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BIOMARKERS IN LUNG, PROSTATE AND BREAST CANCER
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RESUMO

O desenvolvimento do cancer ocorre através de danos no DNA. Segundo um estudo de levantamento esta-
tistico, realizado pelo Instituto Nacional do Cancer, os tumores malignos mais frequentes sdo de pulmao,
prostata e mama. O objetivo neste trabalho é verificar a expressao de biomarcadores em cancer e comparar
esses resultados com a literatura. Neste trabalho, buscou-se, através do GEO2R, analisar o logaritmo da
mudanca de expressdo de amostras de cancer de pulmao, prostata e mama, para localizar as proteinas signi-
ficativamente expressas. Os genes mais expressos encontrados foram o SPINK 1, PRACI, COL1041, COMP,
GJB2, MMPI12 e MMP1. Esses genes estdo relatados na literatura como estarem ativos em diferentes tipos
de cancer, além de apresentarem fung¢des, como degradacdo de colageno e ligados ao transporte de substan-
cias através da parede celular.
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ABSTRACT

The development of cancer occurs through damage to the DNA. According to a statistical study conducted by
the National Cancer Institute, the most common malignant tumors are lung, prostate and breast. The objective
of this study is to assess the biomarker expression in cancer and to compare these results with the specialized
literature. In this work, we sought, through GEOZ2R, to analyze the logarithm of the change of expression of lung,
prostate and breast cancer samples to locate the significantly expressed proteins. The most expressed genes
were SPINK 1, PRACI, COL10A1, COMP, GJB2, MMP12 and MMP]I. These genes are reported in literature
as being active in different types of cancer in addition to having functions such as collagen degradation and
linked to the transport of substances through the cell wall.
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INTRODUCAO

Os tumores sao cé¢lulas que perderam a estabilidade gendmica. A displasia € caracterizada
como uma lesdo celular reversivel e pelo crescimento anormal de células que poderdo evoluir ao
cancer passando por trés estagios: adenoma primario, intermedidrio e tardio (LUDWIG et al., 2014).

O desenvolvimento do cancer ocorre através do acumulo de danos no DNA. Esses danos que ocor-
rem nas diferentes fases de desenvolvimento da doencga, provocam a ativagdo de barreiras que impedem
a evolucdo do cancer. A barreira ativa mecanismos de manutengdo do genoma (MMG) conhecidos como
reparo do DNA e morte celular programada. Se essa barreira ndo for ativada ocorre aumento dos danos e
com isso, ativagdo de proteinas especificas envolvidas na proliferacao celular. O acimulo das mutagdes
resultard em um tumor formado exclusivamente por uma massa de células malignas (SIMAO et al., 2012).

A instabilidade genética ¢ determinante para o desenvolvimento do cancer, percebendo-se assim a
necessidade de analise dos processos pelos quais essa instabilidade se origina. A estabilidade das doencas
genéticas se mantém devido a ativacdo dos MMG. A falha nesses mecanismos possibilita que as proteinas
mais alteradas se ativem, provocando o desenvolvimento do cancer (MING-CHANG et al., 2009).

Estudos estatisticos, realizados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), mostraram que
o cancer de pulmao ¢ um tumor prejudicial que acomete 1,2 milhdes de vitimas por ano. Em 2014,
obteve-se 16.400 casos de cancer de pulmao para os homens e 10.930 entre as mulheres. Cerca de
80% da ocorréncia dessa doenca ¢ atribuida ao tabagismo, cuja fumaga do cigarro € caracterizada pela
liberag@o de substincias toxicas, como o cianeto, o niquel e o benzeno (INCA, 2014).

O cancer de prostata ¢ a causa mais comum de morte por cancer em homens com idade acima
de 75 anos. Este tipo de cancer é raramente encontrado em homens com menos de 40 anos. As pessoas
que estao no grupo de risco, incluem: homens afro-americanos, maiores de 60 anos e que t€m um pai
ou irmdo com cancer de prostata. Ainda, o cancer de prdstata como sendo a neoplasia maligna mais
comum em brasileiros do sexo masculino, tem um risco estimado de aproximadamente 70 novos ca-
sos a cada 100 mil homens, para regido sul representa 19,3% dos casos (INCA, 2014).

