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Dedico aos meus pais e a toda a minha familia.



"Existem muitas hipoteses na ciéncia que estao
erradas. Isso € perfeitamente aceitdvel, elas

sao a abertura para achar as que estao certas.”
(Carl sagan)



RESUMO

Para investigar o potencial do gene Regulador de Condutancia Transmembrana da Fibrose
Cistica (CFTR) nos subtipos de cancer de estomago realizamos a anélise de expressao
génica diferencial em seis subtipos de cancer de estomago usando dados do The Cancer
Genome Atlas Stomach Adenocarcinoma (TCGA-STAD). Além disso, para cada subtipo
de cancer, exploramos modulos de genes coexpressos utilizando o CEMiTool e analises de
super-representacao de vias funcionais. Para aprimorar nossa andlise, integramos redes de
interagao gene-gene e analises de ontologia génica, a fim de identificar o papel do CFTR
e seu interatoma. A analise de coexpressao demonstrou que o CFTR interage com 58
genes no subtipo de cancer de células em anel de sinete, sugerindo que ele desempenha um
papel especifico em redes regulatorias mais amplas, em vez de exibir mudancas fortes e
independentes nos niveis de expressao. Apesar de seu papel hipotetizado, nao observa-
mos expressao diferencial significativa do gene CFTR em uma andlise abrangente de 15
comparagcoes pareadas entre seis subtipos moleculares de adenocarcinoma gastrico para o
STAD-TCGA. Embora o CFTR nao tenha atendido individualmente aos critérios para
expressao diferencial, uma investigacao mais aprofundada revelou percepcoes sistémicas
sobre seu envolvimento no cancer gastrico. O CFTR pode desempenhar um papel critico
na biologia tumoral, influenciando o comportamento de genes coexpressos e suas vias
relacionadas. Esses achados sugerem que o CFTR pode influenciar a progressao do cancer
por meio de interagoes complexas gene-gene e modulagao de vias.

Palavras-chave: CFTR. Cancer Gastrico. Redes de coexpressao. Cancer heterogeneidade.



ABSTRACT

To investigate the potential role of Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regula-
tor (CFTR) gene in stomach cancer subtypes we performed differential gene expression
analysis across six stomach cancer subtypes using data from the The Cancer Genome
Atlas Stomach Adenocarcinoma (TCGA-STAD). Further for each cancer subtype, we
explored modules of co-expressed genes using CEMiTool and over-representation analysis
of functional pathways. To enhance our analysis, we integrated experimental gene-gene
interaction networks and gene ontology analyses, to identify the potential role of CFTR
and its interactome. Co-expression analysis demonstrated that CFTR interacts with 58
genes in the signet ring cell cancer subtype, suggesting it plays a specific role in broader
regulatory networks rather than exhibiting strong, independent changes in expression
levels. Despite its hypothesized role, we did not observe significant differential expression
of the CFTR gene in a comprehensive analysis of 15 pairwise comparisons across six
molecular subtypes of stomach adenocarcinoma for STAD-TCGA. While CFTR did not
individually meet the criteria for differential expression, further investigation revealed
systemic insights into its involvement in gastric cancer. CFTR may play a critical role in
tumor biology by influencing the behavior of co-expressed genes and their related pathways.
These findings suggest that CFTR may influence cancer progression through complex
gene-gene interactions by pathway modulation.

Keywords: CFTR. Gastric cancer. Co-expression networks. Cancer heterogeneity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 — Localizacao do gene CFTR situado no brago longo do cromossomo 7

(TQ31.2). . o o o 12
Figura 1.2 — Arquitetura do CFTR. . . . . . . . . . ... ... ... .. ... .... 13
Figura 1.3 — Pipeline de inferéncia da rede de coexpressao. . . . . . .. .. ... .. 20
Figura 4.1 — Pipeline para analise de expressao diferencial, coexpressao diferencial e

ontologia génica . . . . . . . . ... 27

Figura 5.1 — Distribuicao de contagens de genes hipo e hiper-expressos da andlise de
expressao diferencial pareada entre subtipos de cancer gastrico (TCGA-

STAD). . . 29
Figura 5.2 — Resultado da expressao diferencial entre os subtipos de cancer gastrico
(STAD-TCGA) . . . . . 30

Figura 5.3 — Expressao do CFTR para cada subtipo de cancer gastrico (TCGA-STAD) 32
Figura 5.4 — Resultados da deteccao de mdédulos de coexpressao génica para cada
subtipo de cancer gastrico (TCGA-STAD), conforme identificado pelo

Cemitool. . . . . . . . 33
Figura 5.5 — Visualizagao do Mdédulo 1 do subtipo de carcinoma de células em anel
de sinete (SRCC), destacando CFTR como hub gene. . . . . . . . . .. 33

Figura 5.6 — Analise de sobre-representacao mostrando as vias bioldgicas significativas
associadas aos genes no médulo 1 do subtipo de carcinoma de células

em anel de sinete (SRCC). . . . . . .. ... o o oo 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1 — Visao geral de alguns bancos de dados de bioinformatica . . . . . . . .
Tabela 1.2 — Exemplo de tabela de reads counts para um experimento de RNA-Seq
Tabela 4.1 — Distribuicao de amostras e dados clinicos para as amostras de subtipos
de adenocarcinoma gastrico do Programa The Cancer Genome Atlas
(STAD-TCGA). . . . . s
Tabela 5.1 — Contagem de genes hipo e hiper-expressos para cada comparacao entre
os subtipos de cancer gastrico (TCGA-STAD). . . ... ... ... ..
Tabela 5.2 — Expressao diferencial do gene CFTR para todas as comparagoes entre
os subtipos de cancér géastrico (TCGA-STAD). . ... ... ... ...
Tabela 5.3 — Andlise de enriquecimento funcional por Ontologia Génica (Go) dos
genes coexpressos em conjunto do CFTR no médulo 1 do subtipo de
carcinoma de células em anel de sinete (SRCC). . . . .. ... ... ..



LISTA DE SIGLAS

AC-NOS Adenocarcinoma Nao Especificado

cDNA DNA Complementar

CFTR Regulador da Condutancia Transmembrana na Fibrose Cistica

CCR Cancer colorretal

DC Carcinoma do Tipo Difuso

DEGs Genes diferencialmente expressos

DNA Acido Desoxirribonucleico

ENaC Canal de Sodio Epitelial

FC Fibrose Cistica

FDR Taxas de Descobertas Falsas (False Discovery Rate)

IA Adenocarcinoma Intestinal

logFC Log Fold Change

MA Adenocarcinoma Mucinoso

mRNA RNA Mensageiro

NBD Dominio de Ligacao de Nucleotideos Cistélicos

NGS Sequenciamento de nova geragao

ORA Analise de Super-Representagao de Vias Funcionais (Over-representation
analysis)

PKA Proteina Kinase A

PKC Proteina Kinase C

R-domain ~ Dominio Regulatoério

RNA Acido Ribonucleico

RNA-Seq Sequenciamento de RNA (RNA Sequencing)

SRCC Carcinoma de Células em Anel de Sinete

STAD-TCGA  The Genome Cancer Atlas Stomach Adenocarcinoma
TA Adenocarcinoma Tubular

TGI Trato gastrointestinal

TMD Dominio Transmembranar



Cr
NO3J

HCO3

Na™t
Cat

Cloreto
Nitrato
Bicarbonato
Sal

Calcio

LISTA DE SIMBOLOS



Sumario

CONTEXTUALIZACAO . . . . ittt it e e e e e e e e e 12
1.1 Ogeneeaproteina CFTR . . . . .. ... ... .. ... ... .. ..., 12

1.1.1 Classificacao Funcional das mutagoes do CFTR . . . . . .. .. .. 14
1.2 CFTR e o trato gastrointestinal . . . . . . .. ... ... ... ... . ... 15
1.3 Biologia de Sistemas . . . . . . .. ... 16

1.3.1 Bancosdedados . ... .. .. .. ... ... 16

1.3.2  Analise transcriptomica . . . . . . .. ... 17

1.3.3 Analise de expressao diferencial . . . . . .. ... ... ... ... 18

1.3.4 Anadlise de coexpressao . . . . . . . . ... 19

1.3.5 Ontologia Génica . . . . . . . . . .. ... 20
JUSTIFICATIVA . . . . o o e e e e e e e e e e e e e e 22
OBJETIVOS . . . it e e e e e e e et e e e 23
3.1 Objetivogeral . . . . . . . .. 23
3.2 Objetivos especificos . . . . . . . .. 23
METODOLOGIA . . . . . . .ttt e e e e e e et e e e 24
4.1 RNA-seq para seis subtipos de cancer gastrico . . . . . . ... .. ... .. 24
4.2 Analise de expressao diferencial . . . . . ... ... oo, 25
4.3 Analise de Rede de Coexpressao e Identificagao de Genes Hub . . . . . . . 25
4.4 Analise de Ontologia Génica . . . . . . . . . . . .. ... 26
4.5 Fluxograma da metodologia . . . . . . . . . ... ... L. 27
RESULTADOS EDISCUSSAO . . . .« vttt e e e e e 28
5.1 Heterogeneidade molecular no cancer gastrico . . . . ... ... ... ... 28
5.2 CFTR nao apresenta expressao diferencial nos subtipos de cancer géastrico . 31
5.3 O interatoma do CFTR é coexpresso exclusivamente no SRCC . . . . . .. 32
5.4 DISCUSSA0 . . . . . .. e 36
CONCLUSAO . .t ottt ettt et e e e et et e 38
6.1 Trabalhos Futuros . . . . . . . . . . . .. ... . ... 38

REFERENCIAS . . o v o o e e e e e e e e e e e e e s e e s s e s s s 39



12

1 CONTEXTUALIZACAO

Devido o avanco da triagem neonatal, tratamentos como nutri¢cao, antibiéticos
e transplantes de orgaos, a expectativa de vida de pacientes acometidos por Fibrose
cistica (FC) aumentou. Apesar disso, sindromes novas relacionadas a FC comegaram a ser
diagnosticadas. O cancer gastrointestinal vem sendo associado como comorbidade da idade
adulta em pacientes FC (SLAE; WILSCHANSKI, 2018). Estudos recentes apontam o
gene Regulador de Condutéancia Transmembrana da Fibrose Cistica (CFTR), tipicamente
associado a fibrose cistica, como tendo um papel potencial em vérios tipos de cancer (LIU
et al., 2014; BHATTACHARYA et al., 2022; HOU et al., 2016; MAKAROVA et al., 2023;
PARISI et al., 2023).

1.1 O gene e a proteina CFTR

O gene Regulador da Condutancia Transmembrana na Fibrose Cistica (CFTR,
também conhecido como ABCCT), localizado no cromossomo 7 (7q31.2) contém 27 exons
e 180.000 pares de bases (Figura 1.1), é responsédvel por codificar a proteina de mesmo
nome (BAREIL; BERGOUGNOUX, 2020). A proteina CFTR pertence a superfamilia
transportadora ABC (ATP-binding-cassette), encarregada de transportar uma grande
variedade de substratos de maneira dependente de energia; sendo a proteina CFTR a
tnica que atua como canal idnico (LUKASIAK; ZAJAC, 2021). A proteina CEFTR regula
e conduz Cl atraves das membranas apicais de células epiteliais, é essencial para o

equilibrio osmotico e viscosidade do muco, além de secretar e absorver eletrolitos e fluidos
(HANSSENS; DUCHATEAU; CASIMIR, 2021).

Figura 1.1 — Localizagao do gene CFTR situado no brago longo do cromossomo 7 (7q31.2).
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Fonte: <https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/endocrinologia,/
fibrose-cistica-uma-visao-geral /attachment /gene-ctfr-fibrose-cistica/>


https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/endocrinologia/fibrose-cistica-uma-visao-geral/attachment/gene-ctfr-fibrose-cistica/
https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/endocrinologia/fibrose-cistica-uma-visao-geral/attachment/gene-ctfr-fibrose-cistica/
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A arquitetura da proteina contém dois dominios transmembranares (TMDs), 2
dominios de ligagao de nucleotideos cistdlicos (NBDs) e um dominio regulatério (R-domain),
que contém sites de fosforilacao; a abertura do canal acontece pela fosforilacdo do dominio
regulatério pela proteina kinase A (PKA) e/ou proteina kinase C (PKC), esse processo
muda a afinidade do CFTR para o ATP, para que este se ligue nos NBDs (dimerizagao);
enquanto que o fechamento ocorre com a hidrélise do ATP, resultando na separacao do
dimero do NBD e a restauragao da conformacao do TMD (LUKASIAK; ZAJAC, 2021;
HANSSENS; DUCHATEAU; CASIMIR, 2021) (Figura 1.2).

Figura 1.2 — Arquitetura do CFTR.

EXTRACELULAR

INTRACELULAR

Legenda: TMDs = dominios transmembranares; NBDs = dominios de ligagao de nucleotideos cistélicos;
R = dominio regulatério; ClI" = Cloreto.

Fonte: Autoria prépria

O CFTR é comumente conhecido como um canal de Cl", no entanto nao é exclusivo
para este anion; é permeavel para anions como NO3™, e HCO3", e também regula o Canal de
Sédio Epitelial (ENaC) (LUKASIAK; ZAJAC, 2021). O canal CFTR secreta o Cl" atraves
da membrana apical e cria uma forga motriz que secreta o Na+ pelas vias paracelulares, e
por osmose, a agua segue pela mesma via ou pelas aquaporinas. Em condi¢oes saudaveis,
a secrecao e absorcao de ClI" e Na™ é essencial para a regulacao do volume e liquido na
superficie das vias aéreas, prevenindo a desidratacao e garantindo a limpeza mucociliar
adequada. Uma proteina CFTR desfuncional compromete a secrecao e absor¢ao do CI,
causando uma despolarizacao do potencial da membrana apical, prevenindo a difusao
passiva de Na+ e resultando em uma alta concentracao de Nat e Cl" no lumen, desidratando
a superficie das vias aéreas, contribuindo para uma alta viscosidade do muco e restringindo
a funcao de limpeza dos cilios, predispoe consequentemente o tecido a inflamagoes e
infecgdes (ANDERSON; CORMIER; SCOTT, 2019).

A proteina CFTR também secreta HCO3™ em diferentes tecidos, este é importante
para o controle do PH de fluidos na superficie de células epiteliais e para a viscosidade do
muco, dependente das mucinas que necessitam do HCO3". O momento mais importante na
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geracao do muco saudével fisiologicamente é a secrecao para fora do meio intracelular; para
que isso seja possivel precisa haver uma rapida remocao de ions cdlcio da mucina, que se
da pela acao do bicarbonato que aumenta o PH intracelular e precipita os iéns célcio para
fora, permitindo a expansao da mucina e a formagao de uma rede de muco extracelular.
Uma secre¢ao desfuncional do HCO3™ prejudica a remocao do Ca™, impossibilitando a
expansao normal da mucina, assim estas tendem a se manter extremamente aglomera-
das, pouco solubilizadas, resultando em um aumento da viscosidade. Um muco anormal
permite o contato de bactérias com o epitélio, além da obstrucao de orgaos (BAREIL;
BERGOUGNOUX, 2020).

Atualmente ha mais de 2000 variantes do gene CFTR catalogadas, que podem ser
divididas em dois tipos de classificagdes (BAREIL; BERGOUGNOUX, 2020):

1. Clinica: de acordo com o fendtipo associado a Fibrose Cistica (FC), as variantes sao
classificadas como causadoras da FC ou como doencas relacionadas ao CFTR,;

2. Funcional: de acordo com o impacto da mutacao na proteina, dividido em 6 classes.

1.1.1 Classificacao Funcional das mutacoes do CFTR

A classificagao funcional se divide da seguinte forma (BAREIL; BERGOUGNOUX,
2020; SLAE; WILSCHANSKI, 2021; BOECK; AMARAL, 2016):

e Classe I - Sintese defeituosa da proteina, resulta na auséncia de proteina funcional
da superficie da célula uma vez que a proteina nao sai do ntcleo. Inclui mutagoes
nonsense, missense e frameshift;

e Classe II - Processamento e maturagao defeituosa da proteina (misfolding), fica retida
no reticulo endoplasmatico, impedida de trafegar até a superficie apical da célula.
Inclui a mutacao mais frequente entre a populacao caucasiana, a F508del, além
de missenses, em que sua patogenicidade depende das propriedades do aminoacido
atingido e sua localizacao;

e Classe III - Proteina sem funcao na superficie da célula, regulagao do canal anormal,
defeituoso. Inclui mutacoes missense, localizadas principalmente nas sequéncias que
codificam os dominios de ligacao a nucleotideos, impedindo a ligagao e hidrélise do
ATP em um dos NBDs;

e Classe IV - Condutancia do canal defeituosa, fungao reduzida. Inclui mutacoes
missense, localizadas sobretudo nas sequéncias que codificam os dominios transmem-
branares envolvidos na formagcao do poro do canal,;

e Classe V - Quantidade reduzida da proteina na superficie apical da célula. Inclui
variantes que causam um splicing anormal e intronicas, as quais sua patogenicidade
depende da quantidade residual de transcritos normais;

e Classe VI - Proteina com baixa estabilidade (maior endocitose ou menor reciclagem
das moléculas de CF'TR na superficie celular.
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As mutagoes das classes I - 111 sdo dadas como severas (tanto para heterozigotos
como homozigotos) em razao de conferirem nenhuma proteina funcional na membrana
apical; as mutacoes da classes IV-VI tem consequéncias brandas uma vez que ainda tém
funcao residual do canal ionico.

1.2 CFTR e o trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI) é um sistema complexo que digere e absorve
nutrientes e excreta residuos, sendo essencial para a nutricao, imunidade e bem-estar.
Disturbios no TGI podem causar varias condicoes de satide. Recentemente, descobriu-se
que a fibrose cistica afeta significativamente o TGI, gerando complicagdes que comprometem
a nutri¢ao e a saude geral dos pacientes (SLAE; WILSCHANSKI, 2021).

O CFTR é expresso elevadamente na superficie apical do epitélio intestinal, nas
células-tronco nas criptas do intestino delgado, na regiao proximal e ceco no colon, além das
células ductais do pancreas (ANDERSON; CORMIER; SCOTT, 2019). As células-tronco
na base das criptas do intestino sao responsaveis pela renovacao do epitélio intestinal e é
sugerido que estas podem iniciar o processo de oncogenesis do cancer colorretal (CCR),
sendo assim, o CFTR sendo altamente expresso nas criptas pode influenciar no processo
de renovacgao epitelial e consequentemente na oncogenesis do CCR quando em disfuncao
(ANDERSON; CORMIER; SCOTT, 2019). A disfungao da proteina resulta em secre¢oes
viscosas, obstruindo dutos e o intestino, em razao disso, pacientes de FC apresentam
sintomas gastrointestinais desde a infancia como o Ileo Meconial (ocorre em 15% dos
pacientes), que se manifesta nos primeiros dias de vida, o infante apresenta distengao
abdominal e vomito bilioso; na idade adulta é conhecido como Sindrome da Obstrugao
Intestinal Distal, da-se em um bloqueio cronico e recorrente no ileo terminal e no colon
proximal a partir de um contetdo intestinal denso e aderente (SLAE; WILSCHANSKI,
2021).

As mutacoes do CFTR, particularmente a mutacao AF508, tém sido associadas
a um risco aumentado de desenvolver varias malignidades, incluindo cancer gastrico, é
destacado que pacientes com fibrose cistica exibem um risco elevado ao longo da vida para
canceres do trato digestivo, incluindo o cancer gastrico (SUGUNARAJ et al., 2016). O
estudo de Liu et al. demonstrou que a expressao do CFTR aumenta com a idade e esta
associado com o estagio clinico do cancer gastrico, além de ser um potencial biomarcador
deste cancer em conjunto do gene CA199 (LIU et al., 2014). Essa associagao sugere que o
papel do CFTR vai além da funcao de transporte ionico, influenciando a tumorigenese
por meio de predisposicao genética. Esse comportamento também corrobora um estudo
experimental realizado por Than et al., que catalogou o CFTR como um gene supressor
de tumor no trato intestinal, mas também mostrou que a delecao do CFTR causou altas
taxas de tumores intestinais (THAN et al., 2016).

O envolvimento do CFTR no cancer géastrico é ainda mais apoiado por seu papel
regulador em vias inflamatérias. O CFTR demonstrou suprimir a sinalizacao inflamatoéria
mediada pelo NF-kB, que muitas vezes estd implicada na progressao do cancer (HUNTER
et al., 2010). A inflamacao cronica é um fator de risco bem estabelecido para o cancer
gastrico, e a desregulacao do CFTR pode contribuir para o microambiente inflamatério
que promove o desenvolvimento de tumores (HOU et al., 2016). Inflamagdes cronicas
provocadas por tlceras, por exemplo, sao um fator de risco para alteragoes no tecido
gastrico e potencialmente o desenvolvimento de cancer (SOGAARD et al., 2016). O CFTR
¢ uma das proteinas transportadoras de HCO3 essenciais nas células epiteliais e tem um
papel fundamental na regulagao da secre¢ao de HCO3™ na mucosa duodenal (WEN et
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al., 2016). Segundo o estudo de Wen et al., a infeccao por Helicobacter pylori diminuiu a
expressao e a atividade funcional do CF'TR na mucosa duodenal pela via de sinalizagao do
TGFf3, o que contribui para o desenvolvimento de tlcera duodenal (WEN et al., 2018).

1.3 Biologia de Sistemas

A biologia de sistemas é uma area emergente da biologia computacional dedicada
a entender a complexidade dos sistemas bioldgicos de maneira integrada. A drea combina
dados e modelos de diferentes areas, como genomica e transcriptomica, e utiliza métodos
computacionais, estatisticos e matematicos para compreender a regulacao e a maquinaria
celular. Seus objetivos principais incluem a integracao de dados "6micos”(como genoémica e
transcriptomica), a modelagem computacional, para prever o comportamento de sistemas
complexos, e a andlise de interacoes moleculares, que ajuda a entender a homeostase
celular e as causas de doencas. Esse campo é essencial para a medicina personalizada, pois
permite a descoberta de biomarcadores e o desenvolvimento de terapias especificas para
doengas complexas como o cancer (VOIT, 2022).

A pesquisa frequentemente inicia com a coleta e analise de informacoes disponiveis
publicamente. A seguir apresentamos algumas bases de dados.

1.3.1 Bancos de dados

Bancos de dados publicos como , BioGRID, Reactome e TCGA oferecem acesso a
grandes volumes de dados bioldgicos e sao essenciais para a pesquisa na bioinformatica.

(Tabela 1.1).

e BioGRID (Biological General Repository for Interaction Datasets) é um banco de
dados ptblico que retne informagoes sobre interacoes bioldgicas, incluindo interagoes
proteina-proteina, gene-gene e interagoes quimicas, em diversos organismos. Com-
pilado a partir de publicacoes cientificas e experimentos, o BioGRID oferece dados
atualizados, sendo uma ferramenta essencial para pesquisas em biologia molecular, é
ideal para o mapeamento de redes de interacao e para a compreencao das funcoes de
proteinas e genes em processos biolégicos (STARK et al., 2006).

e Reactome é um banco de dados gratuito que fornece informacgoes detalhadas sobre
vias e reagoes bioldgicas, especialmente em humanos. O reactome mapeia diversas
vias metabdlicas e de sinalizacao, documentando reacoes quimicas e interacoes celu-
lares. Mantido por especialistas, é constantemente atualizado com dados cientificos
confidveis e se integra a outros bancos e ferramentas bioinformaticas, como Ensembl
e KEGG, facilitando a pesquisa interdisciplinar (MILACIC et al., 2023).

e TCGA (The Cancer Genome Atlas) é um catdlogo com alteragdes gendmicas
associadas ao cancer, seu objetivo ¢ melhorar o diagnéstico, tratamento e prevencao do
cancer a partir da caracterizacao das mudancas moleculares em varios tipos de cancer.
Atualmente o banco de dados conta com sequéncias gendomicas, transcriptomicas e
dados clinicos de mais de 20 mil tumores em 33 diferentes tipos de cancer que podem
ser acessados livremente pela comunidade cientifica (CAROLYN; ZENKLUSEN,
2018).
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Nome Conteudo Numeros URL Referéncia
The Biologi- Arquiva e dis- 1.740.000 interagoes curadas <https: (STARK et
cal General semina dados a partir de conjuntos de da- //thebiogrid. al., 2006)
Repository de interacdo dos derivados de mais de org/>

for  Interac- genética e pro- 70.000 publicacoes na litera-

tion Datasets teica de or- tura

(BioGRID) ganismos mo-
delo e huma-
nos.

Reactome Banco de Compoe-se de 15.492 rea- <https: (MILACIC et
dados open- ¢bes bioquimicas organiza- //reactome. al., 2023)
source de vias das em 2.742 vias, envol- org/>/
de sinalizacao vendo 30.892 proteinas co-
de acesso dificadas por 11.289 genes
livre, curado humanos diferentes, com su-
manualmente porte de 39.318 referéncias
e revisado por bibliograficas
pares

The Cancer Catédlogo com Mais de 2,5 petabytes de da- <https: (CAROLYN;

Genome Atlas alteragoes dos gendmicos, epigendémi- //www. ZENKLU-

Program genomicas cos, transcriptomicos e pro- cancer.gov/ SEN;, 2018)

(TCGA) associadas ao teomicos, caracterizando mo- ccg/research/

cancer

lecularmente mais de 20.000
amostras primarias de can-
cer e amostras normais cor-
respondentes, abrangendo
33 tipos de cancer

genome-sequencing/

tcga>

Fonte: Autoria prépria

1.3.2  Analise transcriptomica

O 4cido ribonucleico (RNA) é uma molécula polimérica essencial para fungoes
biolégicas, incluindo o transporte de instrugoes genéticas, o carregamento de aminoacidos
e a composigao de estruturas celulares. O acido desoxirribonucleico (DNA) codifica a
informagao genética de um organismo, que se manifesta por meio da transcricao. As
moléculas de RNA produzidas a partir da transcricao do DNA sdo chamadas de transcritos.
O conjunto total de transcritos de RNA em um organismo é denominado transcriptoma
(LOWE et al., 2017).

A andlise transcriptomica permite medir a expressao génica em diferentes tecidos
e condicoes, revelando detalhes sobre a regulacao dos genes e processos bioldgicos. A
expressao génica € o processo pelo qual a informacao contida em um gene é convertida em
um produto funcional, geralmente uma proteina. O aumento da expressao génica (hiper-
expressao) resulta em uma maior produgao do produto génico, enquanto a diminui¢ao da
expressao (hipo-expressao) reduz essa produgao. A expressao génica pode variar entre
diferentes tipos celulares e tecidos, ser influenciada pelo estagio de desenvolvimento e mudar


https://thebiogrid.org/
https://thebiogrid.org/
https://thebiogrid.org/
https://reactome.org/
https://reactome.org/
https://reactome.org/
https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga
https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga
https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga
https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga
https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga
https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga
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ao longo do tempo. Além disso, essa expressao pode ser modulada por sinais externos ou
pela agao de repressores que inibem a transcricao do gene. Estudar a expressao génica
¢é crucial para compreender o desenvolvimento de doengas, como o cancer, pois permite
identificar padroes genéticos especificos em amostras tumorais e entender os mecanismos
de regulagao génica (LANG et al., 2023; ERGIN; KHERAD; ALAGOZ, 2022).
Tecnologias como o Sequenciamento de Nova Geragao (RNA-Sequecing, RNA-Seq)
possibilitam a quantificacao precisa de transcritos e a identificacao de novos genes e
variantes, sendo capazes de detectar transcritos em baixas quantidades, ao contrario de
outros métodos, como microarrays (LOWE et al., 2017). A partir do sequenciamento, sao
obtidas sequéncias de nucleotideos denominadas de “reads”, que representam fragmentos do
DNA complementar (cDNA) derivados do RNA mensageiro (mnRNA), e entéo sdo contadas
para estimar quantas vezes cada gene foi lido, gerando uma matriz de contagens (counts)
que representa a abundancia de transcritos (genes) em diferentes amostras (Tabela 1.2).

1.3.3 Analise de expressao diferencial

Para uma matriz de counts, refere-se um conjunto de contagens de reads (reads
counts) para uma amostra como uma biblioteca, e o nimero total de reads em uma

biblioteca como o tamanho da biblioteca (CHEN; LUN; SMYTH, 2018).

Tabela 1.2 — Exemplo de tabela de reads counts para um experimento de RNA-Seq

Caso Controle

Amostral Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Gene 1 24 31 74 59
Gene 2 0 13 7 2

Total  22.341.344 20.132.435 12.543.543 34.875.342

Fonte: Autoria prépria

Na tabela 1.2 cada coluna corresponde a uma amostra caso ou controle, cada
célula é o numero de reads mapeadas para um gene especifico em uma amostra especifica.
A soma das contagens em cada coluna (iltima linha) é o tamanho da biblioteca para cada
amostra correspondente. O proposito da andlise de expressao diferencial é verificar se a
proporc¢ao de um mesmo gene difere entre as condigoes experimentais, caso ou controle,
segundo o exemplo da tabela (CHEN; LUN; SMYTH, 2018).

A contagem de reads sao ntimeros inteiros discretos que apresentam forte relacao
de média-variancia. Um gene pouco replicado pode acarretar em uma falsa aproximacao da
sua verdadeira variabilidade de expressao na amostra. Essa variabilidade pode ser dividida
em duas: técnica e bioldgica. A variabilidade técnica é referente aos aspectos técnicos do
sequenciamento que incluem a contaminagao das amostras, qualidade do sequenciamento e
o processamento de dados. De outro modo, a variabilidade biolégica se refere as diferencas
naturais da expressao génica nas condicoes experimentais como diferencas genéticas entre
individuos, condi¢oes ambientais, estdagio do desenvolvimento da amostra, entre outros
(CHEN; LUN; SMYTH, 2018). Para genes com poucas reads, a variabilidade técnica
¢ dominante, a medida que aumentam, as diferencas reais bioldgicas entre as amostras
superam as variacoes técnicas. E importante que ocorra a distingao entre as variabilidades
no momento da analise do RNA-Seq para que a interpretacao dos resultados seja confidavel
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e acurado. Para tal, pacotes como FEdgeR utilizam Modelos lineares Generalizados e
Métodos Empiricos Bayesianos para estimar a relagao e evitar o viés de média-variancia
mesmo quando o nimero de réplicas é muito pequeno (CHEN et al., 2024).

Modelos Lineares Generalizados (GLM) permitem a andlise de amostras que
nao seguem uma distribuicdo normal a partir da distribuicao da familia exponencial. A
distribui¢do binomial negativa (NB) é frequentemente utilizada para a modelagem da
contagem de reads pois permite que a variancia seja maior que a média (superdispersdo),
caracteristica comum dos dados de RNA-Seq (CHEN et al., 2024). A estimagao dos
parametros da distribuicao Binominal Negativa (NB) é feita pela estratégia empirica
de verossimilhanca ponderada bayesiana. A abordagem bayesiana empirica estima a
distribuicao diretamente dos dados disponiveis observados, ao invés de especifica-la antes
da coleta de dados (CHEN; LUN; SMYTH, 2018).

Na analise de expressao diferencial em dados de RNA-Seq, métricas estatisticas
ajudam a interpretar mudancas na expressao génica entre condicoes. O log fold change
(logFC) quantifica a alteragdo na expressao de um gene: valores positivos indicam maior
expressao na condigao experimental. O log Counts Per Million (logCPM) normaliza as
contagens para comparacoes entre amostras de diferentes profundidades e fornece uma
ideia da abundancia relativa do gene em relacao ao total de reads na amostra. O Likelihood
Ratio (LR) avalia a consisténcia dos dados com a hipétese de diferenga na expressao, um
valor alto sugere que os dados sao mais consistentes com a hipotese alternativa. O valor
de p (p-value) indica a probabilidade de observar os dados sob a hipdtese nula, um valor
baixo (geralmente < 0,05) sugere que ha evidéncias suficientes para rejeitar a hipétese
nula, indicando que o gene é considerado diferencialmente expresso entre as condigoes. A
taxa de descobertas falsas (FDR) estima a proporgao de falsos positivos, é geralmente
utilizado como critério para considerar um gene como diferencialmente expresso (FDR
< 0,05), indicando baixa probabilidade de que os genes identificados como significativos
sejam falsos positivos.

1.3.4 Analise de coexpressao

A andlise de coexpressao identifica padroes de expressao entre genes em diferentes
condicoes, a abordagem infere redes regulatorias e preve fungoes génicas a partir do
célculo da correlagao dos niveis de expressao génicas (DAM et al., 2017). As matrizes
de counts. sao utilizadas para calcular um escore de similaridade entre pares de genes,
com base nos padroes de expressao e entao sao formadas redes de coexpressao, em que
os genes sao agrupados em modulos de acordo com sua func¢ao biolégica ou participagao
em vias metabdlicas; é extremamente util em situacoes em que a fungao de um gene em
um organismo ainda é desconhecida, e pode ser inferida com base nas funcionalidades
conhecidas de outros genes com os quais estd coexpresso na rede (SERIN et al., 2016).
Além disso, existem genes que desempenham papéis centrais em processos bioldgicos, os
hub genes, sao aqueles com alto grau de conectividade (quantos genes estao ligados a um
especifico) com fungoes regulatérias ou estruturais significativas.

A hipdtese direciona a estratégia para a analise da coexpressao diferencial, com
o conhecimento prévio da investigagao sao escolhidos os genes de interesse e bancos de
dados de interacoes podem ser consultados para analisar padroes, a Figura 1.3 ilustra
o processo da andlise de coexpressao (CHOWDHURY; BHATTACHARYYA; KALITA,
2020). Intmeros bancos de dados piblicos fornecem conjuntos de dados uteis para a
montagem da rede de coexpressao, como o reactome e o biogrid, estes podem consultados



20

de forma global (sem especifica¢ao) ou direcionada, guiado pelos genes de interesse (SERIN
et al., 2016).

Figura 1.3 — Pipeline de inferéncia da rede de coexpressao.

| Genes de | G1 G2 G3 G4

| interesse |
1
l Coeficiente 084 1
Hipotese | Dado de de correlacao 035 0.86 1 Selecdo dos genes

expressdo génica
| | 0.81 0.48 0.95 1

Matriz de similaridade

| Banco de dados |
| de interagdes | /@\ G1 G2 G3 G4

@ Gl|o
- @1 o
JoONG

/ Algoritmode g3 | 0 1 0
agrupamento
Rede de @ / e e ¢ e
interacs
Interacoes @ Matriz de adjacéncia

Legenda: Apds a hipdtese guiar a identificacdo dos genes de interesse e a consulta do banco de dados,
a similaridade entre os padroes de expressao génica sao avaliados por coeficientes de correlacdo como
Pearson e Spearman. Um limiar é definido (0,8 no exemplo) que seleciona os genes e cria a matriz de
adjéncia bindria, os genes que apresentam coexpressao significativa sao marcados com o valor 1. Por fim
aplica-se um algoritmo de agrupamento que identifica as redes de genes significativamente coexpressos. No
exemplo, os genes estdo representados por ndés numerados (vértices) que se conectam através de arestas
(links), facilitando a interpretacdo das relagbes entre os diferentes genes.

Fonte: Autoria prépria

1.3.5 Ontologia Génica

A Ontologia génica (Gene Ontology) é uma iniciativa que busca unificar a repre-
sentacao de genes e seus produtos em diferentes organismos, estabelecida em 1998, seu
desenvolvimento acompanha o ritmo das descobertas cientificas, com a adicao de novos
termos, ajuste ou descontinuacgao de outros, refletindo o estado atual do conhecimento
cientifico (CONSORTIUM, 2018). Em 2023, a base de dados ji contemplava mais de
45.000 termos interconectados, curada por uma equipe internacional de especialistas que
analisam minuciosamente a literatura cientifica para manter a precisao e atualidade das
informagoes (CONSORTIUM et al., 2023).

A estrutura da Gene Ontology se organiza em trés aspectos que proporcionam
uma linguagem padronizada para a analise comparativa e compreensao das funcoes géni-
cas em diversos contextos bioldgicos (ASHBURNER et al., 2000; CONSORTIUM, 2018;
CONSORTIUM et al., 2023):

1. Fungao Molecular: caracteriza a atividade bioquimica especifica dos produtos génicos
no nivel molecular. Esta categoria descreve agoes precisas como catélise e transporte,
seja por produtos génicos individuais ou por complexos macromoleculares, estas
descricoes focam exclusivamente na acgao realizada, independentemente do contexto
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temporal ou espacial, permitindo sua aplicacao universal em diferentes organismos e
sistemas bioldgicos.

Componente Celular: mapeia a distribuigao espacial dos produtos génicos dentro
da estrutura celular, identificando a localizacao. Esta categorizacao abrange desde
estruturas universalmente presentes em células (como nicleo e mitocondrias) até
componentes especificos de determinados tipos celulares ou organismos. Este co-
nhecimento é fundamental para compreender as interacoes e redes moleculares no
contexto celular.

Processo Bioldgico: se refere a sequéncias de eventos ou atividades geneticamente
programadas que visam alcancar um resultado especifico no organismo. Cada pro-
cesso ¢ definido por seu resultado, como a divisao celular, que resulta na formacao
de duas células-filhas a partir de uma célula-mae. Estes processos representam a
integracao de multiplas fungoes moleculares e componentes celulares, operando em
conjunto para alcancar objetivos biolégicos definidos.
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2 JUSTIFICATIVA

As estimativas globais de incidéncia de cancer, baseadas nas 1ltimas atualizagoes
da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) reportadas em 2022, indicam
que o cancer de estomago ocupa o quinto lugar em termos de incidéncia (novos casos
= 968.350) e mortalidade (n = 659.853) em todo o mundo (BRAY et al., 2024). Em
comparacao com outros paises, a China lidera no diagnodstico em estégio inicial desse cancer.
Apesar dos avangos no diagnodstico e tratamento, os mecanismos moleculares subjacentes
aos varios subtipos de cancer gastrico ainda sao pouco compreendidos (PUCCINT et al.,
2022; ZHAO et al., 2023).

Com base na literatura mencionada, poucos estudos associaram a mutacgao e a
expressao do gene CFTR com o cancer gastrico (BHATTACHARYA et al., 2022; HOU
et al., 2016; LIU et al., 2014; PARISI et al., 2023). Assim, o papel biol6gico do CFTR
ainda nao é completamente compreendido. Além disso, esses estudos nao exploraram a
especificidade tecidual ou tumoral do CFTR no cancer gastrico, apresentando, portanto,
resultados mais amplos. Isso ressalta a importancia de realizar analises sistémicas para
descrever melhor a relacao entre CFTR e os subtipos de cancer gastrico.

Neste estudo, investigamos a expressao génica diferencial do gene CFTR em
tecidos, sua coexpressao e sua rede, para compreender melhor as interagoes gene-gene e
as vias em seis subtipos de cancer de estomago. Nosso objetivo foi identificar possiveis
interagoes génicas que pudessem prever os subtipos gastricos. Nossas andlises investigaram
modulos distintos de genes que incluem o CFTR como interator.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a expressaodiferencial, coexpressao e ontologia génica do gene CFTR
em subtipos de cancer gastrico.

3.2 Objetivos especificos

e Pré-processar os dados de sequenciamento RNA-Seq em amostras de cancer gastrico
do conjunto de dados The Genome Cancer Atlas Stomach Adenocarcinoma (STAD-
TCGA);

Analisar a expressao génica diferencial entre os subtipos de cancer gastrico;

Analisar os padroes de coexpressao génica para cada subtipo de cancer gastrico;

Modelar redes de interacoes a partir da analise de coexpressao de amostras de subti-
pos de cancer gastrico;

Analise de vias, processos e fungoes moleculares de redes que envolvem o CFTR
como modulador da expressao génica.
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4 METODOLOGIA

4.1 RNA-seq para seis subtipos de cancer gastrico

Utilizando a ferramenta TCGABiolinkGUI (COLAPRICO et al., 2015), acessamos
remotamente os dados clinicos e moleculares de cada amostra da colecao The Cancer
Genome Atlas Stomach Adenocarcinoma (TCGA-STAD) (NETWORK, 2014). Os dados
de expressao génica, gerados por RNA-seq, foram extraidos para seis subtipos de cancer
gastrico. O TCGA-STAD é composto de 154 amostras de adenocarcinoma nao especificado
(AC-NOS), referente a tumores gastricos que nao atendem aos critérios diagndsticos de
outros tipos conhecidos de cancer, 79 de adenocarcinoma intestinal (IA), 73 de adenocarci-
noma tubular (TA), 66 de carcinoma do tipo difuso (DC), 17 de adenocarcinoma mucinoso
(MA) e 13 de carcinoma de células em anel de sinete (SRCC). As amostras de tecidos sao
referentes a 146 mulheres e 264 homens, com idade média de 66 anos submetidos a terapia
farmaceutica, ou radioterapica, conforme descrito na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Distribuicao de amostras e dados clinicos para as amostras de subtipos de
adenocarcinoma gastrico do Programa The Cancer Genome Atlas (STAD-

TCGA).

Amostras Média SD

Subtipo de Adenocarcinoma do estomago

AC-NOS 154
IA 79
TA 73
DC 66
MA 17
SRCC 13
Género
Feminino 146
Masculino 264
Idade 410 66 11
Tratamento terapéutico
Nao 180
Nao reportado 43
Sim 187
Tratamento radioterdapico
Nao 293
Nao reportado 39
Sim 78

Legenda: AC-NOS: adenocarcinoma nao especificado. TA: adenocarcinoma intestinal. TA: adenocarcinoma
tubular. DC: carcinoma do tipo difuso. MA: adenocarcinoma mucinoso. SRCC: carcinoma de células em
anel de sinete. SD: desvio padrao.
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4.2 Analise de expressao diferencial

A andlise de expressao diferencial foi realizada utilizando o pacote FdgeR no
R 4.4.1 e RStudio (v4.1) (CHEN et al., 2024). Um total de 15 comparagoes pareadas
foram conduzidas entre seis subtipos de cancer gastrico usando o EdgeR. Inicialmente os
genes com poucas contagens de leituras sao filtradas antes da analise principal. A funcao
filterByEzpr é utilizada para manter somente os genes que tém contagens suficientes para
atingir significincia estatistica e bioldgica (reads >= 10). Em seguida a normalizac¢ao
aplicada foi a contagem por milhao (counts-per-million, CPM).

Posteriormente, considera-se uma matriz de design que comporta o fenétipo e as
covariaveis do experimento tal como o subtipo, género, idade, e tratamento (farmacéutico
e radioterapia) a partir dos dados clinicos disponibilizados. Além de um objeto DGEList,
o “conteiner” de dados do EdgeR com a matriz de counts pareados entre os 6 subtipos
de adenocarcinoma do estomago, especificando a covariavel de comparacao que sao os
subtipos.

A funcao calcNormFuactors normaliza a contagem de reads do objeto DGEList
a partir das diferencas na profundidade de sequenciamento entre as amostras, os fatores
calculados pela fungao sao as diferencas das distribuigoes de contagens, um ntiimero excessivo
de reads atribuidos a genes altamente expressos reduzem a profundidade disponivel para
outros, sendo assim, a normalizagao garante que as comparacoes entre as amostras nao
sejam enviesadas, minimizando o impacto das variagoes técnicas em andlises futuras.

A estimativa de dispersao é calculada com a funcao estimateDisp que implementa
a abordagem bayesiana empirica de verossimilhanca ponderada, descrita anteriormente, e
recebe o objeto DGEList e a matriz de design. Os genes diferencialmente expressos (DEGs)
na comparacao pareada sao entao calculados pelo modelo linear generalizado binomial
negativo pela funcao glmFit. Por fim é aplicado um teste de razao de verossimilhanca para
calcular os p-valores da expressao diferencial dado pela funcao glmLRT.

O resultado estatistico de cada gene é individualmente composto por: “logFC”,
“logCPM”, “LR”, “PValue” e “FDR”. Como consideracoes estatisticas utiliza-se o log fold-
change (logFC) e a Taxa de falsas descobertas (False Discovery Rate, FDR) para a escolha
dos DEGs. O logFC é a razao entre a expressao de um gene e as condigoes (subtipos) e
informa se a expressao do gene aumenta ou diminui sob determinadas condi¢oes por meio
do sinal (negativo ou positivo); o FDR representa a proporgao de falsos positivos entre as
descobertas. Para a andlise geral, os DEGs foram filtrados para o |logF'C| > 0 e uma taxa
de descobertas falsas (FDR) < 0,05 e os resultados para o gene CFTR foram isolados para
uma investigacao sistémica.

A visualizacao dos resultados foi realizada por meio de um volcano plot com a
biblioteca EnhancedVolcano em R, que mostra a distribuicao dos genes em fungao da
diferenga de expressao entre os grupos (logFC) e de sua significancia estatistica, geralmente

em termos de -log10 do p-valor, de forma que os genes mais significativos ficam posicionados
mais altos no grafico (BLIGHE et al., 2024).

4.3 Analise de Rede de Coexpressao e Identificacao de Genes Hub

A anélise de coexpressao foi realizada utilizando o CEMiTool (RUSSO et al., 2018),
para identificar médulos de coexpressao por meio de uma abordagem nao supervisionada. O
CEMiTool aplica uma distribuicao gama inversa para a filtragem de genes, otimiza a selecao
de parametros para identificacdo de modulos, realiza andlise de enriquecimento funcional
usando o banco de dados de vias Reactome e cria redes de interacao (MILACIC et al., 2023).
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Embora o CEMiTool nao tenha sido originalmente projetado para dados de RNA-seq, ele
pode processar contagens de leituras utilizando sua transformacao interna estabilizadora de
variancia (VST). Essa ferramenta se baseia no pacote R WGCNA, um método amplamente
utilizado para andlise de coexpressao génica (LANGFELDER; HORVATH, 2008). Os
procedimentos do WGCNA incorporados ao CEMiTool incluem fungoes para o agrupamento
hierarquico de genes em médulos e uma versao modificada da funcao de selecao automatica
de poténcia de limiar suave. O CEMiTool determina automaticamente o parametro /3 ideal,
este é o valor de suavizacao utilizado para transformar a matriz de correlacao dos genes
em uma matriz de adjacéncia. Para dados de RNA-seq, o CEMiTool recomenda o uso da
funcao VST, os dados de entrada foram mantidos em uma forma discreta normalizada.
Os resultados incluem um resumo das contagens de genes, analise de super-representacao
de vias funcionais (ORA), redes de coexpressao gene-gene, redes de interacao gene-gene e
hub genes. O CEMiTool foi realizado a partir da fungao de mesmo nome cemitool com
o coeficiente de correlagao de Spearman e VST, utilizando o banco de dados Reactome
(versdo de 25-09-2024) para analise ORA (FDR <= 0,01), e o banco de dados BioGRID
(v.4.4.238) para investigar a sobreposi¢cao de links de coexpressdo e interagoes fisicas
(STARK et al., 2006).

4.4 Analise de Ontologia Génica

Para capturar informagoes bioldgicas, aplicamos o pacote R clusterProfiler (YU
et al., 2012) nas interagoes do CFTR em SRCC, que automatiza a classificagdo de termos
bioldgicos e a analise de enriquecimento. O clusterProfiler fornece analise de enriquecimento
de ontologia génica dado um vetor de genes (aqueles encontrados na rede de interagoes)
e 0os anota em processos bioldgicos, fungoes moleculares e componentes celulares com a
fungao enrichGO, além de realizar um controle rigoroso do (FDR) por meio da estimativa
dos g-valores.
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4.5 Fluxograma da metodologia

Figura 4.1 — Pipeline para anélise de expressao diferencial, coexpressao diferencial e onto-
logia génica

TCGABiolinkGUI . . calcNormFactors
matriz de design
Coleta de Dados clinicos — Pré-
amostras —— DGEList — rocessamento
(STAD-TCGA) Matrizesdecounts i— | comparagoes P
filterByExpr, CPM pareadas
Andlise de - -
. P - Estimacao da
Visualizagao — Resultados — expressao - 2
. . dispersdo NB
diferencial
EnhancedVolcano topTags/ decideTests glmFit/ gimLRT estimateDisp
edgeR
clusterProfiler
Importacio Anélise de ORA X
dc:)s da di)s —_— co-expressao OnEoI.ogla
diferencial redes de interagdes genica
Arquivo de vias (BioGRID), CEMiTool enrichGO

arquivo GMT (Reactome),
Matriz de counts normalizadas

Legenda: O experimento comega com a coleta da matrizes de counts e dados clinicos do STAD-TCGA
por meio do TCGABiolinkGUI. Inicia-se com a andlise de expressao diferencial utilizando o pacote EdgeR
e a visualizagio é feita com o pacote EnhancedVolcano. A andlise de coexpressdo diferencial é feita
com a importacao das matrizes de counts ja normalizadas anteriormente pelo EdgeR, o arquivo GMT
disponibilizado pelo Reactome e as vias de interacoes do BioGRID como entrada para o CEMiTool. Por
fim, com as redes de interagoes resultantes do processo anterior, é feita a ontologia génica com o pacote
clusterProfiler. Os cégidos podem ser acessados no repositério: <https://github.com/camiliane/TCC>

Fonte: Autoria prépria


https://github.com/camiliane/TCC
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Heterogeneidade molecular no cancer gastrico

Apoés o pré-processamento dos dados de expressao do conjunto TCGA-STAD,
avaliamos a expressao diferencial de 19.932 transcritos comparando os diferentes tipos
de cancer gastrico. Foram encontrados conjuntos e quantidades distintas de genes dife-
rencialmente expressos nos seis subtipos de cancer de estomago do conjunto de dados de
RNA-seq avaliado, destacando a alta heterogeneidade molecular dentro do cancer gastrico.
Entretanto, relativamente muito baixa entre alguns dos subtipos comparados.

Observamos que a comparacao entre o Carcinoma do tipo difuso e adenocarcinoma
intestinal obteve a maior quantidade de DEGs, com 5.023 genes significativos, destes 2449
sao hipo-expressos e 2754 hiper-expressos. Ao contrario da comparacao entre o carcinoma
de células em anel de sinete e o adenocarcinoma mucinoso que nao apresentou nenhum

DEG (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Contagem de genes hipo e hiper-expressos para cada comparacgao entre os
subtipos de cancer gastrico (TCGA-STAD).

Comparagoes hipo-regulado hiper-regulado
IA x AC-NOS 269 323
IA x MA 803 1503
IA x SRCC 28 274
IA x TA 66 52
AC-NOS x MA 181 621
AC-NOS x SRCC 5 65
AC-NOS x TA 1941 1221
DC x TA 2449 2754
DC x AC-NOS 742 1097
DC x MA 1 23
DC x SRCC 0 9
DC x TA 2715 3040
SRCC x MA 0 0
SRCC x TA 347 20
TA x MA 1535 1035

Legenda: AC-NOS: adenocarcinoma sem outra especificacdo. IA: adenocarcinoma intestinal. AT:
adenocarcinoma tubular. CD: carcinoma tipo difuso. MA: adenocarcinoma mucinoso. SRCC: carcinoma
de células em anel de sinete.

O fator de heterogeneidade molecular foi avaliado em fungao do nimero de genes e
fatores de transcri¢ao regulados (hipo e hiper-expressos) entre os tecidos de cancer géstrico
(Figura 5.1).
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Figura 5.1 — Distribuicao de contagens de genes hipo e hiper-expressos da andlise de
expressao diferencial pareada entre subtipos de cancer gastrico (TCGA-
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Legenda: AC-NOS: adenocarcinoma nao especificado; IA: adenocarcinoma intestinal; TA: adenocarcinoma

tubular. DC: carcinoma do tipo difuso; MA: adenocarcinoma mucinoso; SRCC: carcinoma de células em
anel de sinete.

No volcano plot, cada ponto representa um gene, distribuido de acordo com sua
significancia estatistica e a magnitude de alteragao na expressao entre grupos. Destacamos
os Top-5 genes hipo e hiper-expressos (Figura 5.2), que se situam nas extremidades

esquerda (em azul) e direita (em amarelo) do gréfico, respectivamente, enquanto aqueles
sem significancia residem no meio (em preto).
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Figura 5.2 — Resultado da expressao diferencial entre os subtipos de cancer gastrico (STAD-

TCGA)
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Legenda: Volcano plot destacando os top 5 genes hipo e hiper-expressos. AC-NOS: adenocarcinoma nao
especificado; IA: adenocarcinoma intestinal; TA: adenocarcinoma tubular. DC: carcinoma do tipo difuso;
MA: adenocarcinoma mucinoso; SRCC: carcinoma de células em anel de sinete.
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5.2 CFTR nao apresenta expressao diferencial nos subtipos de cancer gastrico

Observamos que o CFTR nao ¢é diferencialmente expresso entre os tecidos, com
base na Tabela 5.2. Portanto, seu papel nao é preditivo para a diferenciacao entre os
mecanismos dos subtipos de cancer com base nos dados do TCGA-STAD. A expressao
do CFTR é relativamente baixa e consistente nesses tecidos (Figura 5.3), sugerindo que
sua atividade nao varia significativamente para distinguir um tipo de tecido ou subtipo de
cancer gastrico de outro.

Tabela 5.2 — Expressao diferencial do gene CFTR para todas as comparagoes entre os
subtipos de cancér géstrico (TCGA-STAD).

Comparagoes logFC  FDR  gene

IA x AC-NOS -0,4093 0,3953 CFTR
IA x MA -0,6302 0,4483 CFTR
[A x SRCC -0,8396 0,5367 CFTR
IA x TA 0,1574 0,9106 CFTR

AC-NOS x MA -0,0471  0,9824 CFTR
AC-NOS x SRCC -0,5330 0,8669 CFTR
AC-NOS x TA 0,6783 0,0526 CFTR

DC x TA 10,3698 0,4130 CFTR
DC x AC-NOS  0,1762 0,7515 CFTR
DC x MA 10,1138 0,9991 CFTR
DC x SRCC 10,3885 1,0000 CFTR
DC x TA 0,5412 0,1862 CFTR
SRCC x MA 10,2481 0,9999 CFTR
SRCC x TA 0,6817 0,6980 CFTR
TA x MA 0,7805 0,3536 CFTR

Legenda: os DEGs significativos foram filtrados para o |logF'C| > 0 e uma taxa de descobertas falsas
(FDR) < 0,05. Nenhuma comparagéo foi significativa em relagao ao gene CFTR. AC-NOS: adenocarcinoma
néo especificado. TA: adenocarcinoma intestinal. TA: adenocarcinoma tubular. DC: carcinoma do tipo
difuso. MA: adenocarcinoma mucinoso. SRCC: carcinoma de células em anel de sinete.
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Figura 5.3 — Expressao do CFTR para cada subtipo de cancer gastrico (TCGA-STAD)
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Legenda: AC-NOS: adenocarcinoma nao especificado; IA: adenocarcinoma intestinal; TA: adenocarcinoma
tubular. DC: carcinoma do tipo difuso; MA: adenocarcinoma mucinoso; SRCC: carcinoma de células em
anel de sinete.

5.3 O interatoma do CFTR é coexpresso exclusivamente no SRCC

Partindo do principio de que a expressao singular do CFTR nao prediz, hipote-
tizamos que o CFTR e suas interacoes podem afetar o desenvolvimento dos subtipos de
cancer gastrointestinal. Dessa forma investigamos moédulos de genes coexpressos para cada
subtipo de cancer de forma individual.

O adenocarcinoma nao especificado (NOS) exibiu trés médulos, o adenocarcinoma
intestinal apresentou um mdédulo de genes coexpressos, no carcinoma do tipo difuso encon-
tramos dois médulos coexpressos, no adenocarcinoma mucinoso encontramos dois modulos,
no carcinoma de células em anel de sinete (SRCC) dois médulos, e no adenocarcinoma
tubular um médulo. Cada médulo abrange um conjunto diverso de genes, variando de 35
a 134 genes (Figura 5.4).
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Figura 5.4 — Resultados da deteccao de médulos de coexpressao génica para cada subtipo
de cancer gastrico (TCGA-STAD), conforme identificado pelo Cemitool.
Adenocarcinoma  Adenocarcinoma Carcinoma Adenocarcinoma  Carcinomade  Adenocarcinoma

NOS Intestinal fipo Difuso Mucinoso células em Tubular
anel de sinete

MODULO 1 (M1) 92 134 101 20 - 126

MODULO 2 (M2) 77 63 88 94
MODULO 3 (M3) 35
NAO 77 132 92 70 10 107

CORRELACIONADO

Legenda: Os circulos cinzas representam os genes nao correlacionados em nenhum mddulo, os circulos
rosa-claro sao os médulos em que o CFTR néo foi encontrado, em contrapartida o circulo vermelho é o
médulo em que o CFTR foi encontrado.

Notavelmente, o CFTR foi identificado como coexpresso exclusivamente no Médulo
1 do subtipo SRCC (SRCC-M1), que contém 123 genes (Figura 5.4). O CFTR também
foi destacado como um dos genes centrais na rede de interacao, apoiado por estudos
experimentais catalogados para a construcao da rede de interacao gene-gene, conforme
representado na Figura 5.5. O CFTR esta coexpresso com 58 genes no médulo identificado
pelo CEMiTool, e essas interacoes também foram corroboradas pelos dados do BioGRID,
que armazena evideéncias experimentais.

Figura 5.5 — Visualizagao do Mddulo 1 do subtipo de carcinoma de células em anel de
sinete (SRCC), destacando CFTR, como hub gene.
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A anélise de super-representacao de vias para o modulo SRCC-M1 revelou um
enriquecimento significativo em vias associadas a defeitos de glicosilacao e modificagao
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de proteinas, com as principais vias sendo GALNT3 defeituoso, GALNT12 defeituoso e
C1GALT1C1 defeituoso. Outras vias notaveis incluem a terminacao da biossintese de
O-glicanos, sinalizagao da familia dectina-2, O-glicosilagao de mucinas e doengas associadas
a glicosilacao de proteinas. Isso destaca a importancia dos processos de glicosilacao e seus
defeitos nos mecanismos das doencas. Além disso, vias relacionadas a interagoes vasculares
e captagao de heme também foram significativamente enriquecidas (Figura 5.6).

Figura 5.6 — Anélise de sobre-representagao mostrando as vias bioldgicas significativas
associadas aos genes no moédulo 1 do subtipo de carcinoma de células em anel
de sinete (SRCC).
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Com base na Tabela 5.3 é possivel observar os resultados da analise de enriqueci-
mento funcional por Ontologia Génica para os genes associados ao CFTR do médulo 1
do subtipo SRCC, com os 10 primeiros resultados de cada ontologia a partir do ntimero
de counts. Os processos biolégicos enriquecidos estao fortemente ligados ao controle de
conformacao de proteinas, incluindo respostas a proteinas mal dobradas e topologicamente
incorretas, dobramento de proteinas, refolding e montagem de complexos mediados por
chaperonas, especialmente sob condicoes de estresse, como estresse térmico e do reticulo
endoplasmatico. A andlise de componentes celulares identificou enriquecimento em estru-
turas envolvidas no trafego vesicular, incluindo vesiculas revestidas, vesiculas revestidas
por clatrina, adesoes focais e jungoes célula-substrato, indicando papéis significativos na
adesao celular e transporte. Por fim, As fungoes moleculares enriquecidas neste médulo
incluem ligacao a chaperonas de dobramento de proteinas, ligacao a proteinas mal dobradas,
inibicao de canais ionicos e transportadores, e ligacao a caderinas, sugerindo papéis criticos
na homeostase celular e proteostase.
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Tabela 5.3 — Andlise de enriquecimento funcional por Ontologia Génica (Go) dos genes
coexpressos em conjunto do CFTR no moédulo 1 do subtipo de carcinoma de
células em anel de sinete (SRCC).

Ontologia

Geénica Descrigao p-adjust  Counts

Processo

Biologico
Resposta a proteina desnaturada 4,63E-12 12
Resposta a proteina topologicamente incorreta 7,52E-12 12
Dobramento de proteina 1,39E-08 11
Redobramento de proteina 4,35E-06 8
Resposta ao estimulo de temperatura 7,92E-06 8
Resposta celular a proteina desnaturada 4 98E-05 8
Resposta celular a proteina topologicamente incorreta  8,23E-05 8
Resposta ao calor 8,23E-05 8
Montagem de complexos proteicos mediada por chapero- 8,23E-05 8
nas
Resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico 1,22E-04 8

Componente

Celular
Vesicula revestida 2,52E-05 9
Adesao focal 4,35E-05 9
Juncao célula-substrato 4,35E-05 9
Membrana lisossomal 3,29E-04 8
Membrana do vacuolo litico 3,29E-04 8
Parte apical da célula 4,29E-04 8
Membrana da vesicula revestida 4,35E-05 7
Vesicula revestida por clatrina 4,35E-05 7
Membrana plasmaética apical 8,88E-04 7
Endossomo precoce 1,26E-03 7

Funcao

Molecular
Ligacao ao chaperona de dobramento de proteina 1,07E-06 8
Ligacao a ligase de proteina ubiquitina 1,29E-04 8
Ligacao a ligase de proteina similar a ubiquitina 1,29E-04 8
Ligacao a cadherina 1,29E-04 8
Ligacao a proteina desnaturada 4,90E-06 7
Atividade de hidrolise de ATP 3,13E-03 7
Chaperona de dobramento de proteina 4,90E-06 6
Ligacao a proteina de choque térmico 6,90E-04 5
Ligacao a actina 3,59E-02 5
Atividade inibidora de canal i6nico 1,29E-04 4
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5.4 Discussao

Em nosso estudo, analisamos os perfis diferenciais e de coexpressao de CFTR
em seis subtipos de cancer gastrico e identificamos uma rede genética tinica associada ao
CFTR em amostras de SRCC. Essa rede inclui 58 genes coexpressos com pelo menos duas
interacoes experimentalmente validadas, revelando uma super-representacao de processos
de glicosilacao.

Pesquisas recentes destacaram o gene CFTR, associado a fibrose cistica, pelo seu
papel potencial em diversos tipos de cancer (BHATTACHARYA et al., 2022; HOU et al.,
2016; LIU et al., 2014; PARISI et al., 2023). Estudos sugerem que o CFTR atua nao apenas
como um canal ionico, mas também como um supressor tumoral. Sua expressao tem sido
associada ao desenvolvimento de vérias malignidades, incluindo canceres gastrointestinais,
pancreaticos e colorretais. Variantes genéticas especificas do CFTR foram associadas a
um risco aumentado de cancer (LIU et al., 2014). Liu et al. relatam que pacientes com
fibrose cistica, especialmente aqueles que possuem a mutacao AF508, apresentam um risco
elevado de desenvolver canceres do trato digestivo, incluindo o cancer pancredtico (LIU et
al., 2014). Isso sugere que o papel do CFTR se estende além de sua fungao tradicional de
transporte ionico, influenciando potencialmente a tumorigénese através da predisposicao
genética (LIU et al., 2014).

A andlise de componentes celulares revelou um enriquecimento significativo de
estruturas envolvidas no trafego vesicular, incluindo vesiculas revestidas, vesiculas revesti-
das de clatrina, adesoes focais e jungoes célula-substrato. Essas estruturas desempenham
papéis essenciais nos processos de adesao e transporte celular. Esse achado é consistente
com a andlise de single-cell de Zhao et al., que mostrou que células de SRCC exibem uma
adesao celular diminuida, o que pode facilitar a metastase (ZHAO et al., 2023). Além disso,
similar aos nossos resultados, o CFTR foi encontrado em uma via de componente celular
associada & membrana plasmatica apical no estudo de Pang et al (PANG; YAN; SU, 2021).
A baixa expressao do CFTR e outros genes foram relacionados ao baixo prognostico em
pacientes com cancer gastrico (PANG; YAN; SU, 2021).

Os niveis de expressao de CFTR podem variar significativamente em diferentes
tipos de cancer. Por exemplo, enquanto o CFTR é frequentemente regulado negativamente
em canceres como o de mama e o colorretal, ele é regulado positivamente no cancer
gastrico (SHIN et al., 2020; HOU et al., 2016). Essa expressao diferencial pode contribuir
para o papel complexo do CFTR na progressao do cancer. Observa-se que modificagoes
epigenéticas, como a hipermetilacao do promotor do CFTR, podem levar a diminuicao
da expressao de CFTR, o que frequentemente esta correlacionado com progndsticos
desfavordveis em vérios tipos de cancer, incluindo o cancer gastrico (MAKAROVA et al.,
2023).

A participacao do CFTR no cancer gastrico é ainda respaldada por seu papel
regulador em vias inflamatérias. Foi demonstrado que o CFTR suprime a sinalizagao
inflamatéria mediada pelo NF-«kB, frequentemente implicada na progressao do cancer
(HUNTER et al., 2010). A inflamacdo cronica é um fator de risco bem estabelecido
para o cancer gastrico, e a desregulagao do CFTR pode contribuir para o microambiente
inflamatério que favorece o desenvolvimento tumoral (HOU et al., 2016). O estudo de Wen
et al. demonstrou que a infeccao por Helicobacter pylori reduz a expressao e a atividade
funcional do CFTR na mucosa duodenal pela via de sinalizacao do TGF g, contribuindo
para o desenvolvimento de tlceras duodenais (WEN et al., 2018). As inflamagoes cronicas
associadas a essas tlceras sao um fator de risco para alteragoes no tecido gastrico, o que
pode aumentar a probabilidade de desenvolvimento de cancer (SOGAARD et al., 2016).
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Os mecanismos regulatérios que governam sua expressao ilustram ainda mais
a complexidade da participacao do CFTR no cancer. Collobert et al. enfatizam a
importancia de compreender os elementos cis-reguladores que controlam a expressao do
gene CFTR, pois esse conhecimento pode levar a novas estratégias terapéuticas destinadas
a modular a atividade do CFTR em pacientes com cancer (COLLOBERT et al., 2021).
A interacao entre a expressao do CFTR, variantes genéticas e modificacoes epigenéticas
apresenta um sistema complexo que merece maior investigacao. O papel do CFTR na
metastase do cancer foi documentado por Zhang et al., que demonstraram que o CFTR
serve como alvo direto do miR-125b, um microRNA que promove a migracao e invasao de
células de cancer colorretal ao regular negativamente a expressao de CFTR (ZHANG et
al., 2021). Isso sugere que o CFTR esta envolvido tanto na iniciagdo tumoral quanto na
progressao metastatica das células cancerigenas. A fungao supressora tumoral do CFTR
na metastase também foi observada em outros tipos de cancer, incluindo o cancer de
pulmao nao pequenas células e o carcinoma nasofaringeo, destacando seu papel protetor
mais amplo em varias malignidades (ZHANG et al., 2021). No estudo de Pang et al., o
CFTR é destacado como hub gene na investigacao de potenciais biomarcadores associados
a metaplasia gastrointestinal que progride para o cancer gastrico (PANG; YAN; SU, 2021).
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6 CONCLUSAO

Em conclusao, nosso estudo investigou a expressao diferencial, coexpressao e a
ontologia génica do gene CFTR em seis subtipos de cancer de estomago para revelar
interacoes gene-gene e vias associadas ao cancer gastrico. Ao analisar médulos genéticos
distintos nos quais o CFTR atua como um interator, demonstramos que o CFTR pode
desempenhar um papel fundamental na biologia tumoral ao influenciar a atividade de
genes coexpressos e suas vias associadas no cancer gastrico de células em anel de sinete.
Esses achados sugerem que o CFTR contribui para a progressao do cancer por meio de
interagoes gene-gene complexas, destacando seu potencial como um modulador-chave da
dinamica de vias no cancer gastrico de células em anel de sinete.

6.1 Trabalhos Futuros

e Investigar redes de coexpressao entre o subtipo Carcinoma de células em anel de
sinete e controle;

e Validar os achados em amostras independentes;

e Investigar processos celulares pro cancer gastrico via experimentos de Single Cell.
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