (AT1R) e tipo 2 (AT2R). A via de
sinalizacdo mediada pelo AT1R é pro-fibrotica e estimula a proliferacdo de fibroblastos,
hipertrofia dos cardiomidcitos e apoptose através da ativacdo da ERK 1 e 2 (extracellular
signal-related kinase) e da JNK (c-Jun N-terminal kinase), as quais ativam diversos fatores de
transcricao (EIk-1, c-jun, and c-fos), modulando a expressdo génica. A via do AT1R também
estimula a fosfolipase C, culminando na ativacdo da proteina cinase C e na liberacdo
intracelular de Ca2+, que também estimulam o remodelamento estrutural e elétrico dos atrios
(HUNYADY; CATT, 2006). O TGFp1 ¢ secretado pelos cardiomidcitos e fibroblastos sob
acdo da angiotensina Il e tem acdo autdcrina e paracrina, estimulando ainda mais a producao
de angiotensina Il (feedback positivo), a ativacdo de fibroblastos e a deposicado de colageno
(ROSENKRANZ, 2004). A superexpressdo de TGF-1 causa FA através de distirbios de
conducédo do impulso cardiaco em modelo animal (VERHEULE et al., 2004). O PDGF, por
sua vez, estimula a proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos. Seus receptores dao inicio a
uma cascata de sinalizagdo que ativa os mesmos fatores de transcricdo da cascata da
angiotensina Il. A cascata ativada pelo PDGF parece ser muito mais ativa nos atrios, o que
explica em parte a maior susceptibilidade dos éatrios a fibrose do que os ventriculos
(BURSTEIN et al., 2008).

Apesar dos importantes avangcos na compreensdo acerca dos mecanismos

patofisiologicos da FA nos ultimos anos, ainda had muitos outros a serem elucidados.
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Processos como dilatacdo dos atrios, edema e amiloidose sdo todos observados na FA, mas
sua importancia no desenvolvimento da doenca segue indefinida. Além disso, as interacGes
fisicas e via sinalizacdo celular entre cardiomiocitos e fibroblastos tém papel obscuro na
iniciacdo e cronificacdo da FA e estdo sendo foco recente de pesquisa (YUE; XIE; NATTEL,
2011). Recentemente, uma vez que, no estudo da FA, modelos animais apresentam
importantes limitagGes - como o fato de n&o ocorrer FA espontanea nos animais modelo como
ocorre em humanos e também o fato de terapias efetivas em animais ndo o serem em humanos
-, diversos métodos em bioinforméatica - analise de transcriptdmica, de proteébmica e de
biologia de sistemas - também tém sido empregados para integrar grandes quantidades de
dados no intuito de obter novos insights envolvendo as complexas vias de sinalizagédo
presentes na FA, sendo importantes também para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (NISHIDA et al., 2010). A combinacao de diversos fatores patofisioldgicos e sua
interacdo com outras doencas cardiacas é possivelmente a chave para o avanco de Nnosso
conhecimento bioldgico e terapéutico acerca da FA.

1.2 TRANSCRIPTOMA

O transcriptoma se refere a soma de tudo que é transcrito em células ou tecidos e
baseia-se na quantificacdo relativa de todas as moléculas de RNA neles expressas em um
dado momento ou condicdo. Nesse contexto, a quantificacdo das moléculas de RNA,
principalmente RNA mensageiro, permite que a expressao dos genes seja mensurada e
avaliada de forma indireta. O estudo da expressdo dos genes, por sua vez, fornece uma
quantidade enorme de informagdes a respeito da biologia do alvo ou da condicdo
experimental em estudo (DONG; CHEN, 2013). A posterior analise desses dados de
expressao nos permite, entdo, identificar genes diferencialmente expressos e outros padrdes de
expressao génica; elucidar mecanismos por tras da regulacdo dos genes; identificar as vias
bioldgicas enriquecidas; obter informacdes acerca da co-expressdo dos genes entre outras
informagdes relevantes (LOWE et al., 2017). Ha mais de uma década, as informagdes obtidas
por meio de experimentos de transcriptoma tém sido usadas para alavancar o progresso das
ciéncias bioldgicas e biomédicas, com destaque para a descoberta de mecanismos importantes
envolvendo doengas multifatoriais complexas de humanos, como diferentes tipos de cancer,
doencas cardiovasculares, doencas neuroldgicas, entre muitas outras (GUINDALINI; TUFIK,
2007).
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1.2.1 O Microarranjo

Os tipos de experimentos mais comuns envolvendo o transcriptoma sdo o RNA-seq e
0 microarranjo. Este trabalho foca na analise de dados provenientes de experimentos de
microarranjo. A tecnologia envolvida nos experimentos de microarranjo é capaz de
quantificar simultaneamente todos 0s quase todos os transcritos conhecidos (e, dependendo da
plataforma, até mesmo as isoformas dos transcritos) do genoma (LOWE et al., 2017). Chips
de microarranjo consistem basicamente de milhares de sondas (oligonucleotideos) sobre uma
placa (chip) de vidro. A mensuracdo da expressdo dos transcritos € determinada pela
hibridizacdo dos transcritos (que sd8o marcados com fluoroforos) isolados dos tecidos de
interesse com as sondas especificas para eles no chip de microarranjo. Ap6s a hibridizacdo
entre os transcritos e as sondas, o chip € posto em um scanner que mede a fluorescéncia em
cada ponto do chip. Assume-se, entdo, que a fluorescéncia de uma sonda é proporcional a
quantidade de transcritos que hibridizam nela (e, portanto, ao nivel de atividade do gene
correspondente) (BARBULOVIC-NAD et al., 2006). Microarranjos podem ser two-color
(geralmente mais antigos) e one-color (geralmente mais modernos). Ambos o0s tipos, porém,
permitem que as mesmas analises sobre os dados sejam realizadas. As empresas Affymetrix,
Agilent e lllumina s&o as principais fabricantes dos principais modelos de chips utilizados

atualmente.

1.2.2 Metanalise de Dados de Transcriptoma provenientes de Microarranjo

Apesar de essenciais na elucidacdo de diversas questdes bioldgicas ao longo de mais
de uma década, dados de transcriptoma ndo estdo livres de problemas metodolégicos. Por
serem experimentos caros e envolverem a mensuragdo da expressdo de milhares de
transcritos, dados de transcriptoma provenientes de microarranjo geralmente sofrem com
problemas de reprodutibilidade e de baixo poder estatistico, muito em funcdo do pequeno
numero de amostras envolvidas nos experimentos quando comparado as dezenas de milhares
de sondas mensuradas (RAMASAMY et al., 2008). Nesse contexto, combinar os dados de
diferentes estudos existentes € um passo ldgico a seguir no sentido de mitigar esses reveses e
permitir que o maximo de informacdo biologicamente relevante seja detectada. Atualmente,

os dados de milhares de estudos envolvendo transcriptoma estdo disponiveis gratuitamente
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em bancos de dados como o0 Gene Expression Omnibus (CLOUGH; BARRETT, 2016). E
comum, portanto, que os dados de mdultiplos estudos envolvendo a mesma doenga ou
condicdo de interesse estejam disponiveis. Esses dados podem, portanto, ser submetidos a
técnicas estatisticas integrativas de analise, configurando a metodologia de metandlise de
dados de transcriptoma. Resumidamente, o processo de metanalise como um todo passa pela
busca dos dados em repositérios digitais; o controle de qualidade e pré-processamento
individual de cada estudo; analise individual de cada estudo; a combinagdo dos resultados
individuais (metanalise propriamente dita) e, por fim, a analise dos resultados.