Dados da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), mostraram que a inci-
déncia de cancer tem aumentado em todo o mundo. Com relagao ao cancer de mama, as maiores taxas
de incidéncia foram encontradas nos Estados Unidos e na Europa Ocidental, com 101 e 85 novos

casos por 100.000 mulheres, respectivamente (INCA, 2014).

METODOLOGIA

AMOSTRAS DE MICROARRANJOS

Foram extraidas séries de amostras de microarranjos, do banco de dados GEO (Gene Omnibus

Expression). Esse banco de dados armazena dados de expressao génica de diversos tipos de doengas
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genéticas, assim como o cancer. No banco sdo encontradas mais de 1 milhdo de amostras de doengas.
As amostras publicas no GEO podem ser obtidas por varias técnicas de analises de expressdo génica.
Uma das técnicas ¢ conhecida como microarranjos. Um chip de microarranjo ¢ capaz de armazenar
varios transcritos na forma de sondas, onde cada sonda representa um gene. Para esse trabalho foram
utilizados microarranjos produzidos pela Affymetrix e pertencem a plataforma GPL570, contendo
aproximadamente 54 mil sondas e 20 mil genes (GPL, 2003). Os microarranjos utilizados nesse tra-
balho estdo listados abaixo:
* GSE27262: cancer de pulmao, contendo 25 amostras de tecido normal e 25 amostras de
tecidos cancerosos. As amostras foram extraidas de pacientes com idades de 38 a 75 anos
de ambos os sexos (GSE27262, 2013).
*  GSE26910: cancer de mama e cancer de prostata, contendo 6 amostras de tecidos mama-
rios normais, 6 tecidos mamadrios tumorais, 5 amostras de prostatas normais e 5 amostras

de prostatas cancerosas (GSE26910, 2011).

ANALISES ESTATISTICAS

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o aplicativo GEO2R. O aplicativo ¢ uma
ferramenta disponivel em ambiente virtual (GEO2R, 2015), que permite comparar dois ou mais grupos
de amostras (Tabela 1) de expressao génica de uma série extraida do GEO. As analises foram baseadas

em dois testes estatisticos: o logaritmo da mudanga de expressao e o teste de significancia estatistica.

Tabela 1 - Grupos amostrais utilizados para calcular a diferenciagdo da expressao.

Série do GEO Combinacdes (X)) N cancer* N controle*
GSE27262 Cancer de pulmao x tecido normal 25 25
Cancer de prostata x tecido normal 6 6
GSE26910
Cancer de mama x tecido normal 6 6

* N cancer, ¢ o numero de amostras de cancer ¢ N controle ¢ o nimero de amostras normais

Logaritmo da Mudanc¢a de Expressao

A andlise estatistica foi realizada através do logaritmo da mudanca de expressao (logME),
usada em grandes conjuntos de amostras, que tenham diferencas exponenciais entre a expressao dos
genes presentes em microarranjos (RUIZ et al., 2004).

O método se baseia na identificagdo da expressdo entre as amostras experimentais e de
tecido normal. Para calcular a mudanga de expressdao de uma determinada combinagao de amos-
tras deve-se primeiramente agrupar as amostras de microarranjos através de uma média aritmética

(SIMAO, 2012).
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Uma vez agrupada as amostras de tecidos pela média aritmética, deve-se calcular o logME,
para cada combinagdo de amostras (Tabela 1). O logME consiste em calcular a razdo da expressao
para um determinado gene (i) alterado em uma doencga genética (em relagdo ao seu valor controle).

Esse método serve para identificar quantas vezes um gene esté alterado em relacdo ao seu controle:

Xi
logME = log, (Y)

L

Se for observado um valor de expressdo para um gene em cancer (e essa expressao for igual ao
seu valor normal), o logME ser4 zero. Se, hd um aumento da expressao do gene em cancer em relagdo ao

normal, o logME sera positivo e se o inverso for observado tem-se um logME negativo (GEO2R, 2015).
Teste de Significancia

O valor-p ¢ uma medida estatistica usada para medir o nivel de significancia de um teste de
hipotese, igual ou mais extremo que aquela observado em uma amostra. Esse método estatistico ¢
usado em bioinformatica para localizar os genes significativamente expressos em amostras de ex-
pressdo génica. O valor-p pode ser ajustado para evitar a presenca de falsos positivos. Esse método
¢ conhecido como ajuste do valor-p (adjP) (GEO2R, 2015). O valor-p ¢ calculado através do teste Z.
Esse teste corresponde a uma distribuigdo estatistica realizada sobre um teste de hipotese que pode

ser aproximada de uma distribuicdo normal (BLAIR; TAYLOR, 2013).

CRITERIOS DE SELECAO

Para verificar os genes diferencialmente expressos e significativamente alterados foram utili-
zados alguns critérios de selegdo. Os critérios de selegdo permitem que sejam localizados nas combi-
nacoes amostrais as diferengas de expressao entre os casos de cancer e tecido normal.

Os valores utilizados foram: logME: 2.0 e 3,0, que representam uma diferenca de expressao
de 4,0 ¢ 8,0 vezes respectivamente entre o gene cancer (X.”) versus o seu normal (X)). Ou seja, um
valor de logME igual a 2,0, que representa um gene #, estd com expressdo aumentada 4 vezes mais em

cancer do que em normal. Para o corte dos valores significativos do adjP foi utilizado um valor de 5%.
RESULTADOS

As tabelas 2, 3 e 4, mostram os genes significativamente expressos para as combinagdes amos-
trais envolvendo os microarranjos de pulmao (Tabela 2), prostata (Tabela 3) e mama (Tabela 4). O valor

de adjP considerado foi menor que 5% e os valores de logME considerados sdo maiores que 2,0.
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Na tabela 2, estao listados os 76 genes diferencialmente expressos em cancer de pulmao. Dos
genes com logME mais alterados observa-se o gene SPINK . Esse gene ¢ conhecido como um inibi-
dor de serina peptidase encontrado em doengas inflamatorias do pancreas. No pulmao ele ¢ conhecido
por produzir muco e sua fun¢do ainda ndo ¢ conhecida (SAKATA et al., 2014). Segundo alguns auto-
res o SPINK ¢ um biomarcador de varias doengas severas como, por exemplo, o cancer de pulmao,
prostata e doencas relacionadas ao pancreas (RINK et al., 2013).

A tabela 3 mostra os 12 genes diferencialmente expressos em cancer da prostata. O gene
PRACI ¢é expresso na prostata, colon e reto. De acordo com a literatura, ele pode desempenhar um
papel regulador no nucleo da célula. A expressdo da proteina pracal em cancer de prostata tem
mostrado ainda uma heterogeneidade das células cancerosas em relagdo as células normais. Alguns
resultados sugerem que o gene PRAC1 pode atuar na patogénese ¢ pode ser um biomarcador para o

cancer da prostata (LENKA et al., 2013).

Tabela 2 - Resultado do logME para o cancer de pulmao.

GENE logME GENE logME GENE logME GENE logME
SPINK 1 4,04 UHRF1 2,81 CDH3 2,37 EFNA4 2,17
CST1 3,98 PPAP2C 2,76 BUBIB 2,33 UBE2C 2,14
MMP1 3,83 HABP2 2,73 TPX2 2,31 EPHX3 2,11
COL10A1 3,77 LINC01207 2,72 SGPP2 2,31 EEF1A2 2,11
CP 3,77 MMP7 2,66 KCNKS5 2,30 BCL2L15 2,10
CTHRC]1 3,60 KIF20A 2,57 CLIC6 2,29 KRT15 2,10
COMP 3,40 CD24 2,57 HMGB3 2,29 CRLF1 2,09
GREMI1 3,28 UNC5CL 2,52 CDKN3 2,28 CENPK 2,09
CXCLI3 3,15 UBE2T 2,51 E2F8 2,27 EZH2 2,08
MMP12 3,13 OCIAD2 2,47 CCNBI 2,26 KCNN4 2,08
GCNT3 3,09 TTK 2,47 NUSAPI1 2,25 SERPIND1 2,06
LRRC31 3,02 ZWINT 2,47 ADAMDECI 2,24 PROMI 2,06
HS6ST2 3,02 MELK 2,45 KIF11 2,23 NUF2 2,03
GIB2 2,97 CDC20 2,45 AGR2 2,22 PCP4 2,02
TMPRSS4 2,94 ANLN 2,43 LGSN 2,19 SLC22A18 2,02
CRABP2 2,88 CEP55 2,42 LOC100506918 2,19 AOCI1 2,02
DLGAP5 2,85 GINSI 2,42 TMA4SF4 2,19 KIF4A 2,00
ST6GALNACI 2,84 C2CD4A 2,41 METTL7B 2,19 UGTS 2,00
RRM2 2,81 Clorfl06 2,39 THBS2 2,18 KRTS0 2,00

Tabela 3 - Resultado do logME para o cancer de prostata.

