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A ativacéo das vias dos mecanismos de manuten¢do do genoma (MMG), tais como: ciclo celular (CC),
resposta a0 dano no DNA (RDD) e apoptose (APO), contribuem significativamente para o
desenvolvimento tumoral. Em estudos anteriores, foram verificados em processos pré-cancerosos a
ativacdo de uma barreira anti-cancer, que é responsavel pela prevencdo da progressdo tumoral. A
identificacdo dos genes expressos durante a ativacao da barreira anti-cancer, associadas com as interacdes
nas vias MMG, tornam-se uma complementariedade ao estudo da evolucdo do cancer. Neste trabalho, o
objetivo foi investigar a ativacdo dos genes das vias MMG em pré-cancer da glandula adrenal, célon,
pancreas e foliculos da tireoide, usando redes de interacdo entre proteinas. Para descrever este estudo foi
proposta a modelagem das redes de interagdo entre as proteinas das vias MMG usando o software
Cytoscape. Os resultados obtidos com os genes destacados em expressdo e quantidade de interacBes
foram comparados com os resultados de publicagdes anteriores e reconfirmaram a relevancia dos genes
CDKN1A, CHEK1, ATR, TP53, MRE11A e XRCC4. A analise por vias permitiu a identificacdo de outros
genes complementares aos trabalhos anteriores, como 0s genes SKP2, CCNO, FADD, RAD50, NBN,
BIRC3, CDK2 e XRCCS6. Estes genes estdo associados e complementam os estudos sobre a ativagdo da
barreira anti-cncer. Estas consideracdes realcam a importancia de observar todo o contexto biolégico
sistémico e imersivo.
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The activation of genome maintenance mechanisms (MMG) pathways such as: cell cycle (CC), DNA
damage response (DDR) and apoptosis (APO) significantly contribute to tumor development. In previous
studies, it was found in pre-cancerous process there is activation of an anti-cancer barrier, which is
responsible for prevention of tumor progression. The identification of the genes expressed during
activation of the anti-cancer barrier, associated with the interactions in MMG pathways, becomes a
complementarity to the study of the cancer development. In this work, the objective was to investigate the
activation of the genes in the MMG pathways in pre-cancer of the adrenal gland, colon, pancreas and
thyroid follicles, using networks of interaction between proteins. To describe this study was proposed the
modeling interaction networks between the proteins of MMG pathways using the Cytoscape software.
The results obtained with the most prominent genes in expression and quantity of interactions were
compared with the results of previous publications and reconfirmed the relevance of CDKN1A, CHEK1,
ATR, TP53, MRE11A and XRCC4 genes. This analysis allowed the identification of other genes
complementary to previous studies as SKP2, CCNO, FADD, RAD50, NBN, BIRC3, CDK2 and XRCC6
genes. These genes are associated and complement the studies on the activation of anti-cancer barrier.
These considerations highlight that it is important to note the entire biological systemic and immersive
context
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1. INTRODUCAO

A representacdo por redes de interacdo proteina-proteina e a analise da expressdo génica sdo
fatores mensuraveis em ferramentas usuais em bioinformatica, como o software Cytoscape
[1,2,3]. Com a utilizagdo de grafos pode-se facilitar a visualizagéo e elevar a confianca sobre os
resultados, pois torna mais pratica a analise quantitativa e qualitativa, 0 monitoramento, a
avaliacdo e o controle sobre as interagdes proteicas. Os grafos ainda contribuem para o uso de
algoritmos na busca de padrdes em redes complexas, como a expressividade proteica de forma
visual [4,5,6].

Redes de interagdes proteicas sdo caracterizadas pela interacdo entre varias proteinas, que
juntas executam tarefas no organismo através de vias de sinalizagdo celular. Estas vias definem
e realizam funcbes, como garantir a estabilidade do genoma pela ativacdo das vias dos
mecanismos de manutencao do genoma (MMG) [6].

As vias MMG reagem a danos que causam alteracGes no acido desoxirribonucleico (DNA).
Quando ha um dano, consequentemente, hd uma reagcdo em cadeia que provocara a ativacéo de
diversas vias MMG. Se estes danos ndo forem corrigidos, podera ocorrer uma proliferacdo
desordenada de células e o desenvolvimento de um tumor maligno. A instabilidade celular é
uma das caracteristicas ja identificadas em diferentes tipos de tumores. O surgimento e evolugao
neste tipo de doenca ocorre de acordo com fatores ambientais e genéticos ainda ndo controlados,
sendo exemplos desses fatores a radiacdo e a hereditariedade [7,8,9].