Diversas técnicas foram desenvolvidas ao longo dos anos no sentido de possibilitar a
integracdo de dados de microarranjo. Em geral, elas subdividem-se de acordo com o
parametro estatistico a ser integrado: valores de p, tamanhos de efeito ou ranks. As
metodologias existentes também diferem no que diz respeito ao quao conservadores Sdo no
momento de apresentar um resultado estatisticamente significativo (CHANG et al., 2013). A
escolha do método passa, portanto, pela analise da estrutura dos dados, a sua heterogeneidade
e pelo objetivo final do estudo. No caso deste projeto, cujo objetivo € mais exploratorio, uma
metodologia muito conservadora poderia ndo detectar achados biologicos interessantes.
Contudo, como a estrutura dos dados utilizados é razoavelmente heterogénea, metodologias
pouco conservadoras poderiam resultar num excesso de resultados falsos-positivos. O método
escolhido chama-se r-th ordered p-value - um método que faz uso de valores de p para
integrar os dados (SONG; TSENG, 2014) e € considerado intermedidrio quanto ao seu
conservadorismo (CHANG et al., 2013). O esquema resumido da metodologia de dados de

microarranjo encontra-se na figura 2.
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Figura 2: Esquema metodoldgico de uma metanalise de dados de microarranjo. Os
estudos individuais selecionados passam por controle de qualidade e pré-processamento.
Depois, sdo analisados individualmente para determinar expressao diferencial. Os resultados
individuais sdo, entdo, combinados por método estatistico metanalitico, resultando em uma
lista final de transcritos diferencialmente expressos que podem ser analisados. Adaptado de
(WALSH et al., 2015).

1.3 JUSTIFICATIVA

A fibrilacdo atrial é o tipo de arritmia cardiaca mais comum e estd associada a
crescente morbidade cardiovascular e diminui¢do da qualidade de vida dos pacientes afetados.
Além disso, muitos dos mecanismos envolvidos com a doenca ainda ndo sao conhecidos.
Nesse sentido, dados de transcriptoma sdo frequentemente e historicamente usados na
elucidacdo ou levantamento de hipdteses importantes sobre mecanismos bioldgicos
envolvidos em doencas complexas. Contudo, como a andlise individual de apenas um
conjunto de dados geralmente sofre com importantes reveses metodoldgicos e estatisticos, a
metanalise de um nimero maior de conjuntos de dados surge como alternativa e passo l6gico

a ser dado no sentido de obter dados mais confiaveis, fidedignos e reprodutiveis.


https://paperpile.com/c/cmDavn/v8Do

18

1.4 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo apresentados a seguir, divididos em objetivos gerais e

objetivos especificos.
1.4.1 Objetivo geral

Realizar metanalise de dados de microarranjo envolvendo a fibrilacdo atrial e, sobre
esses resultados, utilizar métodos de bioinformética para obter insights sobre o perfil de
expressdo génica e mecanismos bioldgicos envolvidos com a doenca.

1.4.2 Objetivos especificos

Revisar a literatura envolvendo a doenga fibrilacdo atrial;

o realizar busca de dados de microarranjo em repositdrios digitais de estudos de
transcriptoma;

o realizar controle de qualidade de andlises apropriadas sobre o conjunto de dados
brutos de todos os estudos elencados;

« realizar metanalise sobre os dados de microarranjo previamente analisados utilizando
0 método r-th ordered p-value;

o sobre os resultados da metanalise, utilizar metodologias de analise em bioinformatica,
como a andlise de redes bioldgicas e analise de enriquecimento funcional,

« analisar e discutir apropriadamente os resultados biologicamente interessantes (genes-
chave, perfil de expressdo génica ou vias bioldgicas, por exemplo) que possam agregar

conhecimento sobre a fibrilacdo atrial.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

OBS: Este artigo néo esta finalizado e esta sujeito a mudancas até sua publicacéo final.

METANALISE DE DADOS DE TRANSCRIPTOMA REVELA MODULOS

PATOFISIOLOGICOS ENVOLVIDOS COM A FIBRILACAO ATRIAL

Rodrigo Haas Bueno, Mariana Recamonde-Mendoza

RESUMO
Introducéo

A fibrilagdo atrial € uma doenca complexa afetando milhGes de pessoas ao redor do mundo.
Os mecanismos bioldgicos que a permeiam sdo complexos e precisam ser melhor
compreendidos. Nesse sentido, realizamos uma metanalise de dados de transcriptoma para
explorar esses mecanismos com resultados mais sensiveis e fidedignos.

Métodos

Dados publicos de transcriptoma foram baixados, analisados quanto a sua qualidade e pré-
processados individualmente. Sobre cada estudo individual, uma analise de expressdo
diferencial foi realizada e esses resultados foram, por fim, agregados metanaliticamente
utilizando o método r-th ordered p-value. Analisamos a lista final de transcritos
diferencialmente expressos por meio de analises rede (analises topoldgicas e de
modularidade) e analise de enriquecimento funcional.

Resultados

A metanalise resultou em 589 transcritos diferencialmente expressos, cuja rede de interacdo
proteina-proteina apresentou 11 hubs-bottlenecks e 4 mdédulos funcionais principais. Estes
modulos, por fim, enriqueceram para, respectivamente, 23, 54, 33 e 53 vias biologicas
envolvidas com a patofisiologia da fibrilacdo atrial.

Conclusodes

Esta metanalise identificou transcritos diferencialmente expressos na fibrilacdo atrial, cuja
rede de interacdo apresentou modulos funcionais relacionados aos processos de
remodelamento estrutural e elétricos presentes na doenca. Estresse no reticulo
endoplasmatico, catabolismo proteico, estresse oxidativo e inflamacdo séo alguns deles.
Altamente conectados e com provavel papel chave na regulagdo de processos envolvidos na
patofisiologia da doenga estdo os hubs-bottlenecks como HSPA5, ANK2, CTNNB1 e VWF.
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BACKGROUND

A fibrilagdo atrial (FA) é o tipo mais comum de arritmia cardiaca, afetando a
qualidade de vida de milhGes de pessoas ao redor do mundo. Com o envelhecimento da
populacdo, o nimero de diagnosticos de FA deve aumentar consideravelmente, uma vez que
sua incidéncia aumenta com a idade (1). A FA esta relacionada com o aumento de eventos
tromboembdlicos (derrames e doenca cardiaca isquémica) e tem alta prevaléncia em pacientes
com outras doencas cardiovasculares ou metabdlicas como a hipertensdo, a insuficiéncia
cardiaca ou diabetes mellitus (2). Tipicamente, apresenta-se como doenca crénica e
progressiva, e sua patofisiologia envolve modificagbes estruturais e eletrofisiolégicas do
tecido atrial que acabam por promover a formacgéo e propagacdo de impulsos anormais pelos
atrios (3).

Apesar do avan¢o sobre o conhecimento dos mecanismos por tras da FA, ainda ha
inimeras e importantes lacunas a serem preenchidas (4). Nesse sentido, hd mais de uma
década, a analise de dados de microarranjo tem se mostrado Gtil na identificacdo de genes e
mecanismos bioldgicos envolvidos em doencas complexas como cancer, doencas
cardiovasculares e neuroldgicas, e ha quantidades enormes desses dados depositados em
banco de dados de forma gratuita. Contudo, a analise de dados provenientes de microarranjo
geralmente sofre com a baixa reprodutibilidade dos resultados e com baixo poder estatistico
em funcdo do pequeno nimero amostral dos estudos em relagdo as milhares de sondas
mensuradas. Por isso, combinar os resultados de diferentes estudos através de métodos de
metanalise surge como alternativa para mitigar os problemas metodoldgicos envolvendo esse
tipo de dado. Neste estudo, realizamos uma metanalise de dados de transcriptoma envolvendo
amostras de tecido cardiaco com fibrilagdo atrial e langamos luz a possiveis novos

mecanismos patofisioldgicos da doenca, bem como a novos alvos terapéuticos.
METODOS

Neste estudo metanalitico, os seguintes passos foram realizados: 1) busca manual de

dados publicos de transcriptoma; 2) Pré-processamento dos dados de transcriptoma e analise
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de expressdo diferencial; 3) Metandlise dos dados de transcriptoma; 4) Anélise de redes
bioldgicas; 5) Interpretacdo dos resultados. Os itens 1 e 2 sdo componentes indiretos da
analise, visando a avaliacdo conjunta de multiplos dados de expressao. As etapas 2 e 3 foram
implementadas no ambiente R (versdo 3.6.0 para Windows) (5). A etapa 4 foi implementada
no software cytoscape (versdo 3.7.1) (6), utilizando-se de aplicativos especificos de anélise.
Para a etapa 5, o software Cytoscape (versdo 3.7.1), bem como ferramentas web de dominio

publico j& bem consolidadas para as respectivas analises foram utilizados.

Busca manual de dados publicos

A busca por dados de transcriptoma foi feita na base de dados publicos Gene
Expression Omnibus (GEO). As palavras-chave utilizadas incluiram os termos “atrial
fibrillation”, “arrhythmia”, ‘“heart”, “cardiac”, “disease”, “gene expression profiling”,
“transcriptome” e seus respectivos entre termos. A selec¢do se deu pelos seguintes critérios: a)
estudos transcriptdbmicos baseados nas técnicas de microarranjo; b) realizado em humanos; c)
com grupos e amostras claramente descritos e com no minimo trés amostras por grupo; d)
estudos que dispunham dos dados brutos; e) estudos com data posterior a 2001, priorizando-se
estudos publicados apds 2007 em razdo da melhor precisdo de tecnologias mais recentes. A

busca foi realizada em abril de 2019.

Pré-processamento dos dados de transcriptoma

Avaliacao da qualidade dos dados brutos: a avaliacdo da qualidade dos dados brutos
é importante para as andalises posteriores dos dados de microarranjo, uma vez que aumenta a
capacidade de deteccdo de genes diferentemente expressos (7). O processo de avaliacdo da

qualidade dependeu do tipo de plataforma:

1) Plataforma Affymetrix: para chips da affymetrix, o pacote arrayQualityMetrics para o R
foi utilizado (8). Este pacote computa, a partir dos dados brutos, 6 métricas comumente
utilizadas para a avaliacdo da qualidade de dados brutos de microarranjo, a constar: Distances
between arrays, Principal Component Analysis (PCA), Boxplots, Density plots, Standard
deviation versus rank of the mean, e MA-plots. Em nosso estudo, amostras consideradas

outliers pelo software em pelo menos duas métricas foram excluidas.

2) Plataforma Agilent: para chips da Agilent, a avaliacdo da qualidade se deu a partir da

avaliacdo de MA-plots, Background intensities boxplots e PCA, como preconizado pelo
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Limma user’s guide (9). Amostras extremamente desviantes em qualquer uma das métricas

foram excluidas.

Normalizacdo: a normalizacdo tem por objetivo ajustar os efeitos sobre os dados
provenientes de variagdes técnicas e ambientais como reacdes de hibridizacdo ou marcacéao
errdneas; problemas fisicos ou estruturais; problemas com os reagentes ou com as condi¢des
laboratoriais e, por fim, com o escaneamento dos chips hibridizados. Estas corregdes
permitem que as amostras de um mesmo estudo sejam comparaveis entre si. O processo de

normalizacdo neste estudo dependeu do tipo de plataforma:

1) Plataforma Affymetrix: os dados brutos provenientes da base de dados foram importados
para 0 R e processados pelo algoritmo RMA (Robust Multi-array Average) (10) através do
pacote oligo (11). Este algoritmo realiza etapas distintas de pré-processamento: correcdo de
background, transformacéo dos dados por aplicacdo de logaritmo de base 2, normalizacéo
pelo método quantile e sumarizagdo das sondas (probesets) em um valor Unico de expressdo
para cada gene. A anotacdo sonda - gene symbol foi feita através de pacotes de anotacdo
especificos para cada modelo de chip disponiveis no repositério Bioconductor. Sondas com
anotacdo para mais de um gene ou que ndo possuiam anotacdo foram excluidas da analise.
Para modelar e corrigir possiveis batch effects (fonte de variagdo proveniente principalmente
de heterogeneidade técnica - diferentes espagos temporais de experimentacao, diferentes lotes
de reagentes, etc), foi aplicado sobre os dados o algoritmo de correcdo SVA (surrogate

variable analysis) (12).

2) Plataforma Agilent: os dados brutos provenientes da base de dados foram importados para
0 R e as seguintes etapas de pré-processamento foram realizadas através do pacote limma:
correcdo de background (algoritmo normexp, método mle, offset de 50) (13,14) e
normalizacdo between-array pelo método quantile (15). A anotacdo sonda - gene symbol foi
feita a partir de tabelas fornecidas pela empresa responsavel pela plataforma. Sondas com
anotagcdo para mais de um gene ou sem anotagcdo foram excluidas da analise. Para a

modelagem de batch effects, o algoritmo SVA também foi utilizado.

Andlise de expressdo diferencial

Para a obtencdo dos valores de p, provenientes de testes de hipétese acerca da
expressao diferencial de cada gene em cada um dos datasets posteriormente utilizados na

metanalise, o protocolo bem estabelecido de analise de expressédo diferencial do pacote limma
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foi utilizado. Resumidamente, a ideia foi criar um modelo linear a partir dos dados de
expressdo para cada gene e utiliza-los para realizar um teste-t “moderado” (16), que estabiliza
e aumenta o poder estatistico das analises para experimentos com baixo nimero amostral,

como costumam ser o estudos que fazem uso de microarranjo.
Metanalise

A metanalise dos dados de transcriptoma foi feita com o pacote MetaDE para o
ambiente R (17). Foram utilizados na metanalise os genes em comum em no minimo 80% dos
estudos individuais, os valores de p calculados para cada gene em cada estudo e a direcdo de
efeito (sinal) obtida a partir do tamanho de efeito estimado como descrito em (18) para cada
gene de cada estudo. O método escolhido de metandlise foi o r-th ordered p-value (roP). O
parametro r-th refere-se, de forma simplificada, a propor¢édo de datasets em que um gene deve
ter sido considerado diferencialmente expresso para que o esse método de metanalise o
considere como tal (19). Neste estudo, foi aplicado parametro rth igual a 0.5 (19). Os valores
de p finais obtidos para cada gene foram corrigidos pelo método FDR (false discovery rate)
(20). Apenas os genes considerados diferencialmente expressos (FDR<0,05) pelo método rOP
e com direcdo de efeito divergente em no méaximo 30% dos estudos que continham

informacdes sobre o gene foram considerados para as analises posteriores (figura 1).

Analise de redes

Com a lista de genes com direcbes de efeito semelhantes e considerados
diferencialmente expressos pela metanalise, uma busca com parametro de confiabilidade alta
(0.7) foi feita no STRING (21). A rede PPI (protein-protein interaction) basica foi importada
para o aplicativo Cytoscape (6), a qual adicionou-se informacGes complementares a respeito
da regulacdo (up ou down-regulated) de cada gene. Para avaliacdo dos parametros topoldgicos
da rede, o plugin NetworkAnalyzer (22) do Cytoscape foi utilizado. Duas medidas de
centralidade foram avaliadas para determinar os ndés centrais da rede: grau e betweenness.
Enquanto o grau quantifica o namero de conexdes de um no, o betweenness reflete nimero
de caminhos minimos entre dois nos da rede que passam por um determinado né. Por fim, a
andlise de clusterizacdo para identificacdo de nodos altamente conectados dentro da rede —
maodulos funcionais - foi realizada através do aplicativo MCODE (23) para o Cytoscape. Este
algoritmo identifica na rede-alvo regibes densamente conectadas, candidatas a representar

complexos de interacao funcionais.
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Anélise de enriguecimento funcional no GO

A andlise de enriquecimento funcional no GO (24,25) — com ontologia biological
process - foi realizada sobre os genes dos quatro clusters identificados pelo MCODE com o
maior score. Para realiza-la, o pacote clusterProfiler para o R foi utilizado e o teste estatistico

utilizado foi o over-representation test.
RESULTADOS
Dados incluidos na metanalise

De acordo com os critérios de inclusdo, 8 estudos foram selecionados para esta
metanélise, com um dos estudos contendo dois datasets, totalizando nove datasets individuais
analisados. Dos nove datasets, seis foram gerados com chips da plataforma Affymetrix e trés
com chips da plataforma Agilent. No total, os nove datasets continham 79 amostras de
pacientes com fibrilacdo atrial e 75 amostras de pacientes com ritmo sinusal (controles).
Amostras de tecido atrial foram utilizados em oito datasets, enquanto apenas um dataset
utilizou sangue como amostra. As informagOes relevantes acerca dos estudos selecionados
para a metanalise estdo sumarizadas na tabela 1 (nimero de amostras inclui apenas amostras
que passaram no controle de qualidade dos dados brutos). Foi feito o download dos dados
brutos dos datasets selecionados e 0s mesmos foram importados para a plataforma R para as

analises posteriores.
Controle da qualidade dos dados brutos

A partir da analise da qualidade dos dados brutos como descrito na metodologia,
amostras de qualidade duvidosa foram retiradas das analises posteriores na busca por
resultados mais sensiveis, a constar: GSE2240 — GPL96, 6 amostras; GSE2240 — GPL97, 5
amostras; GSE75092, 1 amostra; GSE41177, 4 amostras e GSE14975, 1 amostra.
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Sample size
GEO acession number |Atrial fibrillation | Sinus rhythm |Sample type Plataform Publication
GSE2240 - GPL96 10 19 Atrial myocardium Affymetrix Human Genome U133A Array May 13, 2005
GS5E2240 - GPLY97 10 20 Atrial myocardium Affymetrix Human Genome U133B Array May 13, 2005
GSE31821 4 2 Atfrial myocardium Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array Apr 20, 2018
GSE113013 5 5 Atfrial appendage tissue Aqilent-045997 Arraystar human IncRNA microarray V3 Apr 12, 2018
GSEG2871 7 9 Right atrial myocardium Aqilent-039494 SurePrint G3 Human GE v2 8x60K Microarray |Oct 30, 2014
GSET75092 5 3 Blood Agilent-045997 Arraystar human IncRNA microarray V3 jul 31, 2017
GSE76899 6 6 Myocardial sleeves of pulmonary veins |Affymetrix Human Transcriptome Array 2.0 jan 16, 2016
GSE41177 28 6 Left atrial appendage Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array Sep 18, 2013
GSE14975 4 5 Left atrial myocardium Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array Feb 11, 2010

Tabela 1 - Caracteristica dos dados selecionados para metanalise.
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Analise individual dos datasets e metanalise

Apls o pré-processamento dos dados brutos e a analise de expressdo génica
diferencial, como descrito na metodologia, o resultado foram nove listas (uma lista para cada
dataset) de genes com seus respectivos valores de p (teste de hipGtese acerca da expressao
diferencial de cada gene) e direcOes de efeito. Como as diferentes plataformas diferem no
numero de transcritos mensurados, realizamos a metandalise apenas sobre os dados de 14582

genes representados em no minimo 80% dos datasets (sete dos nove).

Existem diversas técnicas estatisticas que possibilitam a integracdo de dados de
microarranjo. Elas diferem no parametro estatistico de que fazem uso e no que diz respeito ao
qudo conservador séo seus resultados (26). De forma geral, a escolha do método se baseia nos
objetivos e hipdteses do estudo e no quédo heterogéneo sao os dados a serem utilizados (27). O
objetivo de natureza exploratéria deste estudo seria limitado por métodos muito
conservadores; contudo, o uso de diferentes plataformas de microarranjo, bem como
diferentes tipos de amostras bioldgicas agregam consideravel heterogeneidade aos dados.
Nossa escolha foi, portanto, 0 uso do método o r-th ordered p-value (roP), considerado
robusto, consistente e apenas moderadamente conservador pelos testes realizados em reviséo
de métodos de metandlise (26). Nosso pardmetro r-th de escolha foi 0.5, ou seja, 50% dos
datasets contendo dados sobre um determinado gene devem considera-lo diferencialmente
expresso de forma significativa para que no resultado final da metanalise esse gene seja
considerado diferencialmente expresso. Em nossa metandlise, 2518 genes foram considerados
diferencialmente expressos no resultado final. Entretanto, muitos genes apresentaram direcoes
de efeito — up ou downregulation — destoantes entre os datasets. Nesse contexto,
permaneceram para as analises posteriores 589 genes (material suplementar - tabela 1) — 356
upregulated e 233 downregulated - cuja direcdo de efeito discordou em no maximo 30% dos

datasets que continham dados sobre eles (figura 1).
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Figura 1 - Proporc¢ao (%) de datasets com direcdes de efeito divergentes para os genes
diferencialmente expressos identificados na metandlise: Apenas genes com direcdes de
efeito opostas em no méaximo 30% dos estudos individuais contendo informacédo sobre eles
seguiram para as analises posteriores. Isto &, apenas 0s genes incluidos nas barras azul clara,
azul e verde claro foram selecionados, totalizando 589 genes.

Analise de redes

A rede de interacGes proteina-proteina importada do STRING possuia 527 nodos
(representando as proteinas codificadas pelos genes diferencialmente expressos; nodos ndo
conectados a rede, contudo, foram excluidos) e 1750 arestas. A analise topologica de
distribuicdo de grau revelou boa adequacgdo (r-squared = 0.875) ao modelo exponencial,
caracterizando uma rede scale-free, como a maioria das redes redes biologicas (28). A
interseccdo entre os 15 nodos com maior grau e os 15 nodos com maior betweenness resultou
em 11 hubs-bottlenecks, os quais sdo elementos chaves na analise funcional de uma rede, uma
vez que tendem a ser proteinas funcionalmente importantes e evolutivamente conservadas nos
processos representados pela rede biologica (29). Destes, nove representam proteinas
upregulated e 2 representam proteinas downregulated (tabela 2). Outra caracteristica

importante das redes biologicas sdo seus médulos funcionais, cuja identificacdo pode revelar
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processos bioldgicos coordenados, uma vez que proteinas que ocorrem num mesmo cluster
tendem a enriquecer para funcGes biologicas em comum (30). Da rede principal, 13 clusters
funcionais emergiram a partir do programa MCODE. Os quatro modulos com maior score —
cluster 1: 7.74; cluster 2: 5.96; cluster 3: 5.72 e cluster 4: 4.90 — contém, respectivamente,
132, 98, 162 e 94 genes.

Protein - node BetweennessCentrality Degree Regulation

SRSF1 0.05092252 23 Upregulated
NPM1 0.05727506 25 Upregulated
CLTC 0.03537033 24 Upregulated
CCNB1 0.04814839 30 Upregulated
BDNF 0.04563939 28 Upregulated
ANK2 0.02687843 22 Downregulated
GART 0.06351884 29 Upregulated
VWF 0.02946177 22 Upregulated
HSPAS 0.09752871 38 Downregulated
NRAS 0.04645906 34 Upregulated
CTNNB1 0.09820713 45 Upregulated
Tabela 2 - Hubs-bottlenecks identificados na rede principal de transcritos

diferencialmente expressos. Devido a suas propriedades topoldgicas, representam candidatos
interessantes a possuirem papel de destaque na patofisiologia da FA.

Enriquecimento funcional dos clusters

Para identificar as vias enriquecidas pelos modulos na rede, o over-representation test
foi aplicado sobre os constituintes de cada mdédulo utilizando a base de dados do GO —
Biological Process. De forma estatisticamente significativa (FDR < 0,05), os médulos 1, 2, 3
e 4 enrigueceram, respectivamente, para 2832, 3367, 3657 e 2796 vias bioldgicas. Para
simplificar a interpretacdo dos resultados, um algoritmo (31) de sumarizacdo de termos
redundantes dos nomes das vias foi utilizado através do pacote para o R ClusterProfiler (32).
Dessa forma, o numero final de vias enriquecidas e sumarizadas para 0s modulos 1, 2, 3 e 4
foram, respectivamente, 23, 54, 33 e 53. Para eliminar a presenca de vias enriquecidas com
poucos genes em relacdo ao total de genes componentes dos respectivos modulos (gene ratio),

foram excluidas as vias de cada modulo com gene ratio menor que o trigesimo percentil da
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distribuicdo de gene ratios de cada modulo. A relagdo final de vias enriquecidas para cada
maodulo, seus respectivos gene ratios e valores de p ajustados estdo na figura 2. A relacdo de
todas as vias enriquecidas por cluster e os transcritos desregulados pertencentes a elas estdo

no material suplementar - tabela 2.
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Figura 2 - Dot plots dos quatro moédulos principais enriquecidos pela andlise de clusterizacdo. Vias bioldgicas enriquecidas pelos
respectivos transcritos diferencialmente expressos que os compdes a esquerda. Tamanho do circulo representa 0 numero de transcritos
enriquecendo para a via biologica e a cor do circulo representa a significancia estatistica. GeneRatio € a propor¢éo entre o0 nimero de transcritos
que enriqueceram para determinada via e 0 numero total de transcritos que pertencem ao respectivo modulo.
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DISCUSSAO

A FA é uma doenga complexa e progressiva que envolve multiplas vias de
remodelamento elétrico e estrutural do tecido atrial, as quais culminam no surgimento de
atividade ectdpica e conducéo disfuncional do impulso cardiaco nos atrios. Para avangar no
conhecimento a respeito dos mecanismos que a permeiam, este estudo se utilizou de dados
publicos de transcriptoma e realizou uma metanalise, obtendo uma lista de 589 transcritos
diferencialmente expressos de forma consistente entre os conjuntos de dados individuais. A
rede de interacdo entre os produtos proteicos desses transcritos, por sua vez, revelou modulos
funcionais cujos processos bioldgicos enriquecidos representam processos importantes e inter-

relacionados no contexto tecidual e patofisiologico da FA.

Os processos biologicos enriquecidos para os produtos proteicos dos transcritos
pertencentes aos diferentes médulos identificados na rede estdo representados na figura 3.
Como esperado, 0os modulos apresentam pouca sobreposicdo de vias bioldgicas, indicando um
comportamento modular e funcional dos processos patofisiologicos envolvidos com a FA,
mas ainda apresentando vias de interface entre os diferentes mddulos, possiveis elos de
comunicacdo entre eles. O mddulo 1 aparece representando, entre outras, vias bioldgicas
relacionadas a sintese proteica — inicio da traducdo e biogénese de ribossomos — e a fisiologia
do reticulo endoplasmético (RE) — localizacdo de proteinas, transporte de vesiculas para o
complexo de Golgi e resposta ao estresse do RE. As funcles celulares de sintese e
dobramento proteico e homeostase do calcio desempenhadas pelo reticulo endoplasmatico sdo
indissocidveis dos processos patolégicos de remodelamento estrutural dos cardiomidcitos
presentes na FA (33). Uma série de estimulos danosos relacionadas a FA como deple¢do do
calcio, hipdxia, estresse oxidativo, inflamac&o, exacerbacdo da sintese proteica e midlise, bem
como o envelhecimento, podem desencadear estresse do RE e respostas celulares
subsequentes, culminando, por exemplo, na expressdo de genes de heat-shock proteins
(HSPs) (34,35). Estas proteinas atenuam o processo de desregulacdo da dinamica de
sintese/degradacéo e da funcéo de proteinas estruturais e contrateis dos cardiomiécitos na FA
(36), facilitando o dobramento/redobramento de proteinas e a degradagcdo de agregados
proteicos que podem levar a apoptose dos cardiomidcitos (35). HSPALA e membros da
familia HSPB sdo exemplos de chaperonas cuja presenca protege contra o remodelamento
estrutural dos cardiomiocitos e para as quais a indugdo farmacoldgica da expressdo tém sido

avaliada (37). A analise topoldgica de nossa rede principal revelou a chaperona BiP (binding
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immunoglobulin  protein), codificada pelo gene HSPA5, como hub-bottleneck,
desempenhando provavel papel chave na dindmica patofisioldgica da FA. A BiP desempenha,
além de funcbes classicas de uma chaperona, papel sinalizador em respostas celulares
protetoras contra o estresse do RE, bem como papel regulatério da dinamica do calcio
intracelular (38). Nosso estudo identificou o transcrito do gene HSPA5 como
consistentemente downregulated. A superexpressdo desta proteina foi capaz de atenuar a
apoptose induzida por estresse do RE, enquanto que a auséncia da mesma causa vazamento de
calcio do RE via complexo-canal Sec61 (39,40). Desta forma, a baixa expressao do transcrito
do gene HSPAS pode estar deixando de efetuar papel protetor contra o remodelamento
estrutural e a apoptose em cardiomidcitos submetidos ao estresse na FA, assim como estar
contribuindo nas despolarizacdes ectopicas do tecido atrial via delayed afterdepolarizations
(DADs) induzidos pelo vazamento de célcio do reticulo sarcoplasmatico (RS). A modulacao
da expressdo da BiP, portanto, pode vir a ser mecanismo promissor na interrup¢do do
remodelamento estrutural e elétrico do tecido atrial, interrompendo o progresso da doenca.
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Figura 3 - Comparacdo entre as vias enriquecidas para cada modulo identificado.
Satisfatoriamente, as vias enriquecidas para cada médulo apresentam pouca sobreposicao,

indicando que sao funcionalmente distintos.

Outro transcrito downregulated relacionado as vias enriquecidas para a fisiologia do

RE/localizagdo de proteinas e considerado hub-bottleneck pela anélise topoldgica da rede de

transcritos desregulados identificados pela metanalise é 0 ANK2. Este gene codifica para uma

série de isoformas da proteina ankirina-B. No contexto celular, essas proteinas séo elos

adaptadores entre proteinas integrais de membrana e o citoesqueleto celular, organizando

redes proteicas estruturais, eletrogénicas e de sinalizacdo. A perda de funcdo do gene ANK2

ja foi associado a diversas patologias cardiacas, incluindo anormalidades de conducdo do

impulso cardiaco e arritmias, inclusive a FA (41). Em cardiomidcitos, a ankirina-B parece

organizar um complexo envolvendo a isoforma a2 da bomba Na'/ K* (NKA) e o trocador
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Na*/Ca2* (NCX) em um microambiente em que a atividade da NCX é regulada pela atividade
da NKA. Nesse contexto, a perda de funcdo ou baixa expressdo da ankirina-B perturba a
regulacdo e a localizacdo na membrana destes trocadores, aumentando as taxas de ondas de
Ca?" associadas a vazamentos do RS via receptor de rianodina (RyR) (42), mecanismo
arritmogénico importante e causador de DADs (43). O aumento dessas taxas esta
provavelmente associado a hiperfosforilagdo de RyRs pela Ca?*'calmodulin-dependent
protein kinase 11 (CaMKII), cuja atividade é aumentada devido a maior [Ca?*] na fenda entre
a membrana plasmatica e 0 RS resultante da localizacdo e do funcionamento alterados do
complexo NKA/NCX/ANK2 (44). Além disso, recentemente, a ankirina-B foi descrita
interagindo com a via WNT/B-catenina através da modulagdo do estado de fosforilagdo da f3-
catenina. Neste estudo, a ativagdo farmacoldgica da via WNT/B-catenina foi capaz de resgatar
modelo animal [Ank2-cKO] de cardiomiopatia arritmogénica (45). O transcrito da -catenina
também foi identificada como hub-bottleneck em nossa rede principal, de forma
consistentemente upregulated na FA, agregando evidéncia sobre o papel da desregulacdo da

expressao dessas proteinas na patofisiologia da FA.

O segundo modulo identificado pela analise de clusterizacdo enriqueceu para diversas
vias relacionadas a fisiologia cardiaca e a patofisiologia da FA, incluindo regulacdo e
organizacao de filamentos de actina; catabolismo de proteinas; resposta a hipoxia e ao estresse
oxidativo; diferenciagdo de células musculares e envelhecimento. A autofagia e o catabolismo
de proteinas tem relacdo direta com o remodelamento estrutural dos cardiomidcitos presentes
na FA, uma vez que a degradacdo de conexinas, proteinas contrateis e do citoesqueleto
impedem o funcionamento adequado das células cardiacas (33,46). Além disso, o catabolismo
proteico na FA também estd ligado ao remodelamento elétrico das células através da
degradacio de canais de Ca®** do tipo L (LTCC), cuja baixa expressdo favorece o
encurtamento do potencial de acdo cardiaco e consequente surgimento de DADs (47,48).
Apesar de ajudarem a manter a homeostase celular durante episodios de hipoxia e estresse
oxidativo, mecanismos autofagicos e catabolicos também mostram-se citotoxicos caso
exacerbados (49,50). Nesse sentido, ndo espanta que estudos avaliando a eficacia
farmacolodgica da inibicdo desses mecanismos no contexto de doencas cardiacas apresentam
resultados divergentes, sugerindo que o potencial protetivo e citotoxico destas vias sao
tenuamente separados (51-54). Ligado a inducdo das vias autofagicas esta o dano proteico
resultante do estresse oxidativo. Assim como em outras patologias cardiacas, o balango entre