GENE logME GENE logME GENE logME
PRACI 4,00 LINC01207 3,12 GPR160 2,34
PLAIA 3,52 TRGC2 3,00  HISTIHIC 2,23
TARP 3,36 MAL2 2,60 TSPANI 2,17

Os genes diferencialmente expressos nas analises feitas sobre os microarranjos do cancer de
mama, mostraram 15 genes alterados. Na tabela 4, sdo apresentados os genes com valores de logME
entre 5,38 € 2,19. O maior valor diferencial encontrado foi para o gene COLI0A1 (colageno X). Esse

gene foi identificado com expressdo restrita na maioria dos tecidos normais e com expressao elevada
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em diversos tipos de cancer. Ele também foi encontrado através de uma anélise de imunofluorescéncia,
na vascularizacao de tumores de mama enquanto que em tecidos normais os niveis de significancia des-
te gene eram muito baixos. A expressdao do gene colagénio X, pode facilitar o seu uso como um novo

alvo para o diagnoéstico e tratamento de diversos tipos de tumores solidos (CHAPMAN et al., 2012).

Tabela 4 - Resultado do logME para o cancer de mama.

GENE logME GENE logME GENE logME
COL10A1 5,38 SYNDIG1 3,11 NINJ2 2,37
COMP 4,85 LAMPS 2,99 SUGCT 2,30
PPAPDCIA 4,85 LOC101929122 2,81 C3orf80 2,24
GJB2 4,38 SULF1 2,73 SMCO4 2,21
CXCL10 3,89 NKX32 2,53 LOXL1 2,19

A analise dos genes diferencialmente expressos mencionados acima, possibilitou o desen-
volvimento de arranjos entre as 3 doengas. O diagrama de venn da figura 1 mostra que hé quatro ge-
nes (*) expressos em comum entre os canceres de pulmao, prostata e mama. Os genes: LINC01207,
COL10A41, COMP e GJB2 possuem expressao diferencial acima de 2,0. O gene LINC01207 ¢ en-
contrado no cromossomo 4, os estudos ainda ndo mostraram a proteina que ¢ codificada por esse
gene e por esse motivo ndo hd uma funcdo conhecida. Com base nas tabelas anteriores observou-se

que este gene aparece com expressao de 2,72 no cancer de pulmao e 3,12 em cancer de prostata.

Figura 1 - Grafico de venn mostrando os genes diferencialmente expressos no consenso entre os canceres de pulmao,
prostata e mama (*). Os genes presentes em cada doenca estdo expressos com valores de logME superiores a 3,0.
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CONCLUSOES

Com as analises da mudanga de expressao e teste de hipotese pode-se verificar a presenca de
alguns genes biomarcadores presentes nos canceres de pulmao, prostata e mama. Um diferencial en-
contrado neste trabalho esta relacionado aos seguintes biomarcadores: SPINK1, PRACI, COL10A1,
COMP, GJB2, MMP12 e MMPI. Esses genes estdo relatados na literatura como estarem ativos em
diferentes tipos de cancer, além de apresentarem fungdes que nao estdo relacionadas aos principais
mecanismos de reparacao, proliferagdo e morte celular. Eles estdo diretamente relacionados a degra-
dagdo de colageno e ao transporte de substancias através da parede celular.

A andlise de proteinas biomarcadores tem papel importante para o aprimoramento e desenvol-
vimento de novos dispositivos de tratamento em cancer. Uma das principais aplicagcdes das nanocién-
cias e a nanotecnologias estd voltada ao desenvolvimento de farmacos nanoencapsulados. Uma vez
conhecidos os biomarcadores ¢é possivel desenvolver tecnologias aplicadas que permitem identificar
e combater a expressao dessas proteinas de forma a minimizar os efeitos colaterais que aparecem no
tratamento do cancer. Com o uso adequado dos “nanofarmacos’ os pacientes que sofrem desses tipos
de cancer, poderao receber um tratamento personalizado afim de combater a proliferagao das células

tumorais e dos agentes patogé€nicos ligados a evolugao do cancer.
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