Na evolucédo do cancer, ha a ativacao e inibicdo de algumas vias MMG que atuam para evitar,
reparar ou parar a instabilidade celular. Entre as principais vias observam-se as responsaveis
pela inibicdo e ativacdo do ciclo celular (CC), resposta ao dano no DNA (RDD) e a ativagéo da
apoptose (APO) [8,10,11].

Uma das formas utilizadas para analisar esta ativacdo ou inibicdo das vias é através da
expressividade génica. Quando o gene torna-se expresso, € sinal que ele estd codificando uma
proteina, assim interagindo na ativagdo ou desativacdo de outros genes em sua via, fazendo com
que ocorra uma série de novas interacdes proteicas. A mensuracdo da expressdo génica, ocorre
por meio de técnicas como 0s microarranjos produzidos pela Affymetrix GeneChip. A técnica de
microarranjos envolve a comparagdo de transcritos de células com sequéncias de DNA em um
chip contendo um oligonucleotideo. Este é um processo que pode ser aplicado em inlmeras
analises bioldgicas, como em estudos da barreira anti-cancer [10].

A evolucéo do cancer foi abordada em modelos que descrevem as principais vias MMG que
sdo inibidas e ativadas nos processos pré-cancerosos e cancerosos, e Seus genes mais expressos
nestas vias. Nestes modelos, observou-se que ha a ativacdo de uma barreira anti-cancer
provocada pela ativacdo da RDD e da APO. A ativacdo desta barreira ocorre em tecidos pré-
cancerosos e impede a progressdo dos danos [10,12].

Nas vias MMG expressas em tecidos pré-canceros ndo ha uma analise sobre as interaces
proteicas. Esta representagdo tem relevancia, uma vez que, as interagdes associadas com a
expressao génica, mostram os principais genes e grupos funcionais de proteinas expressas
durante a ativagdo da barreira anti-cancer.

O objetivo deste trabalho é estudar a interacdo proteica de proteinas pertencentes as vias
MMG na barreira anti-cancer, identificando-se alguns genes que tenham destaque por expressao
ou interagdo. A identificacdo destes genes possibilita o desenvolvimento de tratamentos
otimizados e mais eficazes para o0 combate e monitoramento de tumores e outras
doencas[13,14,15].

2. MATERIAL E METODOS

2.1. VIAS MMG

Para o desenvolvimento deste trabalho foram usadas vias MMG publicadas no material
suplementar do artigo de Siméao e colaboradores, publicado em 2012 [10]. Do trabalho realizado
por Sim&o e colaboradores foram selecionadas as vias MMG com maior expressdo em (ver
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tabela 1) nos adenocarcinomas e adenomas da glandula adrenal, célon, pancreas e foliculares da
tireoide [10].

Tabela 1: Vias MMG. Na primeira coluna, estdo listadas as vias e na segunda coluna os nimeros de
genes pertencentes nessas vias. A terceira coluna indica o simbolo representativo da via. Fonte:
Adaptado de Sim&o e colaboradores [10].

Vias de ciclo celular (CC)

Vias Numero de Genes Simbolo da via
Ponto de verificagdo G1/S 21 G1/S
Ponto de verificacdo da fase mit6tica G2/M 43 G2/M
Fase mitotica M-M/G1 178 M-M/G1
RB/E2F — Via de retinoblastoma do fator transcricdo E2F 78 RB/E2F
Vias de resposta ao dano no DNA (RDD)
Vias Numero de Genes Simbolo da via
Reparo por excisdo de bases 44 BER
Recombinacdo homologa 34 HR
Reparo por recombinagdo ndo homdéloga 14 NHEJ
Reparo da quebra da fita dupla 22 DSBR
Vias de apoptose (APO)
Vias Namero de Genes Simbolo da via
Sinalizagdo de receptor de fator de necrose tumoral 1 13 TNFR1
Sinalizagdo de receptor de fator de necrose tumoral 2 10 TNFR2
Apoptose ho Homo Sapiens 83 APO
Ativacao do fator nuclear kappa-beta 20 NFKB
Senescéncia replicativa 56 SR

2.2. BANCO DE DADOS STRING — IDENTIFICACOES PROTEICAS

Foi utilizado o banco de dados String-DB para buscar a interagdo entre as proteinas, com base
nas informagdes das vias MMG citadas na tabela 1. As proteinas foram inseridas no banco de
dados através do seu simbolo aprovado (AppSymbol), cujo identificador estd disponivel na
ontologia Ontocancro.