a producéo de especies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante dos atrios tém
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sido associados ao desenvolvimento e a progressdo da FA (55). Uma série de comorbidades
comumente associadas a FA levam ao aumento da producdo de ROS, tais como
hiperglicemia, dislipidemia, hipertenséo, inflamacdo e o aumento nos niveis teciduais de
angiotensina Il (4,55,56). O estresse oxidativo predispde o tecido atrial a atividade ectdpica
através da alteracdo da fisiologia de diversas correntes i6nicas, como a do Na* e K*, mas
principalmente da do Ca?*, afetando a atividade de LTCCs e RyR, propiciando vazamentos de
Ca?" do RS e seus efeitos arritmogénicos subsequentes (57-60). Também contribui no
estabelecimento de distarbios de conducdo caracteristicos da FA pela exacerbacdo da fibrose
cardiaca por meio da ativacdo de miofibroblastos por TGF-B (61). O tratamento
farmacoldgico de distarbios arritmicos via inibicdo do estresse oxidativo, portanto, vem sendo
apontado como promissor (55) e, nesta metanalise, apontamos 0s transcritos desregulados
pertencentes a essa via (material suplementar - tabela 2), os quais configuram potenciais alvos
de estudo na patofisiologia da FA. O transcrito desregulado NOX4, por exemplo, esta
upregulated na via de resposta ao estresse oxidativo identificada no modulo 2 e codifica a
isoforma 4 da enzima NADPH oxidase (62). Junto com a NOX2, a NOX4 é a isoforma mais
expressa no tecido cardiaco e esta relacionada com a inducéo de apoptose de células cardiacas
e ativacdo de miofibroblastos a partir da producdo de H202 (62,63). Sua alta expressdo na
FA, portanto, sugere a continua injaria oxidativa a qual o tecido atrial estad submetido e

também surge como potencial alvo terapéutico.

Enriquecendo para diversas vias dos médulos 2 e 3 estd o transcrito CTNNB1, que
codifica para a B-catenina. Este transcrito esta upregulated e configura um hub-bottleneck na
rede principal de transcritos desregulados. A via Wnt/p-catenina regula os niveis citosolicos
da B-catenina que, na auséncia de sinal pelas proteinas ligantes Wnt, encontra-se associada ao
complexo proteico de destruicdo APC/CK-1/GSK-3 que rapidamente a fosforila, marcando-a
para ubiquitinacdo e, posteriormente, degradacao. A ativacdo da via, por sua vez, desestrutura
o complexo proteico de destruigdo, permitindo a acumulagdo da [-catenina e sua translocagéo
para o ndcleo, onde interage e ativa o fator de transcricdo TCF/Lef, permitindo que seus
diversos genes alvo sejam expressos (64). A via Wnt/p-catenina é evolutivamente conservada
nos animais e controla processos de diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular e de
desenvolvimento e homeostase tecidual. Os genes e vias que regula, contudo, sdo tecido-
dependentes e modificam-se de acordo com o contexto fisiologico (64-66). Uma vez que a
via Wnt/B-catenina estd envolvida com a homeostasia de diferentes tecidos e que regula

processos tdo fundamentais, sua desregulagdo estd envolvida com diversas doencas e tipos de



39

cancer (67). No coracdo, tem papel crucial ao longo do desenvolvimento embrionario, mas
estd quiescente no adulto. Contudo, estimulos estressores como dano isquémico, estresse
oxidativo e altas cargas pressoricas podem reativa-la, contribuindo no desenvolvimento de
doencas como hipertrofia, insuficiéncia cardiaca e arritmias (64,68,69). No contexto da
fibrilag@o atrial, uma série de alteragdes celulares induzidas pela via Wnt/B-catenina podem
estar contribuindo com seu estabelecimento e progresso. O aumento dos niveis de 3-catenina
nuclear piorou o dano oxidativo induzido em modelo animal de cardiomiopatia diabética via
intera¢do B-catenina/c-Myc (70). Dessa mesma forma na FA, a ativacdo desta via pode estar
contribuindo com o dano oxidativo exacerbado. Recentemente, observou-se também que o
fator de transcri¢ao TCF/Lef ativado pela B-catenina regula negativamente a expressao do
canal de sodio Navl.5, codificado pelo gene SCNb5a, além de modular sua cinética,
promovendo taquicardia e/ou fibrilacdo ventricular em modelo animal (71). No que diz
respeito ao remodelamento estrutural dos atrios, a Wnt/B-catenina regula a transcricdo de
genes relacionados a fibrose na FA e em diversas outras doencas fibroticas (72). Ha
evidéncias, portanto, para indicar que o aumento da sinalizagdo pela B-catenina € uma das vias
responsaveis pela via “chromatin remodeling” enriquecida no médulo 3, uma vez que regula
diversos processos e genes intrinsecamente ligados a patofisiologia da FA. Sob estresse, 0
aumento da expressdo da B-catenina nos atrios pode estar ligado a uma resposta protetiva
frustrada por meio da desdiferenciacdo celular e posterior transcricdo de genes envolvidos
com a proliferacdo, desenvolvimento e sobrevivéncia das células do tecido cardiaco. Esta
hipbtese é sustentada por esta metanalise através da identificacdo da expressdo diferencial de
transcritos e enriquecimento de vias na rede formada por eles relacionadas ao
desenvolvimento tecidual como “cardiac muscle tissue development”; “cell-substrate
adhesion”; “muscle cell differentiation”; “nuclear chromosome segregation”; “establishment
of organelle localization”; “regulation of morphogenesis of an epithelium”; “positive
regulation of neurogenesis”; “regulation of cell morphogenesis” e “regulation of
morphogenesis of an epithelium”. A resisténcia do tecido cardiaco a reativagdo de vias
embrionarias e proliferativas, contudo, bem como a exacerbagdo observada de diversos
mecanismos patoldgicos, acabam por sugerir que € a inibicdo da sinalizagdo pela (-catenina
que deve ser estudada no &mbito terapéutico da FA. Por fim, a ativagio de vias proliferativas
também podem estar explicando a alta expressdo identificada nesta metanalise do transcrito
CNNBL1 - outro hub-bottleneck de nossa rede -, que codifica para a proteina reguladora do
ciclo celular ciclina B1. Em cardiomiécitos adultos, os niveis desse transcrito sdo

extremamente baixos, uma vez que quase a totalidade dos cardiomiocitos estdo presos nas
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fases G1/S ou G2/M do ciclo celular (73,74). A expressao forgada do complexo ciclina
B1/CDK1 promove a cariocinese em modelos in vivo e in vitro, mas a capacidade de
promover citocinese e, por conseguinte, regeneracao tecidual efetiva parece limitada (75). A
importancia topoldgica na rede e a desregulacdo da expressao deste transcrito, porém, ainda

podem ser exploradas no sentido de representar um importante biomarcador na FA.

No quarto mddulo identificado, é notavel o enriquecimento de vias relacionadas a
ativacdo, regulacdo e migracdo leucocitaria, lancando luz a atividade inflamatoria crénica
ocorrendo na FA. Diversas comorbidades cardiacas associadas a FA como hipertenséo,
doencga isquémica ou aterosclerose, assim como a sinalizagdo por angiotensina Il, podem ter
papel na promoc¢do do estado pro-inflamatério sistémico ou nos atrios (76,77). Instaurada a
doenca, a proprio dano e remodelamento tecidual presente na FA promove inflamacgéo pelo
extravasamento de “damage-associated molecular patterns” (DAMPs) (78). Analises
citopatoldgicas de tecido atrial de pacientes com FA revelam intenso infiltrado leucocitario e
necrose de cardiomidcitos adjacentes (79), o que é congruente com a via de regulacdo de
“cell-cell adhesion” enriquecida no médulo 4, a qual atua sobre a expressdo de proteinas de
adesdo nos linfocitos. Uma vez no tecido atrial, estas células secretam altos niveis de TGF-,
o qual contribui no remodelamento estrutural pela ativacdo de miofibroblastos e I1L-6, a qual
induz remodelamento elétrico através da diminuicdo da expressao de conexinas, por exemplo
(80). Sabe-se também que a IL-6 também induz a expressdo de proteinas protromboticas
(81,82). Nesta metandlise, o transcrito do fator de von Willebrand foi identificado upregulated
e classificado como hub-bottleneck, enriquecendo em vias relacionadas a sua funcdo
fisiologica como adesdo celular, homeostase e desgranulacdo de plaquetas. Portanto, além do
fluxo lento e turbulento do sangue favorecendo a formacdo de trombos e eventos
tromboembdlicos em pacientes com FA, a alta expressao do VWF contribui com esse quadro.
Além disso, interage de forma central com vérias outras proteinas na rede de transcritos
diferencialmente expressos na FA, sugerindo que a modulacdo de seus niveis pode surgir
como alternativa terapéutica envolvendo vias bem além das classicas relacionadas ao uso de

antiagregantes plaquetarios.
CONCLUSOES

Nesta metanalise, integramos os dados de 9 datasets provenientes de experimentos de
microarranjo envolvendo a FA, resultando numa lista de 589 transcritos diferencialmente

expressos. A analise da rede de interacdo proteina-proteina destes transcritos revelou 4
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modulos e 11 hubs-bottlenecks relacionados a patofisiologia da FA. A anélise dos processos
bioldgicos enriquecidos nestes modulos demonstraram boa congruéncia com a literatura
recente e lancam luz a vias e a proteinas-chave no contexto da doenca. Dessa forma, a
metanalise de dados de transcriptoma mostra seu potencial no estudo dos mecanismos que
permeiam doencas complexas. Portanto, uma analise mais profunda envolvendo a validagéo
experimental dos nossos resultados pode trazer avangos significativos no que diz respeito a

FA e a sua terapéutica.

LISTA DE ABREVIACOES

CaMKII - Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 11
DAD:s - delayed afterdepolarizations

DAMPs - damage associated molecular patterns
FA - fibrilagdo atrial

HSPs - heat-shock proteins

LTCC - canais de Ca2+ do tipo L

NCX - bomba Na+/K+

NKA - trocador Na+/Ca2+

RE - reticulo endoplasmatico

ROS - espécies reativas de oxigénio

RS - reticulo sarcoplasmatico

RyR - receptor de rianodina
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1 - Todos os transcritos diferencialmente expressos identificados na metanélise e sua
regulacao

Tabela 2 - Vias bioldgicas enriquecidas em cada modulo, seus transcritos diferencialmente
expressos e respectivas regulagdes
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Esta metanalise de dados de transcriptoma lancou luz a mddulos funcionais
enriquecendo para diversos processos biologicos envolvidos com a patofisiologia da
fibrilagdo atrial e identificou 589 transcritos diferencialmente expressos no contexto da
doenca. Estes resultados estdo totalmente disponiveis na tabela 2 do material suplementar do
artigo cientifico e esperamos que seu contetdo inspire muitos estudos futuros. Além disso,
ficamos satisfeitos em ver que a metanélise de dados de transcriptoma serviu ao proposito de
obter resultados mais sensiveis do que a analise individual desse tipo de dado. Prova disso é o
enriquecimento de vias biologicas pelos transcritos diferencialmente expressos had muito
tempo estudadas na literatura no contexto da fibrilacao atrial.

Contudo, uma série de melhorias ainda podem ser realizadas. Dados sobre a expressdo
de miRNAs, por exemplo, podem ser integrados a rede, aumentando o espectro e
profundidade das andlises realizadas. O uso de outros algoritmos de metandlise e/ou para
identificacdo dos mddulos funcionais na rede também poderia ser testado e seus resultados
comparados. Por fim, 0 uso de testes in vitro ou in vivo seriam a prova final da veracidade dos
resultados obtidos por esse estudo. Por isso, a escolha de algumas vias ou genes/proteinas
mais interessantes poderia ser feita e, assim, o estudo poderia prosseguir, almejando, por
exemplo, identificar novos metodologias terapéuticas a serem utilizadas no tratamento da

fibrilacao atrial.
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Dataset identifiers including DOIs should be expressed as full URLs. For
example:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Global integrated
drought monitoring and prediction system (GIDMaPS) data sets.
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With the corresponding text in the Availability of data and materials
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The datasets generated during and/or analysed during the current
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TO D ATAS ETS] . [Reference number]

If you wish to co-submit a data note describing your data to be
published in BMC Research Notes, you can do so by visiting our
submission portal. Data notes support open data and help authors to
comply with funder policies on data sharing. Co-published data notes
will be linked to the research article the data support (example).
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Footnotes can be used to give additional information, which may
include the citation of a reference included in the reference list. They
should not consist solely of a reference citation, and they should never
include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables
should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data). Footnotes to the title or
the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

References

Examples of the Vancouver reference style are shown below.

See our editorial policies for author guidance on good citation practice
Web links and URLs: All web links and URLs, including links to the
authors' own websites, should be given a reference nhumber and
included in the reference list rather than within the text of the
manuscript. They should be provided in full, including both the title of
the site and the URL, as well as the date the site was accessed, in the
following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May
2013. If an author or group of authors can clearly be associated with a
web link, such as for weblogs, then they should be included in the
reference.
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Article within a journal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg
R, Tjenneland A, et al. Meat consumption and mortality - results from
the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition. BMC
Medicine. 2013;11:63.

Article within a journal by DOI

Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine
production. Dig J Mol Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.
Article within a journal supplement

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia:
demonstration of splenic activity by bone marrow scan. Blood 1979;59
Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of
apoptosis. In: Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. International
review of cytology. London: Academic; 1980. p. 251-306.
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Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of
enantiomeric excess and chiral symmetry breaking. Top Curr Chem.
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Supplementary material/private homepage

Doe J. Title of supplementary material. 2000.
http://www.privatehomepage.com. Accessed 22 Feb 2000.
University site

Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html
(1999). Accessed 25 Dec 1999.

FTP site

Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt
(1999). Accessed 12 Nov 1999.
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(2006). Accessed 20 Feb 2007.
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Database. 2011. http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Figures, tables and additional files
See General formatting guidelines for information on how to format
figures, tables and additional files.
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Preparing main manuscript text
Preparing illustrations and figures
Preparing tables

Preparing additional files

Preparing main manuscript text
Back to top
Quick points:

« Use double line spacing

« Include line and page humbering

« Use Sl units: Please ensure that all special characters used are
embedded in the text, otherwise they will be lost during
conversion to PDF

« Do not use page breaks in your manuscript

File formats
The following word processor file formats are acceptable for the main
manuscript document:

« Microsoft word (DOC, DOCX)
« Rich text format (RTF)
« TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)

Please note: editable files are required for processing in production. If
your manuscript contains any non-editable files (such as PDFs) you will
be required to re-submit an editable file when you submit your revised
manuscript, or after editorial acceptance in case no revision is
necessary.

Additional information for TeX/LaTeX users

Please use BioMed Central's TeX template and BibTeX stylefile if you
use TeX format. Submit your references using either a bib or bbl file.
When submitting TeX submissions, please submit both your TeX file
and your bib/bbl file as manuscript files. Please also convert your TeX
file into a PDF (please do not use a DIV file) and submit this PDF as a
supplementary file with the name 'Reference PDF'. This PDF will be
used by our production team as a reference point to check the layout
of the article as the author intended.

The Editorial Manager system checks for any errors in the Tex files. If
an error is present then the system PDF will display LaTex code and
highlight and explain the error in a section beginning with an
exclamation mark (!).
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All relevant editable source files must be uploaded during the
submission process. Failing to submit these source files will cause
unnecessary delays in the production process.

TeX templates

BioMedCentral_article (ZIP format) - preferred template

article (part of the standard TeX distribution)

amsart (part of the standard TeX distribution)

Style and language

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in
your manuscript you need to ensure the English language is of
sufficient quality to be understood. If you need help with writing in
English you should consider:

. Visiting the English language tutorial which covers the common
mistakes when writing in English.

. Asking a colleague who is a native English speaker to review your
manuscript for clarity.

. Using a professional language editing service where editors will
improve the English to ensure that your meaning is clear and
identify problems that require your review. Two such services
are provided by our affiliates Nature Research Editing Service
and American Journal Experts. BMC authors are entitled to a 10%
discount on their first submission to either of these services. To
claim 10% off English editing from Nature Research Editing
Service, click here. To claim 10% off American Journal Experts,
click here.

Please note that the use of a language editing service is not a
requirement for publication in the journal and does not imply or
guarantee that the article will be selected for peer review or
accepted.
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Data and materials

For all journals, BioMed Central strongly encourages all datasets on
which the conclusions of the manuscript rely to be either deposited in
publicly available repositories (where available and appropriate) or
presented in the main paper or additional supporting files, in machine-
readable format (such as spread sheets rather than PDFs) whenever
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possible. Please see the list of recommended repositories in our
editorial policies.

For some journals, deposition of the data on which the conclusions of
the manuscript rely is an absolute requirement. Please check the
Instructions for Authors for the relevant journal and article type for
journal specific policies.

For all manuscripts, information about data availability should be
detailed in an ‘Availability of data and materials’ section. For more
information on the content of this section, please see the Declarations
section of the relevant journal’s Instruction for Authors. For more
information on BioMed Centrals policies on data availability, please see
our [editorial policies].

Formatting the 'Availability of data and materials’ section of your manuscript
The following format for the 'Availability of data and materials section
of your manuscript should be used:

"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are)
available in the [repository name] repository, [unique persistent
identifier and hyperlink to dataset(s) in http:// format]."

The following format is required when data are included as additional
files:

"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are)
included within the article (and its additional file(s))."”

BioMed Central endorses the Force 11 Data Citation Principles and
requires that all publicly available datasets be fully referenced in the
reference list with an accession number or unique identifier such as a
DOI.

For databases, this section should state the web/ftp address at which
the database is available and any restrictions to its use by non-
academics.

For software, this section should include:

« Project name: e.g. My bioinformatics project

. Project home page: e.g. http://sourceforge.net/projects/mged

« Archived version: DOI or unique identifier of archived software
or code in repository (e.g. enodo)

« Operating system(s): e.g. Platform independent

« Programming language: e.g. Java

« Other requirements: e.g. Java 1.3.1 or higher, Tomcat 4.0 or
higher

« License: e.g. GNU GPL, FreeBSD etc.

« Any restrictions to use by non-academics: e.g. licence needed
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Information on available repositories for other types of scientific data,
including clinical data, can be found in our editorial policies.
References

See our editorial policies for author guidance on good citation
practice.

Please check the submission guidelines for the relevant journal and

article type.
What should be cited?

Only articles, clinical trial registration records and abstracts that have
been published or are in press, or are available through public e-
print/preprint servers, may be cited.

Unpublished abstracts, unpublished data and personal communications
should not be included in the reference list, but may be included in
the text and referred to as "unpublished observations” or "personal
communications” giving the names of the involved researchers.
Obtaining permission to quote personal communications and
unpublished data from the cited colleagues is the responsibility of the
author. Only footnotes are permitted. Journal abbreviations follow
Index Medicus/MEDLINE.

Any in press articles cited within the references and necessary for the
reviewers' assessment of the manuscript should be made available if
requested by the editorial office.

How to format your references

Please check the Instructions for Authors for the relevant journal and
article type for examples of the relevant reference style.

Web links and URLs: All web links and URLs, including links to the
authors' own websites, should be given a reference number and
included in the reference list rather than within the text of the
manuscript. They should be provided in full, including both the title of
the site and the URL, as well as the date the site was accessed, in the
following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May
2013. If an author or group of authors can clearly be associated with a
web link, such as for weblogs, then they should be included in the
reference.

Authors may wish to make use of reference management software to
ensure that reference lists are correctly formatted.

Preparing figures

Back to top

When preparing figures, please follow the formatting instructions
below.

« Figures should be nhumbered in the order they are first
mentioned in the text, and uploaded in this order. Multi-panel
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figures (those with parts a, b, ¢, d etc.) should be submitted as a
single composite file that contains all parts of the figure.

Figures should be uploaded in the correct orientation.

Figure titles (max 15 words) and legends (max 300 words) should
be provided in the main manuscript, not in the graphic file.
Figure keys should be incorporated into the graphic, not into the
legend of the figure.

Each figure should be closely cropped to minimize the amount of
white space surrounding the illustration. Cropping figures
improves accuracy when placing the figure in combination with
other elements when the accepted manuscript is prepared for
publication on our site. For more information on individual figure
file formats, see our detailed instructions.

Individual figure files should not exceed 10 MB. If a suitable
format is chosen, this file size is adequate for extremely high
quality figures.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain
permission from the copyright holder to reproduce figures (or
tables) that have previously been published elsewhere. In order
for all figures to be open access, authors must have permission
from the rights holder if they wish to include images that have
been published elsewhere in non open access journals.
Permission should be indicated in the figure legend, and the
original source included in the reference list.

Figure file types
We accept the following file formats for figures:

EPS (suitable for diagrams and/or images)

PDF (suitable for diagrams and/or images)

Microsoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must
be a single page)

PowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be
a single page)

TIFF (suitable for images)

JPEG (suitable for photographic images, less suitable for
graphical images)

PNG (suitable for images)

BMP (suitable for images)

CDX (ChemDraw - suitable for molecular structures)

For information and suggestions of suitable file formats for specific
figure types, please see our author academy.
Figure size and resolution
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Figures are resized during publication of the final full text and PDF
versions to conform to the BioMed Central standard dimensions, which
are detailed below.

Figures on the web:

. width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).

Figures in the final PDF version:

width of 85 mm for half page width figure

width of 170 mm for full page width figure

maximum height of 225 mm for figure and legend

image resolution of approximately 300 dpi (dots per inch) at the
final size

Figures should be desighed such that all information, including text, is
legible at these dimensions. All lines should be wider than 0.25 pt
when constrained to standard figure widths. All fonts must be

embedded.
Figure file compression

. Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which
are usually more compact than EPS files.

. TIFF files should be saved with LZW compression, which is
lossless (decreases file size without decreasing quality) in order
to minimize upload time.

« JPEG files should be saved at maximum quality.

. Conversion of images between file types (especially lossy formats
such as JPEG) should be kept to a minimum to avoid degradation
of quality.

If you have any questions or are experiencing a problem with figures,
please contact the customer service team at info@biomedcentral.com.

Preparing tables

Back to top

When preparing tables, please follow the formatting instructions
below.

. Tables should be numbered and cited in the text in sequence
using Arabic numerals (i.e. Table 1, Table 2 etc.).

. Tables less than one A4 or Letter page in length can be placed in
the appropriate location within the manuscript.

« Tables larger than one A4 or Letter page in length can be placed
at the end of the document text file. Please cite and indicate
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where the table should appear at the relevant location in the
text file so that the table can be added in the correct place
during production.

. Larger datasets, or tables too wide for A4 or Letter landscape
page can be uploaded as additional files. Please see [below] for
more information.

. Tabular data provided as additional files can be uploaded as an
Excel spreadsheet (.xls ) or comma separated values (.csv).
Please use the standard file extensions.

. Table titles (max 15 words) should be included above the table,
and legends (max 300 words) should be included underneath the
table.

. Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files,
but should be formatted using ‘Table object’ function in your
word processing program.

« Color and shading may not be used. Parts of the table can be
highlighted using superscript, numbering, lettering, symbols or
bold text, the meaning of which should be explained in a table
legend.

« Commas should not be used to indicate numerical values.

If you have any questions or are experiencing a problem with tables,
please contact the customer service team at info@biomedcentral.com.

Preparing additional files

Back to top

As the length and quantity of data is not restricted for many article
types, authors can provide datasets, tables, movies, or other
information as additional files.

All Additional files will be published along with the accepted article.
Do not include files such as patient consent forms, certificates of
language editing, or revised versions of the main manuscript document
with tracked changes. Such files, if requested, should be sent by email
to the journal’s editorial email address, quoting the manuscript
reference number. Please do not send completed patient consent
forms unless requested.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" should
be included as additional files. Since many web links and URLs rapidly
become broken, BioMed Central requires that supporting data are
included as additional files, or deposited in a recognized repository.
Please do not link to data on a personal/departmental website. Do not
include any individual participant details. The maximum file size for
additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on
submission. Each additional file should be cited in sequence within the
main body of text.
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If additional material is provided, please list the following information
in a separate section of the manuscript text:

« File name (e.g. Additional file 1)

. File format including the correct file extension for example .pdf,
Xls, .txt, .pptx (including name and a URL of an appropriate
viewer if format is unusual)

« Title of data

. Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and
should be referenced explicitly by file name within the body of the
article, e.g. 'An additional movie file shows this in more detail [see

Additional file 1]'.
For further guidance on how to use Additional files or

recommendations on how to present particular types of data or

information, please see How to use additional files.
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