CEl]

EDUCAGAO SUPERIOR

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO — GRADUAGAO EM BIOMEDICINA

EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE CARCINOMA ENDOMETRIAL DO CORPO UTERINO
POR MEIO DE ANALISE IN SILICO
Differential gene expression of endometrial carcinoma of the uterine corpus by in silico
analysis

Déborah Diniz Barbosa Martins dos Santos?
Kelly Cristina Rodrigues Simi?

RESUMO

O Cancer Endometrial do Corpo Uterino (UCEC) estd entre os tumores malignos
ginecoldgicos mais comuns e com mau progndstico em alguns subtipos. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi analisar a expressao génica diferencial in silico dos subtipos
endometrioide, seroso e misto de UCEC e propor alvos moleculares com potencial
terapéutico, de diagndstico e de progndstico. A analise revelou 250 genes mais
diferencialmente expressos, seja por up- ou down-regulacdo, gerados pela plataforma
UALCAN, cuja interse¢do para os trés subtipos apresentou 98 e 189 genes up- e down-
regulados, respectivamente. Os genes TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4, PRAME e CDC20 (up-
regulados), e DPT e OGN (down-regulados) foram caracterizados como potenciais alvos
terapéuticos ou biomarcadores no diagndstico e no progndstico de UCEC, essenciais
para desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas. Além disso, o
perfil de metilagdo de promotores mostrou que a hipometilagao de genes up-regulados
contribuiu para a progressao tumoral, necessitando de valida¢dao e exploragao clinica
futura.

Palavras-chave: cancer endometrial do corpo uterino; genes diferencialmente
expressos; bioinformatica; vias de sinalizacao; metilagdo de promotores.

ABSTRACT

Endometrial Cancer of the Uterine Corpus (UCEC) is among the most common
gynecological malignancies and has a poor prognosis in some subtypes. Therefore, the
objective of this study was to analyze the differential gene expression in silico of the
endometrioid, serous, and mixed subtypes of UCEC and to propose molecular targets
with therapeutic, diagnostic and prognostic potential. The analysis revealed 250 genes
that were most differentially expressed, either by up- or down-regulation, generated by
the UALCAN platform, whose intersection for the three subtypes showed 98 and 189
up- and down-regulated genes, respectively. The genes TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4,
PRAME, and CDC20 (up-regulated), and DPT and OGN (down-regulated) were
characterized as potential therapeutic targets or biomarkers for the diagnosis and
prognosis of UCEC, essential for developing more effective and personalized therapeutic
strategies. Furthermore, promoter methylation profiling showed that hypomethylation
of up-regulated genes contributed to tumor progression, requiring validation and future
clinical exploration.

Keywords: endometrial cancer of the uterine corpus; differentially expressed genes;
bioinformatics; signaling pathways; promoter methylation.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma patologia insidiosa que tem se tornado mais frequente no século
XXI, se comparada ao século passado. Antigamente, a taxa de letalidade devido as
doencas infecciosas era alta, o que resultava numa baixa expectativa de vida para o
desenvolvimento do cancer. Todavia, sua incidéncia tem aumentado, provavelmente,
pela mudanca no estilo de vida e pelo aumento da longevidade. Logo, quando o sistema
imunoldégico estd suprimido, isto é, a resposta antitumoral acontece de forma lenta,
como no envelhecimento ou no estresse cronico, por exemplo, o risco para essa doenca
se torna progressivo (ROY; SAIKIA, 2016).

O cancer pode ser uma doenca hereditaria, contudo, é prioritariamente
genético, pois é causado por influéncia de fatores ambientais e mutagdes. Devido a
fatores externos que sdo capazes de causar modificacdes na conformidade da molécula
de acido desoxirribonucleico (DNA), as células somaticas que se multiplicam por mitose
sofrem mutacgdes. Essas mutacdes alteram a organizacao dos genes no pareamento das
bases nitrogenadas, que por sua vez, caracterizam-se em estruturas irregulares e
proliferacdo desordenada, embora o estimulo que as provocaram tenha terminado.
Assim, devido a multiplicagao celular, o tumor é formado (PRADO, 2014).

Muitas dessas células sdo capazes de induzir uma resposta anti-inflamatoéria,
resultando num escape tumoral. Além disso, decorrente da metdstase, as células
cancerosas sdo capazes de invadir novos tecidos pela corrente sanguinea ou vasos
linfaticos e formar angiogénese para supri-las no tecido alvo. Para tanto, estimulam a
sintese de enzimas digestivas que degradam as células e o conteudo extracelular
proximo, percorrendo pelos vasos até chegarem a um tecido apropriado para sua
proliferacdo, expressando proteinas de superficie que recrutam a ligacdo de novas
células e invasdo do tecido (BRUNO et al., 2020).

Quando sdo capazes de atingir os tecidos, como por exemplo o Utero, as células
podem sofrer lesdes pré-cancerosas até chegarem a via carcinogénica, como hiperplasia
complexa, possivelmente com atipia, por influéncia de hiperestrogenismo em 80%
dessas lesGes, caracterizando essas neoplasias do tipo endometrioide no cancer
endometrial do corpo uterino (UCEC). Além disso, o elevado numero de ciclos
anovulatdrios, nuliparidade, menopausa tardia, obesidade e terapia hormonal com
estrogénio ndo associada a progestagenos estdo relacionados aos fatores de risco desse
tipo. Por outro lado, os subtipos seroso e misto sdo estrogénio independentes, ou seja,
estdo associados a fatores tais como a ma diferenciacdo e a menopausa, mas ndo a
hiperplasia prévia ou displasia do endométrio (CASERTA et al., 2022).

O microambiente tumoral (MAT) é caracterizado por células infiltrantes do
estroma e do sistema imunoldgico para imunomodulagdo na biologia do cancer. No
UCEC, o MAT é representado principalmente por apresentar ativacdo de células T devido
a expressdo de alguns genes, embora a expressio de outros se correlacione
positivamente com o tumor por infiltracdo de células B, células T CD8+, células T CD4+,
macrofagos e células dendriticas, com base em perfis de expressdo de dados
sequenciamento do transcriptoma de alto desempenho (RNA-Seq). Isso sugere uma
base para o desenvolvimento de novos biomarcadores para progressao na resposta.
Além disso, relatou-se que por haver uma maior concentracdo de células imunes no
MAT do carcinoma endometrial endometrioide, isso contribui para um bom
progndstico, o que ndo ocorre nos subtipos seroso e misto (CHEN et al., 2020).
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O utero é um 6rgao muscular, com formato de pera invertida, o qual ocorre o
desenvolvimento embrionario e fetal, assim que houver o processo de ovulagdo e o
ovécito Il, liberado pelo ovario, for fecundado. Esse processo resulta da ovogénese, que
se inicia antes do nascimento e perdura até a menopausa. Dessa forma, com a nidacao,
implantagdo da blastula dentro do Utero, a gestagdo inicia-se. E no endométrio, camada
mais interna do Utero, que isso acontece (EDUARDO; MEZZOMO, 2022).

Por sua vez, sabe-se que o endométrio pode sofrer impactos por influéncia de
fatores externos, como é o caso do tabagismo, causando a atrofia do érgdo. No entanto,
ha uma associacdo inversa do cancer endometrial com o estrogénio e o tabagismo, visto
gue o fumo reduz a sintese local de estrogénio, embora o impacto dele seja negativo e
correspondente a causa de outros carcinomas. Além disso, estudos mostraram que a
dieta e atividade fisica sao fatores externos que influenciam diretamente no estilo de
vida e estdao associados ao bom progndstico do UCEC (BARON et al., 2021; PORIETIS et
al., 2023).

Esses fatores podem ser determinantes epigenéticos, explicados pela regulacao
da expressao dos genes por metilagdo do DNA, acesso a cromatina, modificacdo de
histonas, interacdes DNA-proteinas e arquitetura tridimensional da cromatina, sem
alterar a sequéncia de DNA, atuando na evolu¢do do cancer. Apesar de os tumores
serem sistemas bioldgicos altamente complexos e heterogéneos, pois cada um se
comporta de maneira individual para progressdao do cancer, o desenvolvimento de
tecnologias de sequenciamento epigenéticos contribuem para progressos na exploragao
da heterogeneidade tumoral como heterogeneidade clonal, MAT, organizagao espacial,
diferenciacao intratumoral, metastases e mecanismos de resisténcia (PELAEZ; COSTA;
ESTELLER, 2022).

Devido ao desenvolvimento continuo da tecnologia de bioinformatica, muitos
métodos tém sido empregados para definir biomarcadores. Essas assinaturas génicas
ampliam as investigacdes sobre os mecanismos moleculares em bancos de dados online.
Para tanto, o UALCAN (Portal de andlise de dados Cancer da Universidade de Alabama
em Birmingham) é uma plataforma que evidencia a andlise dos Genes Diferencialmente
Expressos (DEGs) nos subtipos de cancer, bem como na expressdo aumentada (up-
regulados) ou reduzida (down-regulados). Dessa maneira, a andlise é feita por
guantificacdo transcritos (mRNA) obtida por sequenciamento do transcriptoma de alto
desempenho (RNA-Seq) para comparacdo da expressdo génica entre o tecido tumoral e
o tecido saudavel (YANG; YU; SUN, 2020).

O UCEC é um tumor maligno ginecolégico bastante comum que se caracteriza
num quadro clinico heterogéneo, com baixa taxa de sobrevivéncia e mau progndstico
em alguns subtipos, além de apresentar uma média estatistica de 55 anos. Assim, para
esses subtipos metastaticos, ainda que tratados com terapias convencionais, a doenca
causa mortalidades significativas, diminuindo a porcentagem da sobrevida de 5 anos.
Com o intuito de analisar a relacdo entre o microambiente tumoral e as assinaturas
génicas, é necessario identificar biomarcadores para UCEC com potencial progndstico e
alvos terapéuticos, uma vez que o MAT tem impacto no crescimento do tumor, na
quimiorresisténcia e nos resultados clinicos (LIU et al., 2021).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo génica diferencial
in silico dos subtipos endometrioide, seroso e misto de UCEC e propor alvos moleculares
com potencial terapéutico, de diagndstico e de progndstico.
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2 METODO
2.1 Selegao dos dados e analise da expressao génica

A andlise da expressdao génica diferencial (DEG) é uma das técnicas mais
utilizadas para analise de dados de RNA-Seq. Esta ferramenta, segundo Rosati et al.
(2024), permite a identificagdo de genes expressos diferencialmente em dois ou mais
conjuntos de amostras. Os genes podem ser diferencialmente expressos quando houver
diferenca nos indices de expressdo entre duas condicdes e isso for estatisticamente
relevante. Consequentemente, a analise dessa disparidade é significativa para elucidar
a divergéncia bioldgica entre individuos saudaveis e doentes, ou entre diferentes
condicOes patoldgicas, como nas comparacoes entre subtipos de um cancer especifico
(ANJUM et al., 2016).

Para a selecdo dos conjuntos de dados de DEGs foi utilizada a plataforma
UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu/). Esta plataforma é um repositério online e
interativo, o qual utiliza dados disponiveis no Atlas do Genoma Humano (TCGA) nivel 3
(processado e pronto para andlise de alto nivel) de RNA-Seq de tipos de cancer. Isso
permitiu a identificacdo de DEGs para obter a expressdo génica em tecidos neoplasicos
e normais, bem como a andlise dos subtipos do cancer selecionado (BORON et al., 2022).

Para a obtencdo desses dados, os canceres endometriais do corpo uterino dos
subtipos endometrioide, seroso e misto foram selecionados. Em seguida, foi possivel
explorar as caracteristicas de cada gene diferentemente expresso descritas no UALCAN,
no qual o valor de p < 0,001 foi considerado estatisticamente significativo, gerando um
arquivo formato .csv para filtragem dos dados com os 250 genes diferencialmente
expressos tanto up- quanto down-regulados, quando comparados com o tecido
saudavel. Além disso, também foram informados os genes de interesse, sendo a
plataforma capaz de fornecer dados como expressdao pan-cancer (no formato de
diagrama de caixa - boxplot) dos genes possivelmente correlatos e outros links que
direcionam a bancos de dados que possuem informagdes complementares.

Essa plataforma identificou os principais genes up- e down-regulados (regulados
para cima e para baixo) em tipos individuais de cancer, baseado no transcriptoma,
conjunto de transcricdes presentes em um momento especifico em uma célula ou
tecido. Os mapas de calor (heatmap) evidenciaram o nivel de expressado diferencial dos
genes nas amostras normais e tumorais, enquanto os graficos boxplot (diagrama de
caixa) correlacionaram a expressao génica com os dados de comparacdo entre o tecido
normal e tumoral, os tipos histoldgicos e o nivel de metilacdo da regidao promotora. Os
graficos de Kaplan-Meier compararam a expressdo génica com os dados de
sobrevivéncia, o que viabilizou a identificacdo de possiveis marcadores moleculares
(CHANDRASHEKAR et al., 2017).

2.2 Construgdo do Diagrama de Venn

Os diagramas de Venn foram utilizados para obter a intersecdo entre os genes
up-regulados e down-regulados quando comparados os trés tipos de UCEC, feitos um
por vez para melhor organizacdo. Eles foram projetados por meio da plataforma
Interactive Venn (https://www.interactivenn.net) com os conjuntos de dados dos DEGs
adquiridos pelo UALCAN (HEBERLE et al., 2015).
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2.3 Andlise de processos celulares

Com o intuito de compreender as vias de sinalizagdo dos genes up- e down-
regulados compartilhados entre os trés subtipos de UCEC, utilizou-se a base de
conhecimento Reactome (https://reactome.org/). O Reactome fornece informagdes
detalhadas sobre processos fisioldgicos e bioldgicos, permitindo a visualizacdo de vias
enriquecidas com base nos genes fornecidos (JASSAL et al., 2020). Foram utilizados
como entrada de dados para cada subgrupo os 250 genes identificados pela plataforma
UALCAN.

2.4 Perfil de metilagao

Como critério para avaliar o perfil de metilagdo, foram selecionados no UALCAN
0s genes mais up-regulados mais promissores da intersecdo dos trés subtipos de UCEC.
Assim, foram gerados graficos que expressam o nivel de metilacdo da regido promotora
desses genes, os quais indicam se o gene é hipo- ou hipermetilado em comparacdo ao
tecido normal e o tumor primdrio.

2.5 Detecgdo dos produtos génicos por imunohistoquimica

Para verificar se os genes selecionados como possiveis biomarcadores tém seus
produtos proteicos detectdveis por imunohistoquimica, foi utilizada a plataforma “O
Atlas de Proteina Humana” (The Human Protein Atlas - THPA, disponivel em
https://www.proteinatlas.org/), mais especificamente a se¢do patologia, a qual mostra
dados de expressao de mRNA em diferentes canceres. O THPA é um programa com o
objetivo de mapear todas as proteinas humanas em células, tecidos e 6rgdos usando
uma integragao de vdrias tecnologias Omicas, incluindo imagens baseadas em
anticorpos, protedmica baseada em espectrometria de massa, transcriptomica e
biologia de sistemas. Todos os dados do recurso de conhecimento sdo de acesso aberto
(THPA, 2024). Para este trabalho, foram utilizadas imagens de imunohistoquimica de
deteccdo de proteinas codificadas pelos genes selecionados em cortes de tecido de
UCEC.

3 RESULTADOS
3.1 Andlise global dos genes diferencialmente expressos em UCEC

Para avaliar os transcritos, ou seja, a expressao génica, o sequenciamento
adquirido é comparado a uma sequéncia gendmica de referéncia estabelecida,
permitindo anadlises estatisticas dos perfis dos genes. Genes diferencialmente expressos
(DEGSs) sao identificados quando ha uma diferenca estatisticamente significativa nos
niveis de expressado entre duas condicdes, o que é relevante para elucidar a divergéncia
bioldgica entre individuos sauddveis e doentes, ou entre diferentes condicoes
patoldgicas, como nas comparacgdes entre subtipos de um cancer especifico (ANJUM et
al., 2016). Com o propdsito de investigar esses DEGs, foram utilizadas ferramentas
computacionais como UALCAN e Interactive Venn, para obtencdo e analise dos dados.
O banco de dados UALCAN foi utilizado para identificar 250 genes up-regulados e 250
genes down-regulados apresentados na forma de grafico de calor (heatmap) dos
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subtipos endometrioide, seroso e misto de UCEC. Os 25 principais genes dessas listas
foram destacados nas figuras 1 e 2.

Figura 1: Expressdo diferencial dos 25 principais genes up-regulados do Cancer Endometrial do
Corpo Uterino endometrioide, seroso e misto.
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Legenda: Representagdo de heatmap obtida por analise na plataforma UALCAN dos 25 principais genes
diferencialmente up-regulados em Cancer Endometrial do Corpo Uterino endometrioide (JSRP1, PI3,
GLYATL2, TFAP2A, TFF3, SFN, CTSL2, MYBL2, SULT2B1, S100A9, UHRF1, TMPRSS4, PRAME, S100A2,
UPK1B, S100A8, TMPRSS13, AQP5, MMP9, CDC20, PKMYT1, TROAP, EPR1, MELK, CDC45), seroso (CLDN®6,
ABP1, LGALS7, KIF1A, CDKN2A, NMU, TFAP2A, MYBL2, IGF2BP3, GLDC, SST, WNT7A, CCNE1, EMID2, PI3,
MAL, HOXB9, CDC20, TROAP, UBE2C, TMPRSS4, L1CAM, BUB1, TPX2, B3GNT3) e misto (KIF1A, CDKN2A,
TFAP2A, TMPRSS4, MYBL2, B3GNT3, CDC20, TPX2, PRAME, EPR1, BUB1, TROAP, MELK, BIRC5, NCAPH,
UBE2C, CDC45, PKMYT1, FAMS83D, TTK, PLK1, SPC24, HJURP, KIF2C, CCNB2).

