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Resumo

Céncer de cabeca e pescogo € um termo utilizado como denominagdo a um grupo de
canceres que ocorrem acima da regido da clavicula. Devido a particularidade anatémica
estes tipos de canceres tendem a ser agressivos e desfigurantes. De modo geral, canceres
sdo patologias de origem genética divergindo o fenotipo celular normal, onde as células
se multiplicam descontroladamente, invadem tecidos vizinhos e causam prejuizos ao
organismo. As alteracGes de fendtipos podem ser identificadas por alteracdes nos padroes
de expressdo genica do tecido normal de origem. A evolucéo das tecnologias moleculares
tem permitido a obtencdo de um maior volume de dados, os quais vém sendo depositados
em repositorios publicos como The cancer genome atlas (TCGA) e Gene expression
omnibus database (GEO) para que pesquisadores realizem novas descobertas. Neste
sentido, este trabalho visa a identificacdo de genes diferencialmente expressos (DEGS)
em cancer de cabeca e pescoco utilizando dados destes repositdrios publicos. Devido a
particularidade amostral as andlises realizadas foram divididas em 2 grupos: cancer de
cavidade oral e cancer de tireoide. Os dados foram organizados e preparados utilizando o
ambiente R, e apds submetidos a estatistica com pontos de corte p <0,05 e log2FC >|1].
Em seguida a identificacdo dos DEGs realizou-se as curvas de sobrevivéncia e pesquisa
na literatura. Como resultados obteve-se 4 DEGs para cancer de cavidade oral: LOXL2,
FAT1, SOD3 e DPT e 12 DEGs para cancer de tireoide: CRABP1, CSGALNCT],
WSCD2, ITM2A, ID3, PAX9, SELENBP1, TNFRS11B, SDPR, LRP1B, MT1F e
SGK223. A partir da curva de sobrevivéncia FAT1, CRABP1, ITM2A e ID3
demonstraram potencial progndstico. Todos os DEGs identificados possuem referencial
tedrico demonstrando relagdes com cancer. CSGALNCT1 possui apenas descriches
relacionadas a familia génica. Métodos experimentais sao necessarios para a confirmacao
do uso destes genes como biomarcadores. Desta forma, os resultados encontrados
apresentam contribuicdo cientifica. Ao mesmo tempo em que este trabalho possui
potencial a contribuicdo a pesquisas futuras auxiliando na descoberta de melhores

métodos diagndsticos e prognadsticos.

Palavras-chave: Céancer de cabeca e pescoco; Cancer de cavidade oral; Céancer de

tireoide; Analise de expresséo diferencial de genes; GEO; TCGA.



Abstract

Head and neck cancer is a term used as denomination for a cancer group that occurs above
the clavicle. Due to the anatomy particularity those cancer types tend to be aggressive and
disfiguring. Generally, cancers are genetics pathologies diverging from the normal
cellular phenotype, causing an uncontrollably cell division, which invade nearby tissues
and cause body damage. The phenotype alteration can be identified by changes in the
gene expression patterns of normal tissues. The molecular technology evolution has
allowed the obtaining a larger volume of data, which has been deposited on public
repositories as the cancer genome atlas (TCGA) and Gene expression omnibus database
(GEO) allowing new discoveries. In this regard, this work aims the identification of
differentially expressed genes on head and neck cancer using data by those public
repositories. Due to the sampling particularity the data analysis was divide at 2 groups:
Oral Cavity Cancer and Thyroid Cancer. The data was prepared and organized using the
R environment, and after submitted to statistics with the cut off p<0,05 and log2FC >|1|.
After the DEGs identification survival curves were performed and literature researched.
As results it was obtained 4 DEGs for oral cavity cancer: LOXL2, FAT1, SOD3 and DPT
and 12 DEGs for thyroid cancer: CRABP1, CSGALNCT1, WSCD2, ITM2A, ID3,
PAX9, SELENBPQ, TNFRS11B, SDPR, LRP1B, MT1F, SGK22. With the survival
curve FAT1, CRABPL, ITM2A and ID3 evidence prognostic potential. All the DEGs
identified on this work had papers describing their relation with cancer. CSGALNCT1
has only descriptions about the genic family. Molecular works are needed for
confirmation about use of these genes as biomarkers. This way, the results found here
have scientific contribution. At the same time this work could contribute for futures

research and help at new discoveries about diagnostics and prognostics.

Keywords: Head and neck cancer; Oral Cavity Cancer; Thyroid Cancer; Differential
expression Gene; Analysis; GEO; TCGA.
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1. Introducgéo

Cancer é uma patologia de origem genética, ocasionada por alteracdes do
funcionamento de alguns genes presentes no organismo, causando uma fuga dos padrdes
celulares normais. Naturalmente as células se dividem, cumprem suas fungdes e morrem.
Entretanto, devido a mutac6es que ocorrem durante os processos de divisdo celular, os
ciclos normais se alteram e uma Unica célula pode gerar uma massa que se multiplica
descontroladamente, invade tecidos vizinhos e causa prejuizos ao portador (ALBERTS,
2017; GRIFFITHS, 2019).

Ha dois grupos principais de genes relacionados ao cancer: (i) Oncogenes e (ii)
genes supressores de tumor. O primeiro, antes de se tornarem oncogenes propriamente
ditos, sdo denominados de proto-oncogenes, e atuam nas fungdes normais das células. O
segundo, sdo genes que atuam na regulacdo do ciclo celular impedindo a formacéo de
tumores, entretanto quando mutados perdem sua acdo (PIERCE, 2017; RODRIGUES,
2016). Vale ressaltar que sdo necessarias um acumulo critico de mutagdes nestes genes
para que uma célula se torne cancer. Sendo que, durante a vida de um ser humano,
ocorrem cerca de 10 divisGes celulares e que mutacdes espontaneas ocorrem a uma taxa
de 10 mutacBes por gene por mitose, desta forma, cada gene deve sofrer cerca de 10°
mutacdes em ocasides independentes. Portanto, se uma Unica mutacdo fosse suficiente
para originar uma neoplasia, esse processo seria incompativel com a vida (ALBERTS,
2017).

Céncer de cabeca e pescoco é um termo guarda-chuva utilizado como
agrupamento aos canceres que ocorrem acima da regido da clavicula, com exce¢do do
sistema nervoso central; pele; linfonodos; olhos; esdfago e traqueia. Este grupo de
canceres foi responsavel, em 2020, por 8,4% dos novos casos de canceres, bem como
5,2% das mortes entre todos os canceres em todo o0 mundo. Ao mesmo tempo, no Brasil
houve uma incidéncia de 10,35% entre 0s novos casos de canceres e uma taxa de
mortalidade de 6,03% (WHO, 2021).

De modo geral, os canceres de cabeca e pesco¢o possuem como principais fatores
de risco o tabagismo e o consumo de alcool, bem como a infec¢do pelo virus HPV.
Havendo uma correlagéo indiretamente proporcional entre o indice de desenvolvimento

de um pais e a incidéncia de novos casos de cancer de cabega e pescogo.
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Quando um paciente com esta patologia é diagnosticado em estagios iniciais,
estima-se que a chance de cura seja em torno de 80%. Entretanto, no Brasil, a maioria dos
pacientes sdo diagnosticados em estagios avangados, e devido a isso sdo submetidos a
tratamentos agressivos e desfigurantes e com uma menor taxa de sobrevivéncia.

Com o advento das tecnologias “Omicas”, cada vez mais grandes volumes de
dados sdo gerados, ocasionando o desafio da busca por informagGes biologicamente
relevantes. Uma deste tipo de tecnologia € a transcriptbmica, baseada na anélise dos
transcritos de mMRNA. Ha duas tecnologias principais a este tipo de analise, microrray e
RNA-seq.

Repositdrios plblicos internacionais como o Gene Expression Omnibus (GEO)?
e The Cancer Genome Atlas (TCGA)? armazenam dados provenientes das técnicas de
microarray e RNA-seq respectivamente. Estes dados sdo de livre utilizacdo, depositados
por pesquisadores para que outros pesquisadores possam realizar novas pesquisas.
Necessitando de analises estatisticas e computacionais complexas, como algoritmos de
inteligéncia artificial. Para isto, é necessario que o pesquisador compreenda ndo s6 a
técnica molecular, mas também possua conhecimentos dos métodos computacionais e
linguagens de programacdo de modo a lidar apropriadamente com a informacéo
disponivel.

Diversos trabalhos tem sido descritos na literatura relacionando os conjuntos de
dados depositados nestes bancos, com novas descobertas de potenciais biomarcadores
moleculares para diagnostico, progndstico e alvos terapéuticos. As descobertas
relacionadas a este campo tém grande potencial a auxilio a qualidade de vida dos
pacientes portadores de neoplasias, podendo resultar em tratamentos precoces, bem como
guiar novas terapias. A analise in silico por si sé ndo traz grandes aplicacdes de mercado,
entretanto podem direcionar pesquisas nessa area, seja para analises in vitro, seja pelo
direcionamento de farmacos ja utilizados in vivo a novos tipos de neoplasias.

Neste contexto, este trabalho visa a utilizagdo dos dados de expresséo génica, para
cancer de cabeca e pescocgo, presentes nos repositorios publicos GEO e TCGA, com
auxilio ambiente computacional R e objetivando a identificagdo de potenciais
biomarcadores que possam vir a auxiliar no diagnostico precoce. Evitando tratamentos

agressivos e aumentando as chances de cura dos pacientes.

! https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
2 https://portal.gdc.cancer.gov/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://portal.gdc.cancer.gov/
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2. Revisao da literatura

2.1. Cancer de cabeca e pescogo

Céncer de cabeca e pescoco é um termo guarda-chuva utilizado como
denominacdo a um grupo de canceres que ocorrem acima da regido da clavicula, havendo
algumas divergéncias na literatura, mas, com excecao do cérebro, pele, linfonodos, olhos,
esodfago e tragueia (CHOW, 2020; KONINGS et al, 2020; WHO, 2021). Os principais
sitios anatdmicos presentes neste tipo de cancer sdo: (i) cavidade oral, que inclui: labios,
mucosa bucal, lingua, assoalho da boca, palato duro e gengiva; (ii) faringe; (iii) laringe;
(iv) cavidade nasal; (v) seios paranasais; (vi) ouvido e (vii) tireoide. Além dos sitios
anatdmicos, o cancer de cabeca e pesco¢o também é dividido por tipo histologico, sendo
o carcinoma de células escamosas 0 mais comum, responsavel por 90% dos casos,
seguido pelo adenocarcinoma (ARQUETTE, 2002; CHOW, 2020; GALBIATTI et al,
2013; JOHNSON et al, 2020). A figura 1 demonstra os principais sitios anatdmicos

envolvidos no cancer de cabeca e pescoco.

Figura 1 — Principais Sitios anatdmicos ao Cancer de Cabeca e Pescogo

Libios
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/ / Palato mole
—

- — Uvula
Nasofaringe :G,.\ Trigono retromolar
5

Amigdala —— g Ahiae Mucosa bucal
Orofaringe abios Amigdala
Base da lingua _\ Lingua
Parede posterior da faringe
A N’\..& .
\ Glindula salivar “~Assoalho da boca

Hipofaringe

Laringe

Adaptado de: Johnson et al, 2020.

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO), estima-se que em

2020 o cancer de cabeca e pescoco representou em todo o planeta cerca de 1.518.133
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novos casos, 8,4% entre todos os tipos de canceres, e 5.510.771 mortes, 5,2% entre todos
0s tipos de canceres. No Brasil, estima-se que a incidéncia deste tipo de cancer em 2020
foi de 57.633 novos casos, 10,35% entre todos os tipos de canceres e 15.506 mortes,
6,03% entre todos os tipos de canceres. Destes, destes 586.202 (3,23%) sdo de novos
canceres de tireoide, e 43.646 Obitos devido a progressdo da patologia em todo o
mundo. Enquanto no Brasil, surgiram 30.607 (5,49%) novos casos e 1081 (0,42%) novos
Obitos (WHO, 2021).

Existe uma correlacdo entre a incidéncia deste tipo de cancer com o
desenvolvimento de uma nacéo. Paises subdesenvolvidos tendem a apresentar um nimero
maior de casos de cancer de cabeca e pescoco do que paises desenvolvidos. Associa-se
tal correlacéo aos fatores de risco associado ao surgimento deste cancer, visto que estes
se apresentam uma proporc¢ao inversa ao indice de desenvolvimento (ARQUETTE, 2002;
GALBIATTI et al, 2013; JOHNSON et al, 2020).