As redes de interagdo para cada via foram obtidas mantendo-se alguns critérios, tais como: a
busca por interacbes de co-expressdo, bancos de dados e experimentos. Foi escolhido a
pontuacdo de confidéncia de 0,700 [16].

2.3. AMOSTRAS DE MICROARRANJOS

O Gene Expression Omnibus (GEO) é um banco de dados que armazena informacdes de
expressao génica. Foram obtidos conjuntos de amostras de expressdo génica de adenomas
produzidos pelos microarranjos da Affymetrix Gene Chip. As plataformas génicas escolhidas
foram a GPL570 com aproximadamente 33.000 genes, e a GPL96 com aproximadamente
20.000 genes. Todas as amostras foram normalizadas segundo o protocolo de normalizacdo das
médias robustas para multiplos chips (RMA), que utiliza o logaritmo na base dois como meio
normalizador [16].

As amostras de microarranjos utilizados nesse trabalho estdo listadas de acordo com o
identificador no banco de dados GEO:
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e (GSEA4183: cdlon retal, contendo: 8 amostras controle (normal) e 15 com adenoma (pre-
cancer) [17];
e (GSE10927: glandula suprarrenal (adrenal), contendo: 10 amostras de controle e 22 de
adenoma [18];
e (GSE19650: pancreas, contendo 7 amostras normais do ducto pancredtico e 6 de
adenoma mucinoso papilar intraductal [19];
e (GSE27155: foliculares de tireoide, contendo 4 amostras normais e 17 de adenoma [20];
As amostras extraidas do GEO, para cada doenga, foram agrupadas por média aritmética em
trés grupos de expressdo génica: um grupo normal e um grupo adenoma. Os grupos foram
estudados utilizando-se a andlise estatistica da mudanca de expressdo (ME). O célculo da ME,
para cada gene de uma via é usado em grandes conjuntos de amostras que tém diferencas
exponenciais entre a expressdo dos genes presentes nos microarranjos [10,21]. O método se
baseia na razao da expressdo de cada gene “X” de uma via com tamanho “i”” entre as amostras
experimentais (grupo adenoma (n;)) e as amostras controle (grupos normal (ny)).

_ xi(nz)

ME; =
' x;(ny)

(1)

Uma vez calculada a ME, observa-se o valor da mudanca de expressdo para cada gene em
uma via. Se os valores estdo préximos de 1 ndo ha mudanca de expressdo. Porém, se os valores
variarem, para ME > 1 hd mudanca de expressdo nas amostras experimentais (grupo adenoma
(ny)), e para ME < 1 hd mudanca de expressdo nas amostras controle (grupos normal (n;)) [21].

2.4. MODELAGEM DAS VIAS COM DADOS DA MUDANGA DE EXPRESSAO

O software Cytoscape é utilizado para a modelagem, visualizacdo e andlise de redes de
interacdo molecular, por exemplo, das vias MMG. O software foi originalmente desenvolvido
para a pesquisa biolégica, mas atualmente é uma plataforma geral para analise de redes
complexas, podendo ter acréscimo de recursos adicionais por meio de aplicativos [9].

Inicialmente foram importadas para o software Cytoscape as redes de interacdo entre as
proteinas para cada via MMG da tabela 1. Apds, utilizando-se a ferramenta de importacdo de
expressdo dos genes, foram importados os valores de ME das doencas extraidas do GEO,
fazendo a relagdo gene versus nd (nodo) através do nome aprovado do gene.

O software permitiu que fossem aplicadas cores aos nés em cada grafo. Assim, os nés
variaram de verde a vermelho conforme o gradiente de cores da figura 1a. Quanto mais proxima
da cor vermelha, maior foi a expressdo de acordo com a ME. Outro recurso visual empregado
foi a variacdo do tamanho dos nodos da mesma forma que a cor, quanto maior o nodo e a fonte
da nomenclatura, maior a mudanca de expresséo (figura 1b) [22].

a)

b
) oNTr PRKDC MRETDA -

Figura 1: Recurso visual da variacao de cor (a) e tamanhos (b) para demostrar 0 aumento da expresséo
génica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
De todos os resultados encontrados, destacaram-se nove vias MMG, expressas em adenoma,

qgue apresentaram maior similaridade estatistica, pelo calculo da ME com os estudos
relacionados barreira anti-cancer [10,12].