Figura 2: Expressao diferencial dos 25 principais genes down-regulados do Cancer Endometrial
do Corpo Uterino endometrioide, seroso e misto.
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Legenda: Representacdo de heatmap obtida por analise na plataforma UALCAN dos 25 principais genes
diferencialmente down-regulados em Cancer Endometrial do Corpo Uterino endometrioide (C7, DPT,

6



CE

EDUCAGAO SUPERIOR

OGN, ADH1B, BCHE, TCF23, DES, PTGER3, MAMDC2, LOC572558, PLN, CNN1, GSTMS5, MYH11, CHRDL1,
CCL14, RERG, ACTG2, RSPO1, PTGIS, LMOD1, JPH4, MASP1, HSPB7, JPH2), seroso (ADH1B, DPT, OGN, C7,
LOC572558, PLN, MYH11, DES, ZCCHC12, CNN1, PTGER3, CCL14, MASP1, TNFAIP8L3, TCF23, ACTG2,
GSTM5, LMOD1, SYNPO2, CHRDL1, KIAA1644, HSPB7, MAMDC2, PGMS5, PTGIS) e misto (OGN, C7, TCF23,
DPT, MYH11, PTGER3, RSPO1, ZCCHC12, CNN1, PLN, MASP1, MAMDC2, RERGL, ACTG2, GSTM5, CCL14,
LMOD1, LOC572528, BCHE, CHRDL1, SYNPO2, KIAA1644, JPH4, PTGIS, TNFAIP8L3).

Posteriormente, o Interactive Venn foi utilizado para analisar a tabela de DEGs
gerada pelo UALCAN, com o objetivo de identificar os genes que estavam regulados
exclusivamente em um dos trés subtipos do cdncer endometrial, enquanto aqueles que
ndo se enquadravam nessa condicdo estavam compartilhados entre os subtipos,
conforme evidenciado na figura 3.

Figura 3: Intersecdo dos 250 genes up- e down-regulados do UCEC endometrioide, seroso e
misto.
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SEROSO ENDOMETRIOIDE SEROSO ENDOMETRIOIDE
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Legenda: A figura 3 foi gerada pela ferramenta Interactive Venn, a partir da compilagdo dos dados de
expressdo génica obtidos pelo UALCAN. Este Diagrama de Venn apresenta a intersegao dos 250 genes up-
e down-regulados nos trés subtipos de Cancer Endometrial do Corpo Uterino.

Essa primeira etapa da andlise teve como objetivo caracterizar a expressao
génica global dos trés subtipos de cancer endometrial. Por meio do Diagrama de Venn
(Figura 3), foi possivel verificar que, dos 250 genes up-regulados, 74, 84 e 72 foram
exclusivos de seroso, endometrioide e misto, respectivamente; 33 fizeram intersecao
entre seroso e endometrioide, 35 entre endometrioide e misto, e 45 entre misto e
seroso. A maioria dos genes, um total de 98, fizeram interse¢ao com os trés subtipos de
cancer endometrial do corpo uterino.

No entanto, ao avaliar os genes down-regulados (Figura 3), verificou-se que, dos
250 genes analisados, 20, 32 e 15 foram exclusivos em seroso, endometrioide e misto,
respectivamente; 12 fizeram intersecdo entre seroso e endometrioide, 17 entre
endometrioide e misto, e 29 entre misto e seroso. Além disso, encontrou-se uma
intersecdo de 189 genes entre os trés subtipos. Assim sendo, foi possivel observar que
nem todos os genes sdo especificos de um subtipo ou uma condicao, visto que, devido
a mesma origem, eles compartilham algumas vias de sinaliza¢ao.
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3.2 Analise de enriquecimento funcional de DEGs: processos celulares envolvidos

A lista dos 250 genes up- e down-regulados das andlises dos trés subtipos de
cancer endometrial foi utilizada para avaliacdo dos processos celulares utilizando a base
de dados do Reactome. Foram geradas imagens de enriquecimento das vias de
sinalizacdo, a partir da lista dos genes up- e down-regulados (Figuras A e B do Apéndice),
nas quais as vias destacadas em amarelo representam aquelas associadas aos genes
utilizados como entrada na analise. Essa andlise foi realizada para investigar os
processos bioldgicos nos quais os 250 genes up- e down-regulados selecionados
estavam envolvidos. Para os genes up-regulados (Figura A do Apéndice) destacam-se as
vias: replicacdo de DNA, transcricdo, ciclo celular, expressdao de genes dependente de
estrégeno, metabolismo de proteinas e resposta a estimulos. Para os genes down-
regulados (Figura B do Apéndice) destacam-se: homeostase (homeostase, ativacdo,
sinalizacdo e agregacao plaquetdria) e organizacao da matriz extracelular.

3.3 Genes diferencialmente expressos nos trés subtipos de UCEC

Dentre os genes exclusivos da intersecdao em UCEC, foram selecionados os cinco
genes mais up-regulados e os dois genes mais down-regulados em ordem de Fold
Change, respectivamente (Quadro 1). O Fold Change é uma medida gerada pelo préprio
UALCAN que define quantas vezes o gene é mais ou menos expresso em relagdo ao
normal. Esses genes foram selecionados para as analises posteriores.

Quadro 1: Descri¢do baseada no NCBI, 2024 (Centro Nacional de Informacao Biotecnoldgica) dos
cinco principais genes mais up-regulados e dos dois principais genes mais down-regulados da
intersecdo de UCEC, listados em ordem de Fold Change predefinida pela plataforma UALCAN.

Descricdao dos genes up-regulados

Gene Descrigao

TFAP2A | A proteina codificada por este gene fator de transcricdo AP-2 alfa é um
fator de transcricdo que ativa a transcricdo de alguns genes enquanto
inibe a transcricdo de outros.

MYBL2 | A proteina codificada por este gene proto-oncogene MYB como 2 é uma
proteina nuclear envolvida na progressdo do ciclo celular. E fosforilada
pela ciclina A/quinase 2 dependente de ciclina durante a fase S do ciclo
celular e possui atividades ativadoras e repressoras.

TMPRSS4 | Este gene codifica uma proteina (protease transmembrana serina 4)
pertencente a familia das serinas proteases, que desempenha papéis
essenciais em diversos processos bioldgicos. O mau funcionamento dessas
proteases frequentemente resulta em doencas e disturbios humanos. Este
gene foi identificado como sendo superexpresso no carcinoma
pancreatico. A proteina codificada é ancorada na membrana por uma
sequéncia N-terminal e possui uma regido extracelular glicosilada que
contém o dominio da serina protease.
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PRAME | O regulador transcricional do receptor nuclear PRAME ndo é expresso em
tecidos normais, exceto testiculos. A proteina codificada atua como um
repressor do receptor do acido retindico e provavelmente confere uma
vantagem de crescimento as células cancerigenas por meio dessa funcao.

CDC20 | O ciclo de divisao celular 20 é uma proteina reguladora que interage no
ciclo celular. E necessaria no movimento nuclear antes da anafase e
separacdo dos cromossomos.

Descricdo dos genes down-regulados

Gene Descrigao

DPT A dermatopontina é uma proteina da matriz extracelular com possiveis
funcdes nas interacdes célula-matriz e na montagem da matriz.

OGN A osteoglicina induz a formacdo dssea ectépica em conjunto com o fator
de crescimento transformador beta e pode regular a diferenciacdo dos
osteoblastos.

Destaca-se na figura 4, a expressao dos cinco genes mais up-regulados TFAP2A,
MYBL2, TMPRSS4, PRAME e CDC20 nos trés subtipos de UCEC e a relacdo deles com o
grafico de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Dessa forma, todos os genes apresentaram-
se superexpressos no tumor primario em relacdo ao tecido normal. Em relacdo aos
subtipos, os genes PRAME, CDC20 e MYBL2 apresentaram mais transcritos por milhdo
no subtipo seroso, nessa ordem, enquanto TFAP2A apresentou maior transcricao por
milhdo no subtipo endometrioide, e TMPRSS4, nos trés subtipos. TFAP2A, MYBL2,
PRAME e CDC20 demonstraram melhor sobrevida em pacientes com alta expressao,
engquanto TMPRSS4 evidenciou pior sobrevida nessa mesma condigao.

Figura 4: Expressao dos genes selecionados up-regulados TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4, PRAME e
CDC20, e grafico de sobrevivéncia no UCEC.
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Legenda: Analise de graficos boxplot gerados por meio da plataforma UALCAN, na qual foram encontrados
0s mesmos resultados para cada gene nos trés subtipos de UCEC, e de graficos de Kaplan-Meier. Em A,
expressdao dos genes up-regulados TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4, PRAME e CDC20 em tumor primdrio e
tecido normal. Em B, comparagdo entre os tipos histoldgicos endometrioide, seroso e misto, e em C,
grafico de sobrevivéncia.

Destaca-se na figura 5, a expressao dos dois genes mais down-regulados DPT e
OGN nos trés subtipos de UCEC e a relacdo deles com o grafico de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier. Dessa forma, todos os genes apresentaram-se pouco expressos no tumor
primario em relagdo ao tecido normal, em todos os subtipos de UCEC, além de ambos
terem demonstrado pior sobrevida em pacientes com baixa expressao.

Figura 5: Expressdo dos genes selecionados down-regulados DPT e OGN, e grafico de
sobrevivéncia no UCEC.
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Legenda: Analise de graficos boxplot gerados por meio da plataforma UALCAN, na qual foram encontrados
0s mesmos resultados para cada gene nos trés subtipos de UCEC, e de graficos de Kaplan-Meier. Em A,
expressdo dos genes down-regulados DPT e OGN em tumor primario e tecido normal. Em B, comparagao
entre os tipos histoldgicos endometrioide, seroso e misto, e em C, grafico de sobrevivéncia.

3.4 Analise pan-cancer

Foi realizada uma analise dos cinco genes mais up-regulados (Figura 6) e dos dois
genes mais down-regulados (Figura 7) em diferentes tipos de canceres (pan-cancer),
estabelecendo correlagdes com o tecido normal e tumoral.

Apesar de o gene TFAP2A (Figura 6A) ter sido pouco expresso em alguns
canceres, na maioria deles foi superexpresso. Na expressao do gene MYBL2 (Figura 6B),
somente o carcinoma de tireoide (THCA) apresentou-se menos expresso no tecido
tumoral em comparagdao com o normal. Contudo, o gene TMPRSS4 (Figura 6C) destacou-
se expressivamente em tecidos normais de alguns canceres. O gene PRAME (Figura 6D)
regulou-se superexpresso na maioria dos canceres, principalmente em melanoma
cutaneo e em UCEC, enquanto o gene CDC20 (Figura 6E) apresentou-se superexpresso
em todos os canceres. Portanto, a expressdo de cada gene foi diferente em cada tipo de
cancer.

Figura 6: Expressao dos genes TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4, PRAME e CDC20 em diagrama de caixa
(boxplot) em diferentes tipos de tumor (pan-cancer) comparados com tecidos normais
correspondentes.
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B. Expressao pan-cancer do gene MYBL2
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C. Expressao pan-cancer do gene TMPRSS4
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Legenda: Analise de expressdao pan-cancer gerada por meio da plataforma UALCAN. UCEC leva em
consideragdo dados de cancer endometrioide, seroso e misto, podendo ndo representar apenas um
subtipo conforme descrito em analise de amostras isoladas por subgrupos (carcinoma urotelial de bexiga
(BLCA), carcinoma invasivo de mama (BRCA), carcinoma de células escamosas cervicais e adenocarcinoma
endocervical (CESC), colangiocarcinoma (CHOL), adenocarcinoma de célon (COAD), carcinoma de es6fago
(ESCA), glioblastoma multiforme (GBM), carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co (HNSC),
carcinoma cromoéfobo renal (KICH), carcinoma de células claras do rim (KIRC), carcinoma de células
papilares renais (KIRP), carcinoma hepatocelular do figado (LIHC), adenocarcinoma de pulmdo (LUAD),
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carcinoma de células escamosas de pulmdo (LUSC), adenocarcinoma pancredtico (PAAD),
adenocarcinoma de prdéstata (PRAD), feocromocitoma e paraganglioma (PCPG), adenocarcinoma retal
(READ), sarcoma (SARC), melanoma cutdneo (SKCM), carcinoma de tireoide (THCA), timoma (THYM),
adenocarcinoma gastrico (STAD), carcinoma endometrial do corpo uterino (UCEC)).

Ap0ds andlise da expressdo pan-cancer dos genes DPT (Figura 7F) e OGN (Figura
7G), observou-se que ambos se apresentaram down-regulados na maioria dos canceres
e foram diferencialmente expressos em cada cancer.

Figura 7: Expressdo dos genes DPT e OGN em diagrama de caixa (boxplot) em diferentes tipos
de tumor (pan-cancer) comparados com tecidos normais correspondentes.
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Legenda: Analise de expressdo pan-cancer gerada por meio da plataforma UALCAN. UCEC leva em
consideragdo dados de cancer endometrioide, seroso e misto, podendo ndo representar apenas um
subtipo conforme descrito em analise de amostras isoladas por subgrupos (carcinoma urotelial de bexiga
(BLCA), carcinoma invasivo de mama (BRCA), carcinoma de células escamosas cervicais e adenocarcinoma
endocervical (CESC), colangiocarcinoma (CHOL), adenocarcinoma de célon (COAD), carcinoma de eséfago
(ESCA), glioblastoma multiforme (GBM), carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo (HNSC),
carcinoma cromoéfobo renal (KICH), carcinoma de células claras do rim (KIRC), carcinoma de células
papilares renais (KIRP), carcinoma hepatocelular do figado (LIHC), adenocarcinoma de pulmao (LUAD),
carcinoma de células escamosas de pulmdo (LUSC), adenocarcinoma pancredtico (PAAD),
adenocarcinoma de prostata (PRAD), feocromocitoma e paraganglioma (PCPG), adenocarcinoma retal
(READ), sarcoma (SARC), melanoma cutaneo (SKCM), carcinoma de tireoide (THCA), timoma (THYM),
adenocarcinoma gastrico (STAD), carcinoma endometrial do corpo uterino (UCEC)).
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3.5 Perfil de metilacdao de promotores

Dentre os cinco principais genes mais up-regulados obtidos da intersecdo de
UCEC gerados pelo UALCAN, os genes MYBL2, PRAME e CDC20 foram selecionados para
avaliacdo do nivel de metilacdo da regido promotora (Figura 8). Logo, observou-se que
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CDC20, MYBL2 e PRAME apresentaram-se mais hipometilados, nessa ordem, em UCEC
guando comparados ao tecido normal.

Figura 8: Nivel de metilacdo de promotores dos genes up-regulados MYBL2, PRAME e CDC20.
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Legenda: Analise do nivel de metilagdo de promotores gerada por meio da plataforma UALCAN. O valor
beta indica o nivel de metilagdo do DNA variando de 0 (ndo metilado) a 1 (totalmente metilado)
comparando o normal, em azul, e o tumor primario, em vermelho.
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3.6 Detecgao dos produtos génicos por imunohistoquimica

O banco de dados de THPA foi utilizado para investigar os padrdes de expressao
dos cinco genes up-regulados em amostras de pacientes com UCEC. O objetivo foi
verificar se os produtos génicos sdo detectaveis pelo método de imunohistoquimica, o
que agrega mais valor diagndstico e progndstico. Foram analisados os niveis de
expressao (evidenciado em marrom) de MYBL2, TMPRSS4, PRAME e CDC20 (Figura9). A
analise das imagens de imunohistoquimica revelou que as proteinas codificadas por
MYBL2, TMPRSS4 e CDC20 estavam localizadas no citoplasma e membrana nuclear,
enguanto para o gene PRAME, estava localizada no nucleo. Ndo foi detectada expressao
guando analisado o gene TFAP2A.

Figura 9: Imunohistoquimica dos genes up-regulados MYBL2, TMPRSS4, PRAME e CDC20.
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Legenda: Analise de marcagdo dos genes em UCEC por imunohistoquimica obtida pela plataforma “O Atlas
de Proteina Humana” (THPA), em que regiGes com coloragdo marrom indicam a detec¢do da expressdo

génica. Em A, MYBL2 (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000101057-
MYBL2/pathology/endometrial+cancer#img); em B, TMPRSS4
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000137648-TMPRSS4/pathology/endometrial+cancer#fimg); em
C, PRAME (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000185686-
PRAME/pathology/endometrial+cancer#timg) e em D, CDC20

(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000117399-CDC20/pathology/endometrial+cancer#fimg).

4 DISCUSSAO

Este estudo analisou genes diferencialmente expressos encontrados em comum
com os trés subtipos de UCEC: endometrioide, seroso e misto. Segundo Yang et al.
(2014), entre os fatores progndsticos mais importantes no diagndstico de UCEC estd o
subtipo histoldgico. Os subtipos sdo classificados em dois principais grupos: tipo |, que
inclui adenocarcinomas endometrioides caracterizados por um grau histolégico baixo e
menor potencial metastatico; e tipo I, que abrange carcinomas de morfologia serosa ou
de células mistas, apresentando um grau histolégico elevado e maior agressividade
metastatica. De acordo com Morice et al. (2016), embora o cancer endometrial do tipo
endometrioide seja o subtipo mais frequentemente diagnosticado, o carcinoma seroso
€ mais raro e agressivo, além de ser associado a um pior progndstico, e o subtipo misto
combina caracteristicas entre esses tipos.

Foram selecionados para este estudo uma lista de 250 genes mais up- e down-
regulados no UCEC e foi investigado em quais processos celulares eles estavam
envolvidos (Figuras A e B do Apéndice). Segundo Kabir et al. (2018), as vias de sinalizacao
sdo os principais mecanismos bioldgicos que transmitem sinais extracelulares para o
interior das células, modulando a regulacdo génica por meio de fatores de transcricao.
Sendo assim, a ativacdo das vias pode responder a diferentes estimulos fisiolégicos, que
transduz os sinais extracelulares por meio das interacGes ligante-receptor na superficie
celular para regular a expressao génica intracelular, resultando em respostas celulares
como proliferagdo, diferenciagdo, ativagao do metabolismo e morte. Portanto, ao
compreender as vias criticas relacionadas aos genes ativados ou inibidos no cancer
endometrial, é possivel mapear estratégias terapéuticas mais eficazes do tecido
afetado.

As vias associadas com os genes up-regulados (Figura A do Apéndice) neste
estudo foram replicacdo de DNA, transcricdo, ciclo celular, expressdao de genes
dependente de estrégeno, metabolismo de proteinas e resposta a estimulos. E
importante ressaltar que diversos estudos tém demonstrado que a secrecao excessiva
de estrogénio é um fator de risco para desenvolvimento de UCEC, embora mais estudos
sejam necessdrios para determinar os genes alvos de regulacdio desse
hormoénio (CARLSON; THIEL; LESLIE, 2014; RODRIGUEZ et al., 2019).

As vias associadas com os genes down-regulados (Figura B do Apéndice) foram
homeostase (homeostase, ativacao, sinalizacdo e agregacado plaquetdria) e organizacao
da matriz extracelular. Segundo Padeznik et al. (2023), a matriz extracelular (MEC) é um
componente importante do microambiente celular e desempenha fung¢des essenciais no
desenvolvimento e regulacdo dos tecidos normais e na homeostase, desta forma, a
alteracdo da MEC contribui para processos patoldgicos, tais como endometriose,
infertilidade, cdncer e metastase.
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Nas analises mais especificas, os genes TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4, PRAME e
CDC20 apresentaram expressdo elevada nos trés subtipos de UCEC (Figura 4B),
indicando associacdo com a agressividade e progressao tumoral. Esses mesmos genes
foram também observados em alta expressdao em diversos outros tipos de cancer na
andlise pan-cancer (Figura 6). Em contraste, os genes DPT e OGN apresentaram
expressao reduzida nestes tumores (Figuras 5B e 7), sugerindo funcGes supressoras de
tumor que podem ser inibidas durante a carcinogénese, necessitando de mais estudos.

O gene TFAP2A codifica o fator de transcricdo AP-2 alfa (AP-2a) que regula o
crescimento celular e segundo o estudo de Zhang et al. (2019), esse fator pode
promover a superexpressdo de RNAs ndo codificantes longos (IncRNAs), um tipo de
transcrito ndo codificador de proteinas com mais de 200 nucleotideos. Eles
demonstraram que o AP-2a no UCEC liga-se a regidao promotora de IncRNA SNHG16 e
ativa sua transcrigdo, que logo induz sua superexpressao e consequentemente a glicdlise
e a proliferagao no carcinoma endometrial. Assim, foi apontado que o silenciamento do
SNGH16 reprimiu a proliferacdo e a glicélise das células do carcinoma endometrial.
Contudo, quando avaliado o efeito do nivel de expressao génica na sobrevivéncia (Figura
4C), percebeu-se que pacientes com menor expressdao apresentaram pior sobrevida.
Entretanto, caso seja observada uma diminuicdo na superexpressdo apdés um
determinado periodo, isso pode indicar um pior progndstico para o paciente (WU;
ZHANG, 2018).

Quanto ao gene MYBL2, sua expressao em tecidos normais e tumorais
apresentou uma diferenga significativa, como é possivel observar na Figura 4.
Controversamente, a sobrevida de pacientes com alta expressdo deste gene
apresentou-se melhor quando comparada aos com baixa expressao (Figura 4C). Esse
gene codifica um fator de transcricdo que é up-regulado em diversos tipos de canceres
e estd associado a progressao do ciclo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular tendo
impacto na progressao do cancer (MUSA et al., 2017). No trabalho de Le et al. (2021), o
silenciamento de MYBL2 inibiu a proliferacdo e induziu apoptose e parada do ciclo
celular na fase G1 nas células de UCEC. Dessa forma, pode ser um possivel candidato a
marcador progndstico. Além disso, a proteina codificada por esse gene pode ser
detectada por testes de imunohistoquimica, como demonstrado nas analises dentro da
plataforma THPA (Figura 9).

Em relagao ao gene TMPRSS4, sua alta expressao em UCEC correlacionou-se com
menor sobrevida (Figura 4C) e tem expressao detectada por imunohistoquimica (Figura
9). Diversos estudos demonstraram que esse gene pode ser um potencial alvo
terapéutico no cancer. Esses mesmos estudos demonstraram que esse gene esta
relacionado a invasdo, metdstase do tumor e ao mau progndstico (DE ABERASTURI e
CALVO, 2015; KIM, 2023). Xiao et al. (2021) realizaram knockdown desse gene em
linhagens celulares de cancer endometrial humano e observaram a inibicdo da
proliferacdo dessas células. Além disso, eles verificaram que a capacidade invasiva
dessas células diminuiu significativamente pela regulacdo da transicdo epitelial-
mesenquimal, por meio das vias de sinalizacdo MAPK (proteinas quinases ativadas por
mitégeno) e PKB (proteina quinase B), as quais sdo ativadas de forma incontroldvel,
levando a proliferacdo celular, migracao e invasdao em células tumorais.

O gene CDC20 apresentou-se superexpresso em UCEC (Figura 4A), embora ainda
seja pouco explorado neste tipo de cancer. A expressdao aumentada de CDC20 é mais
frequentemente explorada em adenocarcinoma de pulmao, cancer de mama, cancer de
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bexiga e cancer de prdstata e pode servir como um novo biomarcador para
progndsticos. Esse gene codifica uma proteina reguladora do ciclo celular e tem sido
implicada na regulacdo de diversos outros processos celulares, tais como a apoptose
(WANG et al., 2015). Assim, de acordo com o THPA, a proteina codificada por esse gene
pode ser um importante alvo para analise de progndstico por meio de técnicas de
imunohistoquimica (Figura 9), uma vez que sua auséncia na detec¢do em pacientes com
UCEC pode indicar bom progndstico. Esses achados estdo de acordo com o trabalho de
Zhang et al. (2022) que demonstraram que esse gene pode servir como um biomarcador
diagndstico e prognéstico no carcinoma endometrial.

Dentre os genes down-regulados explorados neste trabalho, destacam-se os
genes OGN e DTP (Figura 5). O estudo de Lin et al. (2023) sugere que a osteoglicina
(OGN) pode participar da regulagdo da imunidade tumoral e inibir o progresso do
cancer, afetando assim o progndstico dos pacientes. E como demonstrado no presente
estudo, sua expressdao apresentou-se diminuida no UCEC (Figura 5A) podendo ter
implicagGes na progressdao maligna, além de apresentar pior sobrevida quando esse
gene se encontra em baixa expressado (Figura 5C).

Por fim, notou-se que o gene DPT estava pouco expresso no UCEC (Figura 5A).
Segundo Huang et al. (2021), esse gene sintetiza uma proteina que estd envolvida na
organizacao da matriz extracelular e no controle da adesdo celular, a qual possui
importancia na remodelacdo da arquitetura tecidual, além de regular o microambiente
tumoral, aumentando a atividade bioldgica de TGF- e promovendo formagdo de novos
vasos sanguineos interagindo com o receptor de integrina a3Bl de matriz
extracelular. Também apresentou baixa expressdao em carcinomas hepatocelular e de
prostata, nos quais evidenciou que sua expressao medeia a adesdo celular ligando-se a
integrina a3pB1, inibindo assim a proliferacdo e migracdo de células tumorais. Portanto,
a inibicdo deste gene poderia estar relacionada ao grau de malignidade e poderia ser
utilizado com marcador progndstico, ja que sua baixa expressdo apresentou menor
sobrevida dos pacientes (Figura 5C).

Em relacdo aos dados de metilacdo dos promotores, os genes CDC20, MYBL2 e
PRAME apresentaram-se mais hipometilados, nessa ordem, quando superexpressos em
UCEC (Figura 8). A hipermetilagdo e a subsequente inativagdo de genes envolvidos na
reparacao do DNA podem servir como indicadores do desenvolvimento de céncer,
conferindo uma maior suscetibilidade a carcinogénese. Essa predisposicdo aumenta o
risco de outras mutacdes e danos ao DNA. A metilacdo na regido promotora, uma das
formas mais comuns de inativacdo epigenética da expressdo génica, pode suprimir a
funcdo desses genes e, como consequéncia, ocorrer um aumento na invasividade
tumoral e promover o processo metastatico. Entretanto, diferentemente da
hipermetilacdo que provoca o silenciamento génico, a hipometilagdo ativa a expressao
génica, embora ambas estejam relacionadas a carcinogénese (DAl et al., 2022).

Conforme descrito por Liu et al. (2020), a presenca de metilacdo no DNA da
regido promotora de um gene geralmente resulta na inibicdo da expressao génica, o que
faz correlagao direta entre a metilacdo do DNA e a progressdo tumoral, destacando a
ligacdo desse processo com o desenvolvimento do UCEC. Esta associacdo é atribuida ao
potencial dos DEGs metilados e das vias desreguladas em UCEC, o que pode ser visto ao
analisar o gene PRAME (Figura 8). Nesse gene, observou-se que os niveis de expressao
eram mais elevados nos tecidos tumorais em comparacdo com os tecidos normais
(Figura 4A). No entanto, quando a metilacdo deste gene foi descrita, foi constatado que

17



CE

EDUCAGAO SUPERIOR

ele estava hipometilado no UCEC em comparagdo com os tecidos normais (Figura 8).
Esse mecanismo pode ser explicado pelo fato de que os genes hipometilados tendem a
ser regulados positivamente, o que explica sua expressao e ativagdo, enquanto os genes
hipermetilados sdo regulados negativamente, o que explica sua inibicdo e inativacao.

Embora o gene CDC20 esteja superexpresso em UCEC, seu perfil de metilagdo de
promotores ndo se mostrou tdo diferente de tecidos normais (Figura 8). Esse resultado
é condizente com o estudo de Huo et al. (2019), que descreve a metilacdo deste gene
por estar associada as vias centrais de sinalizacdo do cancer, como o ciclo celular, por
exemplo, o que contribui para a carcinogénese e a progressao do UCEC.

5 CONCLUSAO

Nos ultimos anos, a pesquisa sobre o microambiente tumoral do carcinoma
endometrial, especialmente dos subtipos endometrioide e seroso, tem avancado
significativamente. Esse progresso é impulsionado pelo aumento dos casos
diagnosticados e dos meios convencionais ainda utilizados, pela taxa de sobrevida global
e pelo desenvolvimento da bioinformatica, a qual tem contribuido para novas
descobertas como andlise de sequenciamentos em banco de dados e assinaturas
génicas. Além disso, fatores genéticos, estilo de vida, fatores ambientais e modificacdes
epigenéticas também desempenham significativo desenvolvimento de UCEC, embora
esse Ultimo ponto tenha sido pouco descrito e analisado em artigos, sendo que
corrobora diretamente para a progressao desse cancer.

Por meio de métodos de comparacao, correlacdo e intersecdao de dados, bem
como andlises de expressdo génica e revisdes bibliograficas, identificou-se genes que
sdao promissores como potenciais alvos terapéuticos, marcadores diagndsticos e
progndsticos no carcinoma endometrial. Entre eles, os genes TFAP2A, MYBL2, TMPRSS4,
PRAME e CDC20 destacaram-se por serem superexpressos nos trés subtipos de UCEC:
endometrioide, seroso e misto, correlacionando-os com perfis de agressividade e
invasdao tumoral. Esses genes podem ser detectados por meio de técnicas de
imunohistoquimica. Por outro lado, genes como DPT e OGN apresentaram expressao
reduzida em tumores, indicando possiveis fungdes que sao suprimidas durante a
carcinogénese.

Apesar dessas descobertas, novos ensaios clinicos e estudos sao essenciais para
confirmar o padrao de expressao desses genes e resolver as inconsisténcias encontradas
na literatura. E fundamental compreender melhor as vias de sinalizacdo e perfis de
metilacdo de promotores em que esses genes estdao envolvidos no microambiente do
carcinoma endometrial para avaliar seus beneficios clinicos potenciais. Além disso, é
importante investigar como os tumores realizam a reprogramacao metabdlica e o
escape imunoldgico através de mecanismos ainda ndo completamente compreendidos.
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Figura: Reactome dos 250 genes up- e down-regulados no UCEC.

Genes up-regulados

a plataforma Reactome. As areas destacadas em amarelo representam as vias de maior relevancia e
interatividade dentro dos 250 genes fornecidos como entrada no Reactome. Em A, Reactome dos 250
genes up-regulados obtidos do UALCAN. Em B, Reactome dos 250 genes down-regulados também obtidos
do UALCAN. As vias destacadas em amarelo estdo relacionadas aos 250 DEGs (Genes Diferencialmente
Expressos) em UCEC.
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