Consumo de cigarros, &lcool, ma higiene bucal, deficiéncias nutricionais,
exposicdo ocupacional e infeccdo por HPV sdo os principais fatores de risco associado ao
cancer de cabeca e pescoco. O tabagismo é o principal fator de risco a este tipo de cancer,
relacionando-se com a intensidade e a duracdo do habito. Nao s6 o ato de fumar em si,
como o ato de mascar o fumo também eleva o risco de desenvolvimento deste cancer.
Isso acontece pois 0 tabaco contém agentes carcinogénicos e a exposicdo local tende,
mais fortemente, a causar mutacgdes locais (ARQUETTE, 2002; GALBIATTI et al, 2013;
JOHNSON et al, 2020).

E interessante a correlagio entre o consumo de alcool associado ao tabagismo. O
tabagismo e o alcoolismo sdo fatores de risco ja quando ocorrem individualmente,
entretanto em conjunto, provocam um aumento significativo na chance do
desenvolvimento deste tipo de cancer, estima-se que em torno de 40 vezes mais. Entende-
se que o alcool age como um solvente, aumentando a exposi¢cdo da mucosa oral aos
agentes carcinogénicos (ARQUETTE, 2002; GALBIATTI et al, 2013; JOHNSON et al,
2020).

Deficiéncias nutricionais estdo relacionadas a diversos tipos de doencas,
dependendo do nutriente. No cancer de cabecga e pescogo, a deficiéncia de vitamina A
bem como a deficiéncia de ferro associada a anemia férrica se demonstram como fatores
de risco. A exposicdo ocupacional esta relacionada a inalacdo de asbestos, niquel, cromo
e ao pO gerado no processamento do couro e de madeiras (ARQUETTE, 2002;
GALBIATTI et al, 2013; JOHNSON et al, 2020).
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A infeccdo pelo Human papillomavirus (HPV) é responsavel por alguns tipos de
cancer, como o cancer cervical; o cancer de vulva; o cancer de pénis; o cancer anal e
cancer de cabeca e pescogo (HARDEN; MUNGER, 2017). Os HPVs sdo virus de DNA,
pertencentes a familia Papillomaviridae, e possuem 9 proteinas, sendo E6 e E7
responsaveis pela alteracéo do fenotipo celular. Sua classificacdo taxinémica é realizada
com base em homologia, entretanto confusa, sendo mais comum sua utilizagéo por tipos.
Sendo os tipos HPV-18 e HPV-16 os mais comuns associado aos canceres e designados
como tipos de alto risco (ROMANOS; MENDES, 2021).

A transmissdo do HPV ocorre por via sexual, seja ela oral; vaginal ou anal,
necessitando de micro-abrasdes ou, no caso do cancer cervical, da jungdo escamo-celular.
A particula viral infecta as células das camadas basais da epiderme por meio de
endocitose, e ndo costuma se espalhar pelo corpo. Sua infeccéo € local, e continua apenas
para as células vizinhas. O HPV estimula a diviséo celular, ocasionado a formacédo dos
papilomas. Nos casos em que ocorre 0 processo oncogénico, 0 DNA viral se integra ao
genoma do hospedeiro, ocasionando alteracbes génicas em ambos e aumentando a
expressao dos genes virais E6 e E7 (ROMANOS; MENDES, 2021).

O sistema imunoldgico geralmente possui capacidade de combater o HPV,
entretanto ap6s infeccdo concretizada o virus consegue enganar o sistema imunolégico.
Entretanto, hd medidas profilaticas a este processo infeccioso, como a utilizacdo de
preservativos em qualquer forma de sexo e vacinacdo. No Brasil, o sistema Unico de
vacinacao fornece a administracdo de duas doses da vacina contra o HPV-6, 11, 16 e 18
para adolescentes (BRASIL, 2021). Além disso, é importante ressaltar que em paises
desenvolvidos com altas taxas de vacinagdo ocorreu uma diminuigéo significativa nos
canceres de genitalia feminina, cancer retal e cancer de cabeca e pescoco (HARDEN;
MUNGER, 2017; JOHNSON et al, 2020).

O estadiamento deste tipo de cancer é dado pelo sistema TNM (tumor, nodo,
metastase). Sendo o T geralmente referente ao tamanho do tumor e pequenos processos
invasivos; N referente ao acometimento de linfonodos adjacentes e M metastases
distantes. E importante ressaltar que como cancer de cabeca e pescogo é um termo guarda-
chuva para alguns tipos de canceres, ha diferencas singelas no modelo de classificacéo,
como os tipos de invasdo em tecidos adjacentes (CHOW, 2020; BRIERLEY et al, 2017).

De forma relativamente recente o status de HPV se tornou um fator importante na
classificagdo TNM do cancer de orofaringe. Havendo diferencas na classificacdo em T e

N. A tabela 1 demonstra a classificacdo do cancer de orofaringe, dividindo em status de
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HPV positivo e negativo (CHOW, 2020; BRIERLEY et al, 2017). Apos a classificacao
TNM, se realiza o estadiamento do tumor conforme tabela 2. Os estagios variam de 0 a
IV, havendo subdivisGes, entretanto o estagio 0 é sempre carcinoma in situ e a ultima

subdiviséo do IV (quando ha subdivisdes) ja ocorre metastase distante.

Tabela 1 — Classificacdo TNM do cancer de orofaringe.

Classificacéo Cancer de orofaringe HPV Cancer de orofaringe
(TNM) positivo HPV negativo

TX Tumor primario ndo pode ser Tumor primario ndo pode ser

avaliado avaliado

Tis Carcinoma in situ Carcinoma in situ

TO Nenhum tumor identificado Nenhum tumor identificado

T1 Tumor menor que 2 cm Tumor menor que 2 cm

T2 Tumor entre 2e 4 cm Tumor entre 2 e 4 cm

T3 Tumor maior que4 cm ou com Tumor maior que 4 cm ou com

extensdo da superficie da lingua extensdo da superficie da lingua

para a epiglote para a epiglote

T4 Avanco local moderado da -
patologia; Invasdo da laringe,
musculos da lingua, musculatura
acessoria adjacente, palato duro ou
mandibula
T4a - Avanco local moderado da
doenca; O tumor invade laringe,

musculos da lingua, musculatura
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T4b

NX

NO

N1

N2

NZ2a

N2b

N2c

Linfonodos locais ndo podem ser

avaliados

Sem metastase em linfonodos

adjacentes

Metastase para 1 ou mais
linfonodos laterais menor que 6¢cm
Metéstase para linfonodo
contralateral ou bilateral, menor

gque 6cm

acessoria adjacente, palato duro

ou mandibula

Patologia local muito avancada;
Tumor invade musculatura
acessoria, lateral da nasofaringe,
base do cranio ou parte da artéria

carétida

Linfonodos locais ndo podem ser
avaliados

Sem metastase em linfonodos

adjacentes

Metastase para 1  Unico
linfonodo lateral, menor ou igual

a 3cm, sem extensao

Metastase para um  Unico
linfonodo lateral; Entre 3 e 6 cm,

sem extensao

Metéstase para varios linfonodos
laterais; menor que 6cm, sem
extensdo
Metastase  contralateral  ou
bilateral em linfonodos, menor

que 6¢cm, sem extensdo
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N3 Metéstase para 1 ou mais
linfonodos, maior que 6¢cm
N3a Metastase para linfonodo, maior

que 6¢cm, sem extensado

N3b Metastase para 1 ou mais
linfonodos, com extensao
clinicamente evidenciada

MO Sem metastase distante Sem metastase distante

M1 Metastase distante Metastase distante
Adaptado de: BRIERLEY, 2017; CHOW, 2020.

Tabela 2 — Estadiamento do cancer de orofaringe

Estagio Cancer de orofaringe HPV positivo  Céancer de orofaringe HPV negativo

Tumor Nodo Metastase ~ Tumor Nodo Metastase
0 Tis NO MO Tis NO MO
I TO, T1,ou  NOouN1 MO T1 NO MO
T2
I T0, T10U N2 MO T2 NO MO
T2
T3 NO, N1 MO - - -
ou N2
i Qualquer T N3 MO T1,T2o0u N1 MO
T3
T4 Qualquer MO - - -
N
v Qualquer T Qualquer M1 - - -
N

IVa - - T4a NO ou N1 MO
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- R T1, T2, N2 MO
T3 0U
T4a
IVb - - Qualquer N3 MO
T
- - T4b Qualquer MO
T
Ve - - Qualquer  Qualquer M1
T T

Adaptado de: BRIERLEY, 2017; CHOW, 2020.

Estima-se que no Brasil, 70% dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco sao
diagnosticados em estagios avangados, diminuindo a chance de cura e a qualidade de vida
durante o tratamento. Esta situacéo ocorre devido a falta de politicas publicas relacionadas
a prevencdo deste tipo de cancer, como avaliagdes odontologicas periddicas ou
campanhas de autocuidado. Entretanto, quando o diagndstico ocorre de forma precoce,
estima-se que a chance de cura atinja 80% (REIS et al, 2018).

A importancia de estudos relacionados ao cancer de cabeca e pescoco vai além de
taxas de mortalidade e incidéncia. A face € o local por onde um ser humano reconhece o
outro, responsavel pela fala e por praticamente todas as interacdes sociais diarias. Além
disso, € o local por onde ocorre a entrada de todos os elementos essenciais ao
funcionamento do organismo. Sendo assim, uma patologia deste nivel afeta o individuo
de forma fisica, fisiolgica e psicossocial, acarretando baixa autoestima, comunicacao
afetada, dor local, secrecdo, odores, perda de autonomia, eliminacbes fisioldgicas e
alimentacéo prejudicada (ARQUETTE, 2002; GENDEN, 2020; REIS et al, 2018).

Dependendo do estagio em que o cancer é diagnosticado, o tratamento tende a ser
agressivo e desfigurante. Quimioterapias, radioterapias, imunoterapias e cirurgias sdo as
principais formas de tratamento, e devido a particularidade da localizac&o deste tipo de
tumor, o paciente necessita de utilizacéo de sondas para alimentacdo, traqueostomias e
em alguns casos perca de parte da face. Estudos que possam auxiliar na construcao do
conhecimento molecular e por conseguinte em métodos preventivos, diagnosticos e em
tratamentos, podem vir a auxiliar este tipo de paciente e evitando sofrimento
(ARQUETTE, 2002; GENDEN, 2020; REIS et al, 2018).
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2.2. Expresséo génica e biomarcadores

O material genético € a molécula responsavel pela hereditariedade. Um organismo
multicelular, como um ser humano, se origina de uma mesma célula inicial, e, portanto,
todas as células de um individuo possuem a mesma sequéncia génica no material
genético, com algumas exce¢des ocasionadas por mutacOes aleatorias nas células
somaticas (ALBERT, 2017). Diferentes tecidos no corpo apresentam os diferentes
fenotipos mesmo apresentando 0 mesmo gendtipo, devido a diferencas na expressdo
génica, bem como aos mecanismos reguladores desta expressao.

A expressdo génica em eucariontes depende de varios fatores e reguladores, 0s
quais definem a diferenciacao celular entre tecidos e, também um tecido normal de um
tecido tumoral. (GRIFFITHS et al, 2016; PIERCE, 2016; SNUSTAD; SIMMONS,
2017). Entender estes padrGes de expressdo permite a compreensdo dos mecanismos
moleculares, e assim a identificacdo de biomarcadores para diagnostico e progndstico,
bem como potenciais alvos de terapia.

Uma das formas de andlise da expressdo diferencial de genes é com a
transcriptbmica, a qual baseia-se na analise dos transcritos de DNA e sdo indicativos de
atividade génica (ADAMS, 2008). H& dois métodos principais para obtencdo de
transcriptomas: (i) microarrays (BUMGARNER, 2013) e (ii) RNA-seq (WANG et al,
2009). Ambos se baseiam na quantidade de mRNA expresso pela célula em dado
momento. Para isso, a analise é feita através de cDNA, ou seja, € utilizada uma enzima
chamada de transcriptase reversa (RT), a qual converte o mRNA em DNA complementar.
E este cDNA que é entdo quantificado para as analises de express&o. A analise global dos
dados possivel é dependente de ferramentas computacionais especificas para esta
finalidade (SARTOR; ROSSETO, 2020).

A tecnologia de microarray ou microarranjo se baseia em um chip, com diversos
spots contendo sondas de DNA. O mRNA ¢é extraido do tecido biopsiado e convertido em
cDNA pela transcriptase reversa. O material é posto sobre o chip, e 0 cDNA se hibridiza
com as sondas de DNA gerando coloragdo. A partir disso, o chip é posto em equipamento
especializado que mede a intensidade da cor permitindo sua transformac&o em um valor
de expressdao (BUMGARNER, 2013). A figura 2 ilustra este processo.

A tecnologia de RNA-Seq se baseia nas tecnologias de sequenciamento de DNA.
Da mesma forma que no microarranjo, 0 mMRNA ¢ extraido e convertido em cDNA, que

é sequenciado. Estas tecnologias geralmente necessitam da fragmentacdo do DNA, e a
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leitura é feita a partir de hibridizacdo e coloracdo. Cada base que se hibridiza gera um
comprimento de onda diferente, e esta é lida por equipamento especifico em tempo real.
Ao final do processo, se tem a sequéncia de bases de DNA como um dado. Utilizando
ferramentas computacionais, esses dados sdo montados, e 0 numero de sequéncias
presentes na amostra € quantificado em valores de expressao por gene. A tecnologia de
RNA-seq € considerada mais acurada do que a tecnologia de microarranjo (WANG et al,
2009).

Figura 2 — Etapas envolvidas na execu¢do da metodologia de Microarranjo.
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Fonte: BUMGARNER, 2013; SARTOR & ROSSETO, 2020.

Diversos trabalhos tem sido realizados nesta area nos diferentes tipos de cancer.
Sartor; Recamonde-Mendoza & Ashton-Prolla (2019) identificaram TULP3 como um
potencial biomarcador ao diagnostico do cancer colorretal, a partir de dados de expressdo
obtidos do bando de dados GEO e TCGA. Da mesma forma, Liu et al (2021)
identificaram AGT, SERPINH1 e MMP7 como biomarcadores ao cancer gastrico, estudo
o qual foi realizado in silico e confirmado experimentalmente.

XU et al (2019) demonstraram a identificacdo de CDC20 e ASPM como
potenciais biomarcadores ao cancer de bexiga utilizando os dados presente no GEO e
TCGA. Da mesma forma, Zheng; Min & Zhou (2021) identificaram ADCY8, ADRB2,
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CALCA, GCG, GNGT1 e NPSR1 como potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos
ao adenocarcinoma de pulmé&o utilizando os dados presentes nos repositorios publicos.
Investigacfes de microRNAs circulantes também tem sido avaliado como
potenciais biomarcadores a alguns tipos de canceres, utilizando dados de transcriptémica
(WANG et al, 2018). Ao mesmo tempo, fatores epigenéticos como metilacdo de DNA
podem ser avaliados na identificacdo de potenciais biomarcadores, utilizando também
dados de expressdo génica (LOCKE et al, 2019; TERRY et al, 2017). Desta forma,
percebe-se que estudos de transcriptdbmica possuem um grande potencial, e reforcam a

importancia dos repositérios puablicos com dados 6micos.

2.3. Biologia computacional

Metaboldmica, transcriptdmica, protebmica, sdo ciéncias intimamente ligadas a
bioinformaética, seja para analise de dados, seja para simulacdes (DATO et al, 2021).
Neste processo, bancos de dados tém sido criados em cooperativas mundiais. GEO
database (EDGAR et al, 2002) e The cancer genoma atlas (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2014) sdo exemplos disso. Ambos sdo repositérios publicos de dados
gendmicos, publicados por pesquisadores, e permitem que outros pesquisadores realizem
novas descobertas.

O TCGA é um projeto que possui como objetivo catalogar as principais alteracdes
genéticas causadoras do cancer, descrevendo por meio de sequenciamento gendmico,
RNA-seq e analises multidimensionais integradas, tecidos tumorais e normais. Com isso,
fornece conjuntos de dados genbmicos e transcriptdmicos de cancer, 0s quais Sdo
disponibilizados publicamente permitindo a melhoria dos métodos de diagndstico,
tratamento e prevencao (Cancer Genome Atlas Research Network et al, 2014).

O GEO é um repositorio publico internacional que armazena e disponibiliza dados
de microarranjo. O GEO tem trés principais objetivos; (i) fornecer um banco de dados
robusto e versatil para armazenar dados de alto rendimento; (ii) oferecer procedimentos
de apresentacdo simples e formatos que suportam depositos de dados completos da
comunidade de pesquisa; (iii) fornecer mecanismos de facil utilizacdo que permita que o
usuario pesquise, localize, revise e faca download de estudos e perfis de expressdes dos
genes (EDGAR et al, 2002).

Ao mesmo tempo, ferramentas computacionais que permitam a analise de grandes

volumes de dados sdo de extrema importancia. Existem diversos programas especificos
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para a anélise destes dados biologicos, tais como 0 GEOR2 e GEPIA (TANG et al, 2017).
Ainda assim, ferramentas para anélises de dados gerais também s&o utilizadas como R (R
development core team, 2021) e python (ROSSUM; DRAKE, 1995).

Diversos trabalhos tem sido realizados utilizando de dados presentes em bancos
de dados na identificacdo de potenciais biomarcadores para diagndstico, progndstico e
alvos terapéuticos. Exemplos de trabalhos relacionados séo a identificagédo de CDC20 e
ASPM (XU et al, 2019) como potenciais biomarcadores ao cancer de bexiga, ADCYS,
ADDRB2, CALCA, GCG, GNGT1 e NPSR1 (ZHENG; MIN; ZHOU, 2021) como
potenciais biomarcadores para adenocarcinoma de pulmédo ou TULP 3 como potencial
biomarcador ao prognéstico de adenocarcinoma de ducto pancreéatico (SARTOR et al,
2014).

Da mesma forma trabalhos relacionados ao cancer de cabeca e pescoc¢o tem sido
descrito, como a identificacdo de PLAU, CLDN8 e CDKN2A como potenciais preditores
de sobrevivéncia global em carcinoma oral de células escamosas (ZHAO et al, 2018).
Estudos neste sentido tem demonstrado grande potencial cientificos, demonstrando a

importancia da bioinformatica e impulsionando novas descobertas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho possui como objetivo geral identificar potenciais
biomarcadores em cancer de cabeca e pesco¢o utilizando dados disponiveis em

repositorios publicos.

3.2. Objetivos especificos

e Comparar a expressdo diferencial de genes entre bidpsias de cancer de tireoide e

cavidade oral com seus respectivos tecidos normais;

e Relacionar a expressdo génica em cancer de cabega e pescoco com os indices de

sobrevivéncia dos pacientes;

e ldentificar potenciais biomarcadores em cancer de cabeca e pescoco.
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4. Resultados

Os resultados da presente dissertacdo estdo organizados em um capitulo o qual
possui dois artigos.

O primeiro artigo é um tutorial introdutorio para obtencdo e analise de genes
diferencialmente expressos utilizando o repositério publico GEO, intitulado: “ANALISE
DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS: UMA ABORDAGEM
METODOLOGICA IN SILICO” e publicado na revista brasileira UNILUS ensino e
pesquisa® em 30 de junho de 2023*.

O artigo de nimero 2 apresenta os resultados da obtidos durante a dissertacéo,
dividindo o cancer de cabeca e pescoco em cancer de cavidade oral e cancer de tireoide.
Este ¢ intitulado: “GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM CANCER DE
CAVIDADE ORAL E DE TIREOIDE UMA ABORDAGEM IN SILICO UTILIZANDO
DADOS DO TCGA E GEO”. O mesmo sera traduzido ao inglés e submetido a revista:
Brazilian Archives of Biology and Technology®.

3 http://revista.unilus.edu.br/index.php/ruep
4 http://revista.unilus.edu.br/index.php/ruep/article/view/1688
5 https://www.scielo.br/j/babt/
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ANALISE DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS: UMA ABORDAGEM
METODOLOGICA IN SILICO

DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES ANALYSIS: AN IN SILICO METHODOLOGICAL
APPROACH

Nikael Souza de Oliveira; Natalia Rech; Scheila de Avila e Silva
Universidade de Caxias do Sul
Instituto de Biotecnologia

Laboratério de Biologia Computacional e Bioinformatica

RESUMO

Tecidos normais e tumorais apresentam o mesmo genotipo, entretanto diferentes fenoétipos.
Assim, espera-se encontrar diferentes padrées de expressdo quando estes sdo comparados.
Devido ao grande volume de dados gerados na obtencdo destes dados e o desafio da unido do
conhecimento molecular e computacional, bancos de dados publicos tém sido criados para que
novas pesquisas sejam realizadas. Desta forma, este trabalho demonstrou uma abordagem
metodoldgica na identificagcdo de genes diferencialmente expressos (DEGSs), utilizando
repositérios publicos com o auxilio do ambiente R. Para isto, a metodologia se dividiu em quatro
etapas: (i) Obtencéo dos dados; (ii) Preparacao dos dados; (iii) Andlise estatistica e (iv) Analise
dos resultados. Sendo identificados 12 DEGs em céancer de tireoide. Esperamos que este
trabalho sirva de guia a projetos futuros na identificacdo de potenciais DEGs.

Palavras-chave: Céncer; Bancos de Dados; Repositorios publicos; Genes diferencialmente
expressos; Abordagem metodolégica

ABSTRACT

Normal and tumor tissues present the same genotype, however different phenotypes. In this way,
it's expected to find different expression patterns when those comparisons. Due to the large
volume of data generated in obtaining these data and the challenge of uniting molecular and
computational knowledge, public databases have been created so that new research can be
carried out. In this way, this work demonstrated a methodological approach in the identification of
differentially expressed genes (DEGS), using public repositories with the R environment. For this,
the methodology was divided into four stages: (i) Obtaining data; (ii) Data preparation; (iii)
Statistical analysis and (iv) Analysis of results. Being identified 12 DEGs in thyroid cancer. We
hope that this work will serve as a guide for future projects in identifying potential DEGs.

Key-words: Cancer; Data bases; Public repositories; differentially expressed genes;
methodological approach.

INTRODUCAO

Cancer é um grupo de patologias de origem genética, ocasionada devido alteragées no
funcionamento de alguns genes presentes no organismo, os quais modificam o metabolismo
celular normal, causando uma fuga dos padrdes originais. Naturalmente as células se dividem,
cumprem suas fungbes e morrem. Entretanto, devido a mutagbes que ocorrem durante os
processos de divisdo celular, influenciados também por fatores ambientais, os ciclos normais se
alteram e uma Unica célula pode gerar uma massa que se multiplica descontroladamente, invade
tecidos vizinhos e causa danos ao organismo, tornando-se, portanto, a patologia conhecida como
cancer (BRUCE, et al 2017).

Todas as células de um mesmo organismo apresentam o0 mesmo genotipo, entretanto
diferentes fendtipos, isso ocorre devido a mecanismos de regulacdo génica os quais alteram os
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genes expressos em cada conjunto celular, formando os diferentes tecidos. Nesse sentido, se
entende o cancer como uma patologia de origem genética, a qual foge dos parametros celulares
normais, e, portanto, apresentam fenétipos distintos do seu tecido de origem (JORDE; CAREY;
BAMSHAD, 2017). Desta forma, trabalhos tem demonstrado como diferentes padrbes de
expressfes sdo encontrados nestes conjuntos, podendo ser estes utilizados como
biomarcadores de atividades patolégicas, exemplifica-se TULP3 no cancer colorretal (SARTOR,;
RECAMONDE-MENDONZA; ASHTON-PROLLA, 2019), AGT, SERPINH1 e MMP7 no céancer
gastrico (LIU et al, 2021), CDC20 e ASPM no cancer de bexiga (XU et al, 2019).

Héa dois grupos principais de genes relacionados ao cancer: (i) oncogenes e (ii) genes
supressores de tumor. O primeiro, antes de se tornarem oncogenes propriamente ditos, sédo
denominados de proto-oncogenes, e atuam nas fungdes normais das células, como divisédo,
metabolismo, regulacdo do ciclo celular e senescéncia. O segundo grupo compreende genes
que atuam na regulagéo do ciclo celular impedindo a formacdo de tumores, atuando em etapas
de controle e verificagdo, a qual como exemplo induzem a apoptose células mutadas com
potencial de divisédo descontrolada, entretanto, estes genes quando mutados perdem sua acao,
e com as etapas de controle de qualidade n&o funcionando corretamente, abre-se espago para
a formacéo de neoplasias (PIERCE, 2017).

Com o advento das novas tecnologias moleculares, bem como o desenvolvimento das
tecnologias computacionais, novas areas de pesquisa vém sendo desenvolvidas, e unindo estes
dois tipos de conhecimento forma-se a bioinformatica. Uma forma de estudo nesta jovem area é
com analise de expressado de genes. Desta forma, visando pesquisas globais relacionadas a
expressdo génica com intuitos de descobertas que possam auxiliar nos entendimentos destas
patologias, bancos de dados tém sido criados permitindo o depdésito de dados de expresséo de
genes. Como exemplo, cita-se: Gene Expression Omnibus (GEO) database
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) (EDGAR; DOMRACHEV; LASH, 2002) e The cancer genoma
atlas (https://portal.gdc.cancer.gov/) (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Em
relacdo a esses repositorios, o primeiro € voltado a dados de expressdo obtidos a partir de
analises de microarray e o segundo a partir de dados de RNA-seq.

O grande volume de dados gerados a partir das técnicas moleculares que identificam a
expresséo génica, o formato dos dados e andlises estatisticas adequadas requerem a utilizagao
de ferramentas computacionais de analises, sendo essencial a integracdo entre o conhecimento
molecular e o conhecimento computacional. Esta é uma dificuldade encontrada por diversos
pesquisadores e programas especificos tém sido desenvolvidos para facilitar estas analises
como GEOR2 e GEPIA (TANG et al, 2017). Ainda assim, devido a manipulacdo para analises
especificas sdo utilizadas linguagens de programacdo como R (R Development Core Team,
2021) e python (ROSSU; DRAKE, 1995). Nesse sentido, o presente trabalho possui como
objetivo demonstrar um passo a passo para realizacdo da coleta de dados e analise de
expressao diferencial de genes em cancer utilizando o banco de dados GEO, bem como sua
manipulacéo de dados no ambiente R.

PROCEDIMENTOS PARA ANALISE IN SILICO DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES

Para realizac@o da andlise de genes diferencialmente expressos, este trabalho ir4 se
dividir em 4 etapas: (i) Obtencédo dos dados pelos bancos de dados GEO; (ii) Manipulagéo e
preparacao dos dados; (iii) Andlise estatistica para obtencdo dos genes diferencialmente
expressos; (iv) Analise dos resultados obtidos, identificando os genes, suas fun¢des e interacoes,
bem como relatos na literatura associados a neoplasias. As etapas Il e Ill sdo realizadas com
auxilio do ambiente R. A figura 1 demonstra um fluxograma metodoldgico visualmente.

FIGURA 1- fluxograma metodolégico.
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Fonte: Elaborado pelos autores.
Obtencédo dos dados

O GEO é um repositério publico internacional que armazena e disponibiliza dados de
microarray. Este possui trés principais objetivos; (i) fornecer um banco de dados robusto e versatil
para armazenar dados de alto rendimento; (ii) oferecer procedimentos de apresentacéo simples
e formatos que suportam depésitos de dados completos da comunidade de pesquisa; (iii)
fornecer mecanismos de facil utilizacdo que permita que o usudrio pesquise, localize, revise e
faca download de estudos e perfis de expressdes dos genes (EDGAR; DOMRACHEV; LASH,
2002).

O tipo de cancer escolhido para utilizagdo neste trabalho é o cancer de tireoide. Sendo
necesséria esta definicdo para demonstrar a forma de busca no banco. A pesquisa no banco de
dados GEO se da pela interface grafica do website, utilizando de uma string de busca, a qual
para a presente demonstragao sera: “Thyroid Cancer”.

O banco de dados GEO pode ser encontrado pelo link https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
e a string de busca deve ser digitada no campo “search” entre aspas (figura 2a). Em caso de
busca de mais de um tipo de cancer este pode ser realizado em uma mesma pesquisa,
separados por seus diferentes conjuntos de aspas e com a palavra OR no meio. Como o0 GEO
apresenta uma vasta colecao de dados de diferentes espécies e diferentes tipos de analises
filtros devem ser selecionados na plataforma. No trabalho em questdo estes seréo tipo de
organismo: Homo sapiens e tipo de estudo: Expression profillin by array (figura 2b).

Figura 2 — Interface grafica GEO.
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A busca apresenta diversas amostras depositadas, e estas devem ser analisadas
individualmente e selecionadas para andlise, para isto deve-se definir critérios de inclusdo e
exclusédo, os quais devem ser baseados no objetivo do trabalho do pesquisador. Cada conjunto
de dados apresenta um codigo de acesso determinado por GSE seguido por um numeral, estes
devem ser anotados para posterior utilizacdo. Ao mesmo tempo, cada GSE apresenta um GPL
também seguido por um numeral, a qual é a plataforma utilizada na realizacéo do experimento
de microarray, e contém a marca e o modelo do chip. Este também deve ser anotado, pois sera
necessario durante o processo de obtencao dos dados utilizando o ambiente R.

Visando a obtencdo de genes diferencialmente expressos in vivo que possam ser
utilizados como potenciais biomarcadores os critérios de inclusdo e exclusado para cada conjunto
de dados devem ser definidos. Como exemplo, os critérios utilizados para este trabalho foram:
(i) Cada conjunto de amostra deve possuir amostras normais e tumorais; (ii) Cada conjunto de
amostras deve conter apenas amostras de tecidos biopsiados; (iii) Cada conjunto de amostras
deve conter no minimo 10 amostras. Apds a selecdo dos conjuntos de dados com seus
respectivos GSEs anotados deve-se realizar o download das amostras com os dados de
expressdo e os respectivos metadados, utilizando como auxilio o pacote GEOquery (DAVIS;
MELTZER, 2007), no ambiente R (Material suplementar 1).

PREPARACAO DOS DADOS

Os dados baixados devem ser preparados utilizando o ambiente R (neste artigo foi
utilizada a verséo 4.1.1). Cada gene é representado por uma sonda, sendo um dos processos a
anotacao génica a partir desta sonda. Os conjuntos de dados de expressdo sao organizados em
arquivos diferentes do seu conjunto de metadados com as informacdes clinicas dos pacientes.
Este conjunto de metadados carregam informacdes importantes, as quais podem ser utilizadas
com bases em novas pesquisas relacionadas aos aspectos clinicos dos pacientes. Quando estes
apresentam-se nos objetivos da pesquisa e serdo utilizados, faz-se importante a associacdo das
informacdes dos diferentes arquivos. Os quais podem ser assimilados, utilizando o ambiente R,
em um mesmo dado para realizacdo de analises posteriores.
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Para realizacdo da andlise estatistica deve-se realizar a normalizacdo dos dados
(material suplementar 2), a qual € uma pratica de organizagao e transformacéo dos valores de
modo que estes possam ser comparados. Existem diversos tipos de normalizacao de dados, ndo
havendo um consenso claro de qual o melhor método a ser utilizado. A transformacao logaritmica
auxilia na modelacdo do erro visto que deste modo apresenta alteracdes proporcionais e ndo
aditivas, da mesma forma auxilia nas comparacées de pequenas alteracfes. Ao mesmo tempo,
pode-se pensar na amplificacdo do cDNA, utilizado nas técnicas moleculares de andlise, uma
vez que ha resultados exponenciais sem seguir o padrdo de distribuicdo normal, e a
transformacao logaritmica na base 2 € a que mais a aproxima (AMBROISE et al, 2011). Além
disso, a transformacdo em LOG2 é amplamente citado para trabalhos com microarrray (SINHA
et al, 2022; STEKEL, 2003; VALIZADEH et al, 2022). O pacote limma no ambiente R possui
ferramentas que auxiliam neste processo (RITCHIE et al, 2015).

ANALISE ESTATISTICA

As diversas metodologias de comparacdo de médias sdo amplamente discutidas
referente as andlises relacionadas a comparacgéo de dados de expressao génica, ndo havendo
um consenso claro de qual a melhor abordagem analitica. Entende-se que o fator de
probabilidade associado, presente na estatistica bayesiana se adapta melhor a incerteza dos
dados biolégicos e permite responder de forma mais apropriada as questfes biolégicas
(JIMENEZ et al, 2021).

Para comparacdo entre amostras tumorais e normais é recomendada a estatistica
bayesina com correcdo da falsa taxa de descoberta de Benjamini e Hocberg para o valor p.
(SINHA et al, 2023). Os pontos de cortes definidos para este trabalho séo valor p<0,05 e Log2
Fold Change >|1|. Sendo o valor p a significAncia estatistica, e log2 Fold Change o quanto a
expressdo do gene em céncer varia da normal, sendo estes valores negativos para os genes
menos expressos e 0s valores positivos genes mais expressos. A definicdo dos pontos de corte
cabe ao pesquisador, sendo que para o Log2 Fold Change varia entre 1 e 2 na maior parte dos
trabalhos encontrados na literatura (SINHA et al, 2023; SONG et al, 2023; VALIZADEH et al,
2022; LIU et al 2023; ALAM; SULTANA et al, 2022). Definiu-se neste trabalho o valor de 1 para
obteng&o de um maior nimero de resultados (material suplementar 3).

ANALISE DOS RESULTADOS

Os diferentes GSEs analisados resultam em diferentes conjuntos de genes
diferencialmente expressos. Deste modo deve ser realizado a intersec¢do dos conjuntos de
resultados utilizando o diagrama de venn (Material suplementar 4). A analise dos resultados se
da por uma vasta pesquisa na literatura, utilizando-se de bancos de dados de artigos como
PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), e bancos de dados de exploracdo génica como
UNIPROT (https://www.uniprot.org/) ou CARDGENE (https://www.genecards.org/).

A partir disso, pode-se inferir a participacdo destes genes em processos bioldgicos
normais, suas alteragfes relacionadas a atividades neoplasicas, bem como comparar se 0s
resultados encontrados em um determinado tipo de cancer também ja foram descritos em outros
tecidos. Vale ressaltar que alguns destes genes diferencialmente expressos também sédo
utilizados como alvos terapéuticos em determinadas neoplasias, podendo ser assimilados este
tratamento ja em uso a um novo tipo de cancer.

Uma forma de compreender o contexto metabdlico destes genes é relacionando os
processos bioldgicos e as vias metabdlicas que estes atuam, sendo uma ferramenta disponivel
para analise a plataforma Reactome (https://reactome.org/). Esta é uma ferramenta de codigo
aberto, curada manualmente e revisada por pares, a qual tem como objetivo fornecer caminhos
em bioinformatica para a visualizacdo de dados, interpretacdo e analise de conhecimento. A
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plataforma permite a busca por lista de genes e indica os processos biologicos que estes
participam, bem como demonstram em que etapa das rotas eles influenciam (GRISS et al, 2020).

A busca pode ser realizada na interface grafica do website, selecionando o item
ferramentas e ap6s o item Analyse gene list (figura 3a). Em seguida deve-se realizar a busca
utilizando o nome dos genes, sendo demonstrados os resultados referentes as vias metabdlicas
e 0s processos bioldgicos em que estes genes estdo envolvidos (figura 3b). Os resultados
obtidos a partir desta plataforma é dado em forma de interface grafica demonstrando os
processos biologicos relacionados, e em forma de relatério final, onde apresenta uma breve
descricao literaria do envolvimento dos genes pesquisados nas atividades celulares.

Figura 3 — Interface gréafica do banco de dados Reactome.
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Outra forma de verificar os conceitos biolégicos dos genes identificados é pela
construcéo de redes de interacao proteina-proteina. Uma andlise importante deste tipo de rede
esta relacionada a lista de genes, por vezes os genes diferencialmente expressos atuam em
processos biolégicos semelhantes, e interagem com 0s mesmos genes, 0S quais nem sempre
sdo diferencialmente expressos, entretanto tem papéis importantes no céncer. Pode-se
entender, de forma a exemplificar, a mutacdo de um gene de fator transcricional, o qual nédo
apresentara alteracéo na expressao por si s6, mas causara a diferenca de expressao em algum
outro gene, ou em um conjunto de genes. Sendo importante a identificacdo neste contexto de
interacao.

Desta forma, pode-se inferir importantes interagdes bioldgicas. Uma ferramenta com esta
finalidade é IntAct (https://www.ebi.ac.uk/intact/home), que permite a busca na interface gréafica
por lista de genes (figura 4a), retornando suas respectivas interacdes (figuradb) (ORCHAD et al,
2013). IntAct € um banco de dados publico, o qual apresenta um amplo repositério relacionado
a interacBes moleculares. Possui como principal objetivo aproveitar ao maximo os dados de
interacao publica e facilitar a adogao de padr&es em biologia molecular. Além da interface gréfica,
intAct pode ser trabalhado como extensdo dentro da ferramenta cytoescape, permitindo a
visualizacdo de redes maiores e com maio nivel de complexidade.
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Figura 4 — Interface grafica banco de dados Intact.
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Vale ressaltar que existe uma ampla gama de ferramentas e bancos de dados
disponiveis na internet e descritas na literatura. Cabe ao pesquisador realizar a busca pelas
plataformas que |Ihe interessam e atendem seus objetivos. Aqui, foi demonstrado apenas alguns
exemplos de ferramentas que podem auxiliar na pesquisa e na compreensdo do aspecto
bioldgico dos genes identificados como diferencialmente expressos. Ao mesmo tempo, ressalta-
se a importancia da busca de trabalhos relacionados ja descritos em atividades neoplasicas.

ESTUDO DE CASO USANDO COMO EXEMPLO O CANCER DE TIREOIDE

Ao realizar a busca no banco de dados GEO, a partir da string “Thyroid Cancer”, se obteu
como resultado preliminar 55 conjuntos de dados. Estes foram submetidos a investigacéo
manual e aplicagao dos critérios de excluséo e inclusédo, retornando em 4 conjuntos de dados,
0s quais sao identificados pelo numero de acesso: GSE82208, GSE65144, GSE53072 e
GSE129562. Cada GSE foi submetido individualmente as etapas de obtencdo dos dados no
ambiente R, preparacéo dos dados e andlise estatistica, processos descritos na se¢ao anterior.
A partir disso, para cada GSE obteve-se diferentes conjuntos de genes diferencialmente
expressos, demonstrados na tabela 1.

Tabela 1 — Numero de genes diferencialmente expressos encontrado em cada conjunto de
dados.
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IDENTIFICAGAO DEGS
S5EGZ2208 287
SSEES 144 o232
S5ES507Y 3208
S5E12956% 854

Nota-se diferenca no niamero de genes diferencialmente expressos encontrados nos
diferentes conjuntos de dados. Esse resultado é esperado, visto que os dados de expressao sédo
elaborados por diferentes pesquisadores em diferentes laboratérios com diferentes chips de
microarray. Ao mesmo tempo, entende-se o organismo biolégico em um estado dindmico sobre
as diferentes condigGes ambientais, o que pode alterar aspectos fenotipicos de expresséo por si
s6. Desta forma, demonstra-se a necessidade dos cruzamentos dos dados para identificagao
dos DEGs presentes em todos os conjuntos. Para isso, com auxilio do R, foi realizado a
intersec¢cdo dos resultados obtidos para cada GSE em um diagrama de venn (Figura 5). A
interseccdo dos 4 estudos resultou em 20 genes: CRABP1, GLT8D2, TNFRSF11B, FOS,
SLC25A15, MT1F, LRP1B, DNALI1, WSCD2, SDPR, CSGALNACT1, CPQ, SDC2, PAXS,
ITM2A, SELENBP1, SGK223, IER2, ID1, ID3.

Figura 5 — Diagrama de venn.
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GSE129562 GSE33072

Fonte: Elaborado pelos autores.

Visto que o presente trabalho tem como objetivo uma abordagem metodoldgica referente
a expresséao diferencial de genes utilizando bancos de dados publicos, optou-se por 2 genes
aleatorios, para a realizagdo de uma breve discussédo: ID3 e LRP1B. Ressalta-se que ambos os
genes apresentaram menor valor de expressao no tecido neoplasico quando comparado ao
tecido normal.

ID3 é um inibidor de proteina de ligagdo ao DNA. A qual atua como regulador
transcricional que regula negativamente os fatores de transcricdo bésicos hélice-alfa-hélice
(HLH), formando heterodimeros que inibem sua ligagdo ao DNA e atividade transcricional,
implicando em processos celulares como crescimento, senescéncia, diferenciacdo e apoptose
(DEED et al, 1993). Sendo ja relatado na literatura sua menor expressdo em leucemia mieloide
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aguda (ZHAO et al, 2022) e relacionado a um circuito de regulacao transcricional sobre a proteina
dedo de zinco ZNF148 e ao proto-oncogene MYC em cénceres de mama agressivos (KIM et al,
2022). A busca no banco de dados reatome demonstrou ID3 envolvido em processos nucleares
de transcri¢ao e sinalizacao.

LRP1B é receptor de lipoproteina de baixa densidade localizado na membrana celular.
Desempenhando diversos papeis ha fungéo e desenvolvimento celular normal, como transporte
e sinalizagao celular, sendo considerado também um suposto supressor tumoral (PRINCIPE et
al, 2021). Trabalhos relacionaram a frequente mutacéo deste gene associada a cancer gastrico
(KUNG et al, 2023) e adenocarcinoma de pulméo (RAO et al, 2023). Além disso, da mesma
forma que este trabalho, sua menor expressao ja havia sido relatada em cancer gastrico (MIAO
et al, 2022) e cancer de bexiga (CONCONI et al, 2022), demonstrando seu potencial como
biomarcador ao diagnéstico desta patologia.

A busca no bando de dados Reactome resultou na identificacéo de processos biolégicos
relacionados a ID3, entretanto ndo foram encontrados resultados relacionados ao LRP1B. ID3
foi descrito como indutor transcricional de fator de crescimento nervoso, relacionado a eventos
nucleares como quinase e ativador de fatores de transcri¢éo, sinalizagéo a partir de neurotrofinas
tirosina quinase e sinalizag&@o por receptores de tirosina quinase. De modo geral, ID3 atua em
processos de sinalizacéo essencial ao metabolismo normal da célula, geralmente em células do
sistema nervoso, entretanto também relacionado a outros tipos celulares, desta forma
demonstrando que sua alteragdo implica em nesses processos bésicos, sendo possivel
relacionar as alteragbes demonstradas em cancer (GRISS et al, 2020).

A busca no banco de dados intAct demonstrou uma interacdo mutua entre ID3 e LRP1B
com uma proteina dedo de zinco ZNF408, (figura 6) porém néo foi encontrado trabalhos
relacionando este gene e céncer, apenas com outras patologias relacionadas a retina (AVILA-
FERNANDEZ et al, 2015; CHEN et al, 2022). Entretanto, entende-se ZNF408 como uma proteina
pertencente a familia PRDM, a qual regulam a expressao génica por modifica¢do de histonas ou
por interacdo de proteinas (KARJOSUKARSO et al, 2020). Permitindo a especulacdo de que
esta proteina dedo de zinco, de alguma maneira, pode afetar a expressao destes genes e estar
relacionada a suas diferencas de expressdo. Desta forma, se sugere a necessidade de mais
estudos moleculares in vivo e in vitro para compreensdo do mecanismo moleculares de ZNF408
e suas interacdes com ID3, LRP1B e com outros genes, identificando talvez no futuro uma
associagdo entre estes genes e cancer de tireoide.

Figura 6 — Rede de interagcdo gerada a partir da busca no banco de dados IntAct

Fonte: ORCHAD et al, 2013
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CONCLUSAO

Cancer é uma patologia que assola a humanidade causando Obitos e prejuizos a
qualidade de vida dos portadores. Estudos relacionados ao cancer, se fazem de suma importante
em um aspecto que busca processos terapéuticos que possibilitem a cura e preserve a dignidade
dos pacientes. Diversas pesquisas tém-se voltado a esta area auxiliando na compreenséao desta
patologia. Atualmente, entende-se cada cancer como uma patologia impar, de origem genética
com expressoes génicas diferentes dos tecidos normais. Desta forma, como ja demonstrado em
trabalhos descritos na literatura, se busca, com base nessas diferengas de expressdes identificar
padrdes moleculares que sirvam como potenciais biomarcadores a diagnostico e prognéstico,
bem como potenciais alvos terapéuticos.

Bancos de dados publicos como o GEO e TCGA possuem conjuntos de dados, com
enorme potencial de analise para novas descobertas relacionadas ao cancer. Estes permitem a
deposicdo de dados génicos, os quais poderdo ser analisados por outros pesquisadores em
novas pesquisas, permitindo maiores descobertas. Ao mesmo tempo a vasta literatura e
repositorios bioldgicos possibilitam novas inferéncias moleculares, os quais podem apontar
biomoléculas potenciais a realizacdo de novos estudos in vitro e in vivo.

Uma grande dificuldade observada no cenério atual é a integracdo do conhecimento
gndmico e do conhecimento computacional, bem como das andlises estatisticas complexas
realizadas em dados de expressao. Nota-se o crescimento de bancos de dados e de ferramentas
de andlises deste material. Entretanto, em grande maioria, mantém-se a utilizacéo da linguagem
de programagédo em R e em alguns casos python, visto que estas ferramentas permitem uma
manipulagdo de dados mais dinAmica e individual. Desta forma, o presente trabalho aborda um
contexto metodolégico que visa exemplificar a analise de expresséao diferencial de genes em
céancer utilizando o banco de dados GEO e o ambiente R.

As etapas descritas no corpo do texto séo divididas em obten¢&o dos dados; preparagéo
dos dados, analise estatistica e analise dos resultados. Os cédigos utilizados para a realizagao
dos mesmos se encontram no material suplementar. Para exemplificar este trabalho foi utilizado
o cancer de tireoide, resultado em 20 genes diferencialmente expressos encontrados em todos
0s conjuntos analisados. Foram selecionados 2 genes para uma breve descricdo e demonstrado
com base na interacdo molecular, sua relagdo com a proteina dedo de zinco ZNF408.

O presente trabalho apresentou uma abordagem metodolégica relacionada a
identificacao de genes diferencialmente expressos utilizando o banco de dado publico GEO, bem
como uma breve discussdo acerca de dois genes selecionados, demonstrando seus aspectos
biolégicos e identificacdes prévias em outros estudos sobre cancer. Espera-se que este trabalho
possa servir de auxilio a pesquisas futuras, e que seja utilizado como guia a identificacdo de
novos genes diferencialmente expressos.
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HIGHLIGHTS

e Utilizagdo de dados do GEO e TCGA para identificagdo de genes
diferencialmente expressos;

e |dentificacdo de 4 genes diferencialmente expressos para o cancer de cavidade
oral;

e |dentificacdo de 12 genes diferencialmente expressos para o cancer de tireoide.

RESUMO: Os canceres de cabeca e pescoco compreendem as regides acima da
clavicula, com excec¢édo de pele, linfonodos, olhos, eséfago e traqueia. Estes tipos de
canceres além dos maleficios usuais, devido a particularidade anatdbmica, causam
prejuizos fisicos, fisioldgicos e psicossociais. A evolugdo das tecnologias moleculares
tem permitido a obtencéo de um volume de dados cada vez maior, 0s quais vém sendo
depositados em repositérios publicos como The cancer genome atlas (TCGA) e Gene
expression omnibus database (GEO database). O presente trabalho realizou a analise
da expresséo diferencial de genes em canceres de cavidade oral e cancer de tireoide.
Com o auxilio do ambiente R, os dados foram retirados do banco de dados GEO
database e TCGA, preparados e analisados. Obteve-se 4 genes diferencialmente
expressos (DEG’s) para o cancer de cavidade oral: LOXL2; FAT1; SOD3 e DPT, e 12
DEG’s para o cancer de tireoide: CRABP1; CSGALNCT1; WSCD2; ITM2A; ID3; PAX9;
SELENBP1; TNFRS11B; SDPR; LRP1B; MT1F e SGK233. Todos 0s genes
identificados aqui apresentam descricbes anteriores relacionadas a canceres,
fundamentando os resultados obtidos neste trabalho. A analise da curva de sobrevida
demonstrou, para o cancer de cavidade oral uma maior expressdo de FAT1 relacionada
a uma menor sobrevivéncia ao longo do tempo. Para o cancer de tireoide, menores
valores de expressao dos genes ITM2A e ID3 apresentaram menor sobrevivéncia. Este
trabalho identificou 4 genes como potenciais biomarcadores de diagnéstico e
prognostico. Esperamos que este trabalho possa contribuir para pesquisas futuras e
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auxiliar na escolha de biomarcadores de diagnéstico e progndéstico mais especificos
para tumores de cavidade oral e tireoide.

Palavras-chaves: Cancer de cabeca e pescoco; Cancer de cavidade oral; Cancer de
tireoide; Bancos de dados; Genes diferencialmente expressos.

INTRODUCAO

Céancer é uma patologia de origem genética ocasionada por alteracdo em alguns
genes, os quais fazem que as células alterem seu funcionamento normal, formando uma
massa neoplasica que se multiplica descontroladamente invade tecidos vizinhos e
causa danos ao organismo [1]. Cancer de cabeca e pescoc¢o é um termo utilizado como
denominacdo a um grupo de canceres que ocorrem acima da regido da clavicula, com
excecdo do cérebro, pele, linfonodos, olhos eséfago e traqueia [2-4]. Os principais sitios
anatdmicos presentes neste tipo de cancer sao: cavidade oral, faringe, laringe, cavidade
nasal, seios paranasais, ouvidos e tiredide. Além da divisdo por sitios anatémicos, este
agrupamento de canceres também é dividido por tipo histologico, sendo o carcinoma de
células escamosas 0 mais comum, responsavel por 90% dos casos, seguido pelo
adenocarcinoma [2,5-7].

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO), estima-se que em
2020 o cancer de cabeca e pescogo representou em todo o planeta cerca de 1.518.133
novos casos, 8,4% entre todos os tipos de canceres, e 5.510.771 mortes, 5,2% entre
todos os tipos de canceres. No Brasil, estima-se que a incidéncia deste tipo de cancer
em 2020 foi de 57.633 novos casos, 10,35% entre todos os tipos de canceres e 15.506
mortes, 6,03% entre todos os tipos de canceres. Destes, destes 586.202 (3,23%) séo
de novos canceres de tireoide, e 43.646 Obitos devido a progressao da patologia em
todo o mundo. Enquanto no Brasil, surgiram 30.607 (5,49%) novos casos e 1081
(0,42%) novos 6bitos [4].

Este grupo de cénceres afetam o individuo de forma fisica, fisiologica e
psicossocial, acarretando em problemas de autoestima, comunicacdo, perda de
autonomia e dificuldade na alimentagcdo. Dependendo do estdgio em que o céncer é
diagnosticado, o tratamento tende a ser agressivo e desfigurante, sendo necessario a
utilizacdo de sondas para alimentacéo, traqueostomias e em alguns casos perda de
parte da face [5,8,9]. Estima-se que no Brasil, 70% dos pacientes com cancer de cabeca
e pescoco sdo diagnosticados em estagios avancgados, diminuindo a chance de cura e
a qualidade de vida durante o tratamento. Entretanto, quando o diagndstico ocorre de
forma precoce, a chance de cura atinge em torno de 80% [9]. Visto isto, ressalta-se a
importancia de estudos que possibilitem o diagndstico precoce.

A evolucéo das tecnologias moleculares e computacionais tem gerado cada vez
mais informacfes biolégicas. Neste sentindo bancos de dados publicos como Gene
Expression Omnibus (GEQO) database [10] e The Cancer Genome Atlas (TCGA) [11]
apresentam uma gama de dados relacionados a cancer, depositados por pesquisadores
para realizacao de novas pesquisas. Um dos tipos de dados encontrados nestes bancos
sdo dados de expressdo génica biopsiados de tecidos normais e tumorais. Sendo que
0 GEO armazena principalmente dados obtidos a partir de microarray e o TCGA
principalmente dados advindos de metodologias de RNA-seq.

Diversos trabalhos tém sido realizados utilizando os conjuntos de dados
encontrados nestes bancos para identificagdo de potenciais biomarcadores para
diagnostico e progndéstico, bem como alvos terapéuticos. XU e colaboradores em 2020
demonstraram em seu trabalho a identificacdo de CDC20 e ASPM como potenciais
biomarcadores ao cancer de bexiga [12]. Zheng, Min & Zhou em 2021 identificaram
ADCY8, ADDRB2, CALCA, GCG, GNGT1 e NPSR1 como potenciais biomarcadores ao
adenocarcinoma de pulmé&o [13]. Da mesma forma, Sartor e colaboradores em 2014



39

descreveram TULP3 como potencial biomarcador de progndstico do adenocarcinoma
ductal pancreatico [14].

Trabalhos relacionados a estes bancos de dados e cancer de cabeca e pescoc¢o
também tém sido descritos na literatura. Ye e colaboradores em 2021 utilizam 1 Unico
conjunto de dados do banco de dados GEO e os dados no repositério do TCGA para
identificacdo de genes diferencialmente expressos em carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco [15]. No carcinoma oral de células escamosas, a partir de dados
disponibilizados no GEO e TCGA ha relatos dos genes PLAU, CLDN8 e CDKN2A como
potenciais genes preditores de sobrevida global [16]. Da mesma forma, WAN e
colaboradores em 2020 utilizaram 4 conjuntos de dados presentes no banco de dados
GEO e os dados presentes no TCGA para andlise de expressao diferencial em cancer
de tireoide obtendo 8 candidatos: FN1, CCND1, CDH2, CXCL12, MET, IRS1, DCN e
FMOD [17].

Desta forma, utilizando como base trabalhos ja descritos na literatura, o presente
estudo possui como objetivo a identificacdo de genes diferencialmente expressos entre
tecidos normais e tumorais de cancer de cabeca e pescoco, mais especificamente,
cancer de tireoide e canceres de cavidade oral, utilizando utilizando multiplos presentes
no banco de dados GEO e TCGA a fim de contribuir para a descoberta de potenciais
novos potenciais biomarcadores moleculares.

MATERIAIS E METODOS

Devido a particularidades do nimero amostral dos dados encontrados no banco
GEO, as andlises aqui realizadas foram divididas em 2 grupos: canceres de cavidade
oral e cancer de tireoide. Sendo 5 conjuntos de dados obtidos no GEO referente ao
primeiro grupo e 4 do segundo. Os conjuntos de dados para cancer de cavidade oral
podem ser identificados pelo niumero de acesso: GSE38517, GSE58911, GSE13601,
GSE14648, GSEB3519. Os conjuntos de dados para cancer de tireoide sdo identificados
pelo nimero de acesso: GSE82208, GSE65144, GSE53072 e GSE129562. Além disso,
a partir do TCGA, foram adquiridas uma base de dados ampla/compreensiva para
cancer de cavidade oral e outra para cancer de tireoide, denominados neste trabalho de
TCGA-HNC e TCGA-THC.

Os dados foram preparados utilizando o ambiente R. Para os dados advindos
do banco GEO, foi necesséria a transformagéo em Log2 [18], enquanto os dados obtidos
do banco de dados TCGA foram normalizados em transcript per milion (TPM) e em
seguida transformados em LOGZ2 [19,20]. Para identificacdo dos genes diferencialmente
expressos (DEGSs) os dados foram submetidos a comparacgéo por estatistica bayesiana
com correcao da falsa taxa de descoberta de Benjamini e Hocheberg [21]. Os pontos de
corte utilizados foram valor p.adj < 0,5 e log2FC > |1].

De modo a validar os resultados, os DEGs obtidos nos diferentes conjuntos de
dados foram interseccionados, sendo selecionados apenas 0s genes que se
apresentaram como diferencialmente expressos em todos 0s conjuntos. Resultando em
4 DEGs para cancer de cavidade oral e 12 DEGs para o cancer de tireoide. Apés com
os resultados obtidos, foi realizada a analise de enriquecimento funcional utilizando o
banco de dados Gene Ontology [22]. Por ultimo realizou-se uma extensa pesquisa na
literatura relacionando cada gene a seu papel biol6gico, bem como descricbes
anteriores relacionadas a patologias.

Para estes DEGs selecionados foi desenhada a curva de sobrevivéncia para
cada gene individualmente, utilizando os dados provenientes do banco TCGA, uma vez
que esses dados ndo estdo disponiveis no GEO. As andlises foram realizadas utilizando
0 pacote R-Survival. O ponto de corte para dicotomizacdo dos pacientes foi definido pela
mediana. O método Kaplan-Meier foi utilizado para estimar as curvas de sobrevivéncia
e o teste LogRank para comparar a sobrevivéncia [14].
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RESULTADOS

Cada conjunto de dados analisados apresentou diferentes quantidades de
genes diferencialmente expressos, (tabela 1) isso se da devido a particularidade de cada
experimento. A fim de validar estes achados, a intersec¢ao dos resultados de todos os
conjuntos de dados diferencialmente expressos contribui para diminuir o nimero de
genes a serem analisados e complementar a relevancia de uma discussdo acerca
destes genes. Assim, apds a interseccdo, para o cancer de cavidade oral foram
identificados 4 DEGs: LOXL2, FAT1, SOD3 e DPT. Destes, LOXL2 e FAT1
apresentaram maior valor de expressédo em tecidos de cancer quando comparados ao
tecido ndo-tumoral, e SOD3 e DPT um menor valor de expressao. J4 para o cancer de
tireoide, o cruzamento dos DEGs obtidos resultaram em 12 genes: CRABP1,
CSGALNCT1, WSCD2, ITM2A, ID3, PAX9, SELENBP1, TNFRS11B, SDPR, LRP1B,
MT1F e SGK223.

Tabela 1- Quantidade de genes diferencialmente expressos encontrados para cada conjunto de
dados.

DEG’s em Cancer de Cavidade Oral DEG’s em Cancer de Tireoide

ID Numero de genes ID Numero de genes
GSE13601 1822 GSES53072 3206

GSE38517 113 GSE65144 6922

GSE58911 2245 GSE82208 257

GSE93519 2689 GSE129562 884

GSE146483 6636 TIREOIDE-TCGA 4100

HNC-TCGA 2164 - -

Vale ressaltar a auséncia de igualdade entre os genes identificados apés a
interseccdo dos conjuntos para cancer de cavidade oral e céancer de tireoide.
Diferentemente dos genes de cavidade oral, os genes identificados no cancer de tireoide
apresentaram, todos, uma menor expressao quando comparados ao tecido ndo tumoral.
ApOs a obtencéo destes genes realizou-se o enriquecimento funcional, e deste foram
selecionadas as 10 primeiras func¢des bioldgicas, ranqueadas com base no valor p, tais
quais apresentam-se descritos na tabela 2 e 3.

Nota-se que no cancer de cavidade oral o gene LOXL2 apresenta-se em todos
0s principais processos bioldgicos identificados a partir do enriquecimento funcional, em
contrapartida, FAT1 n&o foi identificado em nenhum destes processos. De modo geral,
os processos identificados no cancer de cavidade oral sao relacionados a respostas a
ions, respostas a niveis de oxigénio e organizacdo da estrutura celular, processos 0s
quais sdo esperados quando se discute cancer. Em contrapartida, 0S processos
biol6gicos identificados sobre o cancer de tireoide sdo amplos e divergentes, sendo
alguns relacionados a formacgéo de tecidos distantes da tireoide, talvez devido a
particularidade glandular deste tecido. Nota-se também, uma maior diversidade de
genes identificados, entretanto, da mesma forma que no cancer de cavidade oral, nem
todos os DEG’s sao encontrados, porém ha uma maior predominancia de PAXS.
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Tabela 2 - Enriguecimento funcional dos genes identificados nos canceres de cavidade oral.

Funcéo biolégica

Genes envolvidos

Resposta a ions de cobre

Organizagédo das Fibras de colageno
Resposta a Hipoxia

Resposta a ions de metal

Resposta a diminuigédo dos niveis de oxigénio
Resposta a niveis de oxigénio

Organizag&o da matriz extracelular
Organizacdo da estrutura extracelular
Organizacgédo da estrutura de encapsulamento

Oxidag&o de proteinas

LOXL2/SOD3
LOXL2/DPT
LOXL2/SOD3
LOXL2/SOD3
LOXL2/SOD3
LOXL2/SOD3
LOXL2/DPT
LOXL2/DPT
LOXL2/DPT

LOXL2

Tabela 3 - Enriquecimento funcional dos genes identificados nos canceres de tireoide.

Funcéo biolégica

Genes envolvidos

Desenvolvimento de metanefros
Processos metabodlicos hormonais
Processo metabdlico de isoprendides

Morfogénese de tabulos metanéfricos

Regulacado de processos apoptéticos envolvidos na morfogénese

Processos hiossintético da heparina

Desenvolvimento do ducto coletor metanéfrico

Regulacéo de processos apoptéticos envolvidos no desenvolvimento
Regulacao de processos apoptéticos de células mesenquimais

Transicdo mesenquimal para epitelial na morfogénese dos metanefros

ID3/PAX8
CRABP1/PAX8
CRABP1
PAX8

PAX8
CSGALNACT1
PAX8

PAX8

PAX8

PAX8

Em relacao a sobrevida dos pacientes (Figura 1), para o cancer de cavidade oral
apenas FAT1 demonstrou uma associacao entre a alta expressdo e menor sobrevida
no decorrer do tempo. Ressalta-se que este gene também havia sido identificado com
maior valor de expressdo em tecidos tumorais quando comparados a tecidos nép-
tumorais. Entretanto LOXL2, SOD3 e DTP nao apresentaram diferenca em seu nivel de

expressao e porcentagem de sobrevida.
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia para os genes FAT1 (A) e LOXL2 (B).

Para o cancer de tireoide 2 genes apresentaram associacdo entre baixa
expressdo e aumento na porcentagem de mortalidade no decorrer do tempo: ITM2A e
IDE3 (Figura 2). Nota-se uma maior percentagem de sobrevivéncia no cancer de tireoide
quando comparado aos canceres de cavidade oral, o que corrobora com a baixa
mortalidade relacionada ao cancer de tireoide, conforma dados da Organizacado Mundial
da Saude (WHO, 2021). Os genes CSGALNACT1, WSCD2, PAX8, SELENBP1,
TNFRSF11B, SDPR, LRP1B, MT1F e SKG223 ndo apresentaram relagcdo entre seu
diferencial de expressao e a porcentagem de sobrevivéncia ao decorrer do tempo. Vale
ressaltar que estes resultados demonstram que esses genes ndo possuem potencial
como biomarcadores de progndstico, entretanto foram identificados como DEGs e
possuem potencial de estudo como biomarcadores moleculares para diagnostico.

Figura 2. Curvas de sobrevivéncia para os genes ITM2A e ID3.
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Em relacdo as funcdes biolégicas dos canceres de cavidade oral, duas delas
foram relacionadas com o enriquecimento funcional quanto a resposta a ions de metal
e resposta a ions de cobre, sendo os genes LOXL2 e SOD3 envolvidos neste processo.
Percebe-se a presenca de ions no corpo humano com participacbes em varias
atividades relacionadas a vida como em aspectos do ciclo celular e composi¢do de
proteinas, sendo inclusive alvos estudados a novas terapias contra o cancer [23]. Desta
forma, processos neoplasicos e metastaticos tendem a apresentar distorcdes na
homeostase de diversos componentes idnicos, incluindo cobre [24]. Sendo o cobre um
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importante elemento estudado no sentido de marcador para diagndstico e prognostico
em cancer, bem como alvo de estratégias terapéuticas no sentido de atuacao em sua
homeostase [25].

LOXL2 também foi identificado em funcgdes bioldgicas relacionadas a
organizacao da estrutura celular, em conjunto com DPT, sendo estas: Organizacao das
fiboras de colageno; Organizacdo da matriz extracelular; organizacdo da estrutura
extracelular e organizacéo da estrutura de encapsulamento. E de amplo conhecimento
0 cancer como uma patologia que altera o funcionamento celular normal e alteracéo do
sitio anatémico onde se encontra. Sendo esta alteracdo anatdmica e histolégica como
alteracBes no citoplasma, morfologia, organizacao nuclear utilizadas rotineiramente no
diagndstico desta patologia [26]. Neste processo, a anormalidade da estrutura causa um
desbalanceamento no nivel de oxigénio que chega as células tumorais, ocasionando
menores niveis de oxigénio e até condicdes de hipdxia [27], desta forma, as células
cancerigenas se adaptam a nova condicdo e passam a sobreviver a mecanismos
anaerébios [28]. Neste sentido, LOXL2 e SOD3 foram identificados como genes
atuantes em processos metabdlicos relacionados a respostas de niveis de oxigénio.

A tireoide é uma glandula constituinte do sistema endécrino a qual produz
horménios que atuam em todo o organismo [29], desta forma, uma modificagdo em seu
funcionamento pode causar alteragfes sistémicas. Neste trabalho, 0s genes
diferencialmente expressos ID3 e PAX8 demonstraram, a partir do enriguecimento
funcional, atuagdes relacionadas a metanefros, o qual no processo embrionario origina
os rins, um 6rgdo diferente e distante. Sendo este, um achado particularmente
interessante, visto que ha uma relagéo bidirecional entre cancer de tireoide e canceres
renais onde os pacientes que apresentam primariamente a patologia em um destes dois
sitios tendem a ter uma recorréncia no segundo sitio [30]. Da mesma forma, ndo sé
relacionada ao cancer, mas de modo geral disfuncbes da tireoide acarretam em
alterac@es renais [31].

Da mesma forma, os genes CRABP1 e PAX8 foram identificados relacionados
a processos metabdlicos hormonais, aspecto biolégico esperado devido a natureza da
glandula tiredide. PAX8 também se apresentou relacionado a mecanismos de
processos apoptéticos, sendo ente perdido em células neoplasicas, 0 que permite a
evolucdo da patologia [32]. Sendo a superexpressdo de PAX8 identificada como
responsavel pela evolugdo de canceres [33-35], resultado diferente do encontrado neste
trabalho, visto que PAX8 apresentou menores valores de expressao.

Em relacdo a carcinogénese de cavidade oral, os DEG’s identificados neste
trabalho possuem papel documentado na literatura. LOXL2 € um gene que codifica a
enzima lisil oxidase-like 2, possuindo papel para a progressao de tumores malignos em
varios tipos de canceres [36]. Sendo verificada uma relacdo entre o metabolismo de
cobre e expresséo de LOXL2, onde a desregulacdo do metabolismo de cobre encontra-
se intimamente relacionada com a ocorréncia e progressao de tumores [37]. Zhang e
colaboradores em 2022 demonstraram em seu trabalho com cancer gastrico uma
interacdo entre TRIM44 e LOXL2, onde o primeiro modula o nivel do segundo
remodelando a matriz extracelular e promovendo a imunidade tumoral [38].

Outra via metabdlica descrita para LOXL2 relacionada a progressao tumoral se
da pela contribuicdo ao metabolismo de glicose, onde em células tumorais esofagicas
este gene parece aumentar o metabolismo de glicose, facilitando a proliferacdo da
neoplasia [39]. LOXL2 também foi associado a processos de proliferacdo, migracéo e
invasédo de tecidos em cancer de bexiga, sendo identificado como potencial biomarcador
e alvo terapéutico a este tipo de neoplasia [40]. Da mesma forma, o aumento da
expressao de LOXL2 foi identificado em adenocarcinoma pancreético [41] e carcinoma
hepatico [42]. Entretanto, o silenciamento total de LOXL2 também demonstrou aspectos
negativos, causando a hipertrofia uterina em ratos e papel na progressao do cancer de
atero [43].

No cancer cavidade oral o aumento da expressdo LOXL2 ja havia sido
identificado em células tumorais [44] possuindo papel na proliferacdo, migracéo e
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invasdo de tecidos [45]. Nota-se LOXL2 como um gene importante nas funcdes
celulares normais, sendo que suas alteracdes nos padrfes de expressao acarretam
efeitos negativos aos tecidos. Percebe-se que a alta expressédo de LOXL2 é encontrada
em diversos tipos de céanceres, inclusive em céncer de cabeca e pescoco, sendo,
portanto, um potencial biomarcador e alvo terapéutico.

FAT1 expressa o gene FAT caderina atipica 1, o qual € um membro da
superfamilia caderinas, um grupo de proteinas integrais de membrana e relatado como
supressor tumoral ou oncogene, dependendo dos tipos de céancer, associado a
regulacédo da adesédo celular, proliferacdo, motilidade e cinética de actina [46]. Sendo
um gene frequentemente mutado em varios tipos de cancer e possuindo sua maior taxa
de mutacdo em carcinomas espinocelular de cabeca e pescocgo [47]. Da mesma forma
gue no presente trabalho, FAT1 é descrito na literatura como um gene altamente
expresso na maioria dos tumores e correlacionado aos seus respectivos progndsticos
[48]. Ja possuindo descricdes na literatura relacionando sua alta expressdo com o
desenvolvimento de carcinoma oral de células escamosas, bem como a um mal
progndstico [49].

SOD3 é um gene que codifica uma isoenzima pertencente a familia de proteinas
superoéxido dismutase (SOD), estas convertem superédxidos em peréxidos de hidrogénio
atuando, portanto, na protecédo ao estresse oxidativo [50]. Entendendo estas espécies
reativas de oxigénio como algo que afeta negativamente a célula, é facil a compreensao
de que uma menor expressao das enzimas desta superfamilia vai apresentar efeitos
negativos ao contexto celular, podendo evoluir para uma neoplasia, sendo SOD3 ja
identificado na literatura como um supressor tumoral [51], e suas alteracbes
extracelulares associadas a fenétipos agressivos de carcinoma epidermaoide oral [52].
Além disso, a superexpressdo induzida de SOD3 demonstrou efeitos benéficos ao
cancer de prostata [53] e uma potencial melhora da resposta quimioterapica por
doxorrubicina [54].

DPT € o gene responsavel pela expressao da proteina dermatopontina, uma
proteina de matriz extracelular, a qual apresenta func¢des relacionadas a estrutura da
matriz, bem como a interacdo célula-matriz e adesdo celular [55]. Sendo ja
documentado na literatura, assim como neste trabalho, uma menor expressao de DPT
relacionada a cancer de endométrio [56] e cancer gastrico [57]. Em cancer oral humano,
semelhante aos resultados encontrados neste trabalho, a menor expressédo de DPT é
documentada na literatura associada ao desenvolvimento da neoplasia [58], bem como
ao desenvolvimento de metéstases [59].

Em relacdo aos canceres de tireoide, todos os genes identificados neste trabalho
possuem alguma relacdo descrita na literatura associada a desenvolvimento de
canceres, sendo diferentes em alguns casos a mudanga no perfil de expressao.
CRABP1 relaciona-se a vitamina A, estd também conhecida como retinol € um nutriente
essencial necessario para diversos processos fisiol6gicos [60], executando suas
atividades por meios de ligacdes a receptores nucleares RA que geralmente se pareiam
com receptores retindides X [61]. Os que atuam em conjunto com fatores de transcri¢cao
resultando na regulacdo de processos celulares como proliferacdo, diferenciacéo,
apoptose entre outros processos fisioldégicos. Sendo a sinalizagcdo de acido retindico
desregulada associada a condic¢des de doenca [62,63]. Persaud e colaboradores (2013)
demonstraram em seu estudo a associacdo entre CRABP1 na mediacdo rapida de
ERK1/2 associada ao acido retindico, com importantes implicagdes biologicas, onde ha
expansao da populacdo celular em G1, demonstrando uma supressao no ciclo celular,
e proliferacao celular [64]. Da mesma forma, Park e colaboradores (2019) alcancaram
0s mesmos resultados, e demonstram uma relacdo direta entre CRABP1 e ERK1/2,
confirmando a rela¢éo no controle mitético [65].

Estudos tém demonstrado a associacdo entre uma menor expressdo de
CRABP1 e céancer. Celestino e colaboradores em 2018, da mesma forma que no
presente trabalho, demonstram em seu estudo a presenca de uma menor expressao de
CRABP1 comparada em tecidos normais de cancer de tireoide [66]. Resultados



45

semelhantes, séo encontrados para o cancer de eséfago [67]. Em contrapartida, Sakata
e colaboradores (2022) demonstraram em seu estudo que o aumento da expressao de
CRABP1 indica fenétipos malignos e progndsticos ruins relacionados ao cancer gastrico
[68]. Demonstrando a necessidade de estudos mais especificos relacionados a tecidos
e tipos de cancer. Atualmente, entende-se CRABP1 como um importante gene
relacionado a cancer, e com potencial para estudos especificos como biomarcador.

O gene CSGALNACT1 sintetiza a proteina sulfato de condroitina N-
acetilgalactosaminiltransferase, possuindo papel importante na biossintese da cadeia
de condroitina na formacéo da cartilagem e subsequente ossificacdo endocondral.
Apresentando-se também relacionado a regulacédo, manutencdo da proliferacao celular,
citodiferenciagdo e morfogénese de tecido [69]. Ndo foram encontrados trabalhos
relacionando cancer com o gene CSGALNACT1, entretanto, alguns estudos com a
classe de genes GALNTS, que sdo tipos de N-acetylgalactosaminiltransferases sdo
descritos. Como o aumento da expressdo de GALNT14 relacionado a progndsticos
negativos em céancer de cabeca e pescoco [70]. Da mesma forma, uma maior expressao
de GALNT5 demonstrou-se relacionada a prognoésticos negativos em
colangiocarcinomas [71] e GALNT2 para céancer colorretal [72].

Diferentemente dos trabalhos encontrados onde 0 aumento da expresséo
de N-acetylgalactosaminyltransferases indica progndsticos negativos, no presente
estudo CSGALNACT1 foi identificado como sub expresso. Entretanto esta foi apenas
uma discussdo especulativa baseada em fungbes semelhantes, sendo necessarios
mais estudos caracterizar a real relacdo entre o cancer de tireoide e CSGALNACT1.

WSC Domain containing 2 é descrito na literatura como um componente
integral de membrana. Sendo correlacionado a sensibilidade da insulina as células [73].
Estudos recentes demonstraram uma correlacdo positiva entre a expressao de WSCD2
em ilhotas de largerhan com a secrecdo de insulina, sugerindo uma hipermetilacéo
deste gene em células diabéticas e um papel importante no metabolismo de glicose [74].
Ha poucos trabalhos relacionando WSCD2 a canceres, sendo demonstrado uma
correlagdo entre a baixa expressdo de WSCD2 e céncer de mama de pacientes
femininas, sendo que guanto menor a expressao maior o risco de mortalidade [30].
Resultados semelhantes ao encontrado em nosso trabalho, visto que células de cancer
de tireoide apresentam uma menor expressao deste gene quando comparado a células
normais, havendo um maior risco de morte relacionado a esta menor expressao.

Considerando que as células tumorais alteram o metabolismo da glicose, é de
interesse geral estudos sobre a plasticidade tumoral relacionada ao metabolismo de
glicose [75]. Desta forma, sendo WSCD2 um gene relacionado ao metabolismo de
glicose, pode-se esperar uma relacdo em sua alteragdo de expressdo como um
importante fator no desenvolvimento de neoplasias. Entretanto cabe ressaltar a
necessidade de estudos especificos relacionados a este gene nos diferentes tecidos
tumorais, bem como andlises in vitro.

ITM2A codifica uma proteina de membrana tipo Il, pertencendo a familia ITM2.
Sendo encontrada na membrana plasmatica e no complexo de Golgi [76]. ITM2 esta
relacionada a diferenciacdo celular, regulacdo de funcao de células T e processos
autofagicos. Além disso, estudos tém demonstrado o papel deste gene como um
supressor de tumor em diversos canceres epiteliais [77]. O presente trabalho avaliou
uma menor expressao de ITM2A em cancer de tireoide quando relacionado a tecidos
normais. Resultados estes semelhantes aos encontrados em outros tipos de cancer
como o de mama [78], leucemia mieloide aguda [79], cancer de cabeca e pescoco [80]
e cancer de ovario [81]. Sendo que a superexpressao de ITM2A demonstrou-se como
um indicativo de diminuicdo da proliferagdo de cancer de mama e estimulante a
apoptose, por mecanismos de resposta imune induzida [78].

Zhou e colaboradores (2019) me demonstraram seu trabalho, ITM2A como um
inibidor de crescimento celular em células tumorais de cancer de mama, por
mecanismos de reacOes imunes induzindo a autofagia [82]. Da mesma forma,
Abdulwahab e colaboradores (2020), encontraram resultados semelhantes também no



46

cancer de mama, indicando este gene como potencial biomarcador e alvo terapéutico
[83]. Nao foram encontrados trabalhos relacionando ITM2A e cancer de tireoide.
Entretanto, o processo de autofagia e resposta imune mediada por ITMA2A demonstra-
se bem descrita no cancer de mama, possuindo potencial de ser encontrada em outros
tipos de canceres, inclusive de tireoide.

O inibidor de ligacdo/diferenciacdo de DNA-3 (ID3) € uma proteina contendo
hélice-alca-hélice (HLH) que pertence a familia de proteinas ID. ID3 carece de um
dominio de ligacdo ao DNA, mas pode se ligar a outras proteinas HLH e direcionar
fatores de transcricdo para inibir ainda mais sua ligagdo ao DNA [84]. O presente
trabalho identificou ID3 como um gene menos expresso em tecidos de cancer de tireoide
guando comparados com tecidos normais, resultados semelhantes aos encontrados na
literatura para cancer de pulméo [85] e pancreatico [86]. Da mesma forma, menores
valores de ID3 ja foram identificados relacionados ao cancer de tireoide e correlacionado
com metastases linfonodais [87].

PAX8 é um fator de transcri¢cdo envolvido na regulacdo do desenvolvimento de
uma variedade de tecidos em diferentes espécies, principalmente na morfogénese da
glandula tireéide, sistema renal e sistema mulleriano [88,89], se apresentando como um
gene que se comporta em paralelo ao desenvolvimento embrionario e o processo
tumorigénico [90]. Sendo alteracbes neste gene relatadas associadas ao
desenvolvimento de diversos tipos de tumores como de ovario [91], renais [92] e de
tireoide [93]. Entretanto, diferente dos resultados encontrados neste trabalho, PAX8 tem
sido referido como um oncogene com niveis de expressao maiores em tecidos de cancer
do que em tecidos normais [94].

SELENBP1 é um gene que expressa a proteina de ligacdo ao selénio 1, a qual
catalisa a oxidacdo do metanotiol, composto organossulfurado produzido pela
microbiota intestinal, e gera como produto peréxido de hidrogénio e sulfeto de
hidrogénio, moléculas de sinalizacéo para diferenciacdo celular [95]. Este gene aparece
descrito como um gene supressor de tumor, o qual sua diminuicdo de expressao esta
correlacionada com diversos tipos de céanceres [96], resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho. Sendo este gene descrito também como um provavel
preditor de progndstico ao cancer colorretal [97].

TNFRSF11B é um membro da superfamilia dos receptores do fator de necrose
tumoral 11B, sendo estudado por estar envolvido no desenvolvimento de diversas
patologias humanas [98]. Este gene aparece descrito como superexpresso em cancer
colorretal, bem como associado a um mal prognéstico [99]. Em contrapartida,
TNFRSF11B aparece como um gene regulado negativamente em cancer de mama
[100], resultados semelhantes ao encontrado neste trabalho. Ressalta-se também a
importancia deste gene relacionada ao alvo terapéutico para cancer gastrico [98].

O gene SDPR expressa a proteina conhecida por resposta a privagéo de soro
ou proteina de ligacdo a fosfatidilserina, atua principalmente na formacéo de
invaginagbes da membrana plasmatica e substrato da proteina quinase C [101]. Este
gene também foi descrito recentemente como um gene supressor de tumor em
determinados tipos de cénceres [102], como cancer de mama [103] e carcinoma
hepatocelular [104] associado a promoc¢do de apoptose. No céncer de tireoide,
resultado semelhante ao encontrado neste trabalho, uma menor expresséo de SDPR ja
foi relatada associada a este tipo de cancer, bem como a um pobre progndstico [105].

LRP1B é receptor de lipoproteina de baixa densidade localizado na membrana
celular. Desempenhando diversos papéis na fungédo e desenvolvimento celular normal,
como transporte e sinalizacdo celular, sendo considerado também um suposto
supressor tumoral [106]. Trabalhos relacionaram a frequente mutacdo deste gene
associada a cancer gastrico [107] e adenocarcinoma de pulm&o [108]. Além disso, da
mesma forma que este trabalho, sua menor expressao ja havia sido relatada em cancer
gastrico [109] e cancer de bexiga [110], demonstrando seu potencial como biomarcador
ao diagnéstico desta patologia.
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O gene MTL1F pertence a familia de genes MT o0s quais expressam proteinas de
ligacdo com metais de baixo peso molecular, metalotioneina, sendo MT1F uma das 18
isoformas do gene MT1, envolvido especificamente no estado estacionario dos metais
e na protecao contra o estresse oxidativo [111]. A desregulacdo da expresséo dos genes
MT é discutida em diversos tipos de canceres, podendo haver um aumento da
expressao associada ao mau progndstico em cancer de mama, pulméao, rim e pancreas
ou uma diminuicdo da expressdo em canceres hepatocelulares gastricos, sistema
nervoso e tireoide [112]. Da mesma forma que neste trabalho uma menor expresséo de
MTL1F ja foi relatada na literatura e sugerida como potencial biomarcador ao cancer de
tireoide [113].

SGK223 expressa uma proteina pseudoquinase, a qual atua como um regulador
negativo da familia SFK, regulando sua localizag&o subcelular [114]. H& poucos estudos
referentes a este gene e cancer, entretanto SGK223 parece possuir um importante papel
de sinalizacdo em vias oncogénicas [115]. SGK223 ja foi relatado como um gene
superxpresso em adenocarcinoma ductal pancreético e identificado como responsével
pela aquisicdo de um fenétipo migratério invasivo [116]. Em contrapartida, semelhantes
aos achados deste trabalho, SGK223 foi relatado como um gene com menor valor de
expressao em canceres de tireoide [117].

CONCLUSAO

Cada céancer parece ser uma patologia impar com seus aspectos moleculares
individuais, entretanto apresentam caracteristicas semelhantes que permitem
agrupamentos especificos, possibilitando diagndsticos, prognésticos e estratégias
terapéuticas. As evolugdes das técnicas de biologia molecular tém elevado o padrao de
estudos e possibilitado novas descobertas, a0 mesmo tempo em que formam uma
enxurrada de dados os quais tém sido depositados em repositorios publicos. TCGA e
GEO database sdo exemplos destes repositorios, os quais apresentam dados de
expressao génica possibilitando que novas pesquisas sejam realizadas por novos
pesquisadores.

O presente trabalho utilizou estes dados para a realizagdo da analise de
expressao diferencial de genes em cénceres de cabeca e pescoco, dividindo-os, devido
a disponibilidade dos dados, em dois grandes grupos: canceres de cavidade oral e
cancer de tireoide. Como resultado obteve-se 4 genes diferencialmente expressos para
0 cancer de cavidade oral: LOXL2; FAT1; SOD3 e DPT, e 12 genes para o cancer de
tireoide: CRABP1, CSGALNCT1, WSCD2, ITM2A, ID3, PAX9, SELENBP1, TNFRS11B,
SDPR, LRP1B, MT1F e SGK223, sendo todos estes potenciais biomarcadores de
diagnostico. Ressalta-se que, com excecdo de CSGALNCTL, todos estes genes
possuem referencial tedrico demonstrando relacdes com cancer, entretanto
CSGALNCTL1 possui referencial relacionado a familia génica. Fundamentando os
resultados encontrados no presente estudo.

A partir da andlise da curva de sobrevida identificou-se associagao entre maiores
valores de expressdo de FAT1 e uma menor sobrevida ao passar dos anos, podendo
ser FAT1 um potencial biomarcador de ao prognéstico do cancer de cavidade oral. Em
contrapartida, a curva de sobrevida de CRABP 1, ITM2 e ID3 demonstrou uma
associacao entre menores valores de expressdo e uma menor taxa de sobrevivéncia ao
passar dos anos, podendo ser estes potenciais biomarcadores de prognostico do cancer
de tireoide. Trabalhos complementares laboratoriais sdo necesséarios para a
confirmacéo do uso destes genes como biomarcadores de diagndéstico e progndstico.
Desta forma, acreditamos que este trabalho apresenta contribui¢éo cientifica devido aos
genes identificados, bem como sua discussdo na literatura ja relacionada. Ao mesmo
tempo, esperamos que este trabalho possa contribuir para pesquisas futuras e auxiliar
em melhores métodos diagndsticos e progndsticos.
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5. Conclusbes e Perspectivas

O presente trabalho possibilitou uma breve discussao acerca dos canceres de
cavidade oral e cancer de tireoide. Bem como a elaboracdo de um artigo tutorial em
portugués para analise de expressao diferencial de genes utilizando dados presentes no
GEO e um artigo com resultados obtidos para analise de expressao diferencial em cancer
de cavidade oral e cancer de tireoide. Neste trabalho, utilizando de 6 conjuntos de dados
diferentes foram identificados 4 genes potenciais biomarcadores ao diagnostico de cancer
de cavidade oral: LOXL2, FAT1, SOD3 e DPT, sendo FATL1 potencial biomarcador ao
prognostico. Ao mesmo tempo foram identificados 12 genes potenciais biomarcadores ao
diagndstico de cancer de tireoide: CRABP1, CSGALNCTL1, WSCD2, ITM2A, ID3,
PAX9, SELENBP1, TNFRS11B, SDPR, LRP1B, MT1F e SGK223, sendo CRABP1,
ITM2A e ID3 potenciais biomarcadores ao prognastico.

Todos os genes identificados neste trabalho possuem descri¢fes na literatura
relacionadas ao cancer, em sua maioria, relacionadas aos canceres aqui estudados,
fundamentando os resultados encontrados neste trabalho. A excecdo se no gene
CSGALNCT1, o qual ndo possui descricdes proprias, entretanto ha descricbes
relacionando a familia génica. Ressalta-se que determinados genes apresentam valores
aumentados ou diminuidos de expressdo em determinados tipos de canceres,
demonstrando a necessidade de maiores trabalhos laboratoriais.

Como perspectivas futuras, espera-se a possibilidade de trabalhos de bancada que
possibilitem a fundamentagdo dos resultados encontrados neste trabalho, bem como a
obtencgéo de outros potenciais biomarcadores que possam ser utilizados como produtos.
Ao mesmo tempo, espera-se uma maior coleta de dados que permita uma melhor divisao
por sitio anatdmico e também por tipo histoldgico. Vale ressaltar que um maior nUmero
de dados poderia possibilitar comparagdes mais especificas como sexo, idade, etnia,

fatores ambientais possibilitando estudos mais precisos e protocolos padronizados.
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