3.1 VIAS DE CICLO CELULAR (CC)
3.1.1 Via G1/S - Amostras de Adenoma do Célon
A via de sinalizagdo do ponto de verificacdo G1/S combina o processo de verificacdo para a

preparacdo da sintese celular dentro do ciclo. De acordo com a figura 2, 0s genes mais expressos
e conectados em adenoma do célon sdo: SKP2, TP53 e CDK2.

Figura 2: Via de G1/S com a mudanca de expressdo em relacdo a amostras de adenoma no célon.

O gene SKP2 (ME de 1,18) é o mais diferencialmente expresso na via e esta associado a
varios tipos de cancer. Ela atua no complexo denominado ubiquitina ligases, que é uma classe
de enzimas que regulam a progressdo do ciclo celular. As mudancgas na sua atividade podem
contribuir para a proliferacdo de células malignas. A SKP2 também é responsavel pela
degradacdo de proteinas supressoras de tumor, tais como inibidores de ciclinas dependentes de
quinase, como p21 (CDKN1A) e p27 (CDKN1B), acelerando a progressdo do ciclo celular e dos
tumores [23]. O gene CDKN1A que interage com o SKP2 teve uma diferenca de 0,976 no ME
em adenoma, conforme observado no gradiente de cores da figura 2. O transcrito do gene SKP2
esta vinculado com a resisténcia a quimioterapia e radioterapia em tratamentos contra o cancer
[24,25].

O gene GSK3B (ME de 1,078) é relevante devido as suas funcGes bioldgicas e atua na sintese
do glicogénio, que é responsavel por levar oxigénio para a célula, além de atuar em processos de
desenvolvimento celular [26] e auxiliar na expressdo de CDKN1A. A relacdo entre estas duas
proteinas (GSK3B e CDKN1A) estabelece que tratamentos de terapia génica, com 0 uso de
farmacos direcionados a GSK3B, em combinacdo com o tratamento por quimioterapia,
poderiam representar uma estratégia terapéutica em tumores resistentes a este tipo de tratamento
[27].

O gene ATR tem expressao em adenoma do colon, o que estd relacionado com a sua
funcionalidade, pois o transcrito deste gene € uma quinase sensora de danos no DNA [28]. Este
gene é essencial para regular e catalisar agcdes para frear ou reparar danos, principalmente na
replicacdo celular. O gene ATR é bastante expresso em vias MMG e esta vinculado ao CC e
RDD [29,30].

Na figura 2 também é observada a expressdo do gene TP53 (ME de 1,085), que aparece
conectada com os genes ATR, SKP2, CDKN1A e GSK3B, por exemplo. A TP53 esta expressa
quando identificado uma falha no DNA, e quando mutada esta presente em 50% dos casos de
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cancer. Esse gene apresenta 14 conexdes e possui ME semelhante aos genes CDKN1A e CDK2,
lembrando que uma falha em um nodo muito conectado causa uma quebra em toda a rede [31].
Esta quebra poderia ser observada na presenca de danos a TP53 (desativacdo), o que deixaria o
gene GSK3B praticamente isolado, tendo apenas ligacdo com o gene CDKNI1A. Estudos
biolégicos comprovam esta afirmacdo, ou seja, GSK3B e CDKN1A sdo dependentes da
expressao do TP53 [27,28].

3.1.2 Via G2/M - Amostras de Adenoma da Tireoide

A via de ponto de verificacdo da fase mitética G2/M (figura 3) realiza o processo de
verificacdo para a preparacdo da replicacdo celular dentro do ciclo. Dentre as amostras de
foliculares da tireoide, 0 gene que mais se destacou pela sua expressdo e conectividade foi o
CDKN1A com valor de ME de 1,14, seguido do gene ATR.

POLD1

Figura 3: Via de G2/M com a mudanga de expressdo em relagéo as amostras de adenoma na tireoide.

A CDKNU1A é a codificante da proteina p21 [32], e por definicdo é uma ciclina dependente de
inibidores de quinase. Atua no ciclo celular com atividades que mudam em resposta a sinais
celulares. Elas fazem a fosforilagdo de proteinas especificas em intervalos precisamente
cronometrados, controlando as atividades metabolicas da célula e assim tornando a divisdo
celular ordenada. A expressdo de CDKNZ1A é controlada pela p53, e na identificacdo de danos a
p21 ocasiona a parada do ciclo celular na fase G1[33]. Alguns estudos relacionam a supressao
da CDKNZ1A com a supressao tumoral [32,33,34].

As proteinas atr e p21 ndo interagem diretamente, mas existem algumas proteinas que
interagem com ambas como é o caso do gene CHEK1. Este gene € um supressor do CDKN1A
guando ocorrem danos no DNA. A CHEK1 também ativa o gene ATR, na fase G2 e também na
fase S do CC [35]. A atr faz a ativacdo de outra proteina que esta interligada com CDKN1A, a
TP53, como consequéncia, estimula a sintese da p21, que contribui para a ativacdo da apoptose
e senescéncia [24,28].

Destaca-se também nesta via o gene CCNB1. Este gene é reconhecido como uma ciclina
biomarcadora, ou seja, se expressa na presenca de neoplasia [36]. Os genes CDKN1A e ATR
continuam tendo alta expressao na fase adenoma. J4 a TP53 tem em adenoma maior expressao
quando comparada ao carcinoma para a mesma doenga. 1sso caracteriza a agdo do CC. Ela atua
no RDD e blogueia a expansao tumoral antes da proliferacdo de células defeituosas ocorrer.

3.1.3 Via RB/E2F — Amostras de Adenoma do Cdlon

A via de retinoblastoma do fator de transcricdo E2F (RB/E2F) (figura 4) atua na fase de
sintese (S) do CC, onde a proteina inibidora de tumor retinoblastoma (RB) verifica se ha falhas
no DNA celular. A maior expressdo foi do gene CHEK1 em adenoma (ME de 1,195) do colon,
assim como CDC6 (ME de 1,19)).
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Na via RB/E2F, CHEK1 esté interligado com os genes CDC6 e CCNB1. O gene CDC6 atua
para manter a regulacdo do ciclo celular, que é expressa em outros tipos de doencas, como nos
tumores de mama [37]. O gene CCNBL1 pode ser usado como um biomarcador para doencas
tumorais [36].

COX4n

DDX5

EE— . S _______CSTF3
=== T _CGSTR—

ROLDI—ppp

NGAPDZ —

ATPS)

Figura 4: Via de RB/E2F com a mudanca de expressdo em relacdo as amostras de adenoma no célon.

3.2 VIAS DE RESPOSTA AO DANO DO DNA (RDD)
3.2.1 Via de Reparo por Excisdo de Bases — Amostras de Adenoma do Cdlon

A via de reparo por excisdo de bases (BER) corrige falhas na troca das bases nitrogenadas,
que apresentarem disparidade na codificagdo do DNA. Embora tenha uma perda gradativa de
funcdo com o passar da idade, € um dos principais mecanismos de reparo do DNA [38]. A
figura 5 representa a mudanca de expressdo em adenoma do c6lon, com destaque para 0s genes
FEN1, CCNO, MSH2 e POLE2.

PARP4 MPG
‘ \ NEIL3

PARP3__

y = / = AVY TR ——
“POLE4—— MSH3
POLG

Figura 5: Via de BER com a mudanca de expressao em relagéo as amostras de adenoma no célon.

FEN1 ¢ uma endonuclease que atua rompendo a fita de DNA nos terminais 5, essenciais
para que a replicacdo seja isenta de falhas. E expressa quando um erro no DNA for identificado,
e assim possa ocorrer a quebra da fita e a substituicdo da base [39].
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O gene CCNO ¢ o codificador de uma proteina ciclina O e atua tanto na catélise de enzimas
DNA glicosilases como na fungdo como ciclina, onde colabora na ativacdo de reparo na
presenca de anormalidade no DNA, que resulta no cancer de c6lon [38].

A POLEZ2 codifica uma polimerase, enquanto a FEN1 possibilita a seguranca para que ocorra
a ligacdo fosfodiéster corretamente entre as bases na cadeia de DNA. A POLE?2 faz esta ligacdo
de forma eficaz no DNA. O gene MSH2 indica uma falha na fase S por uma mutacdo que
atrapalha o fendtipo, e esta hereditariamente relacionado ao cancer no célon [38].

3.2.2 Via de Reparo da Quebra da Fita Dupla — Amostras de Adenoma da Tireoide

O reparo da quebra da fita dupla do DNA (DSBR) é uma das vias mais importantes que
atuam na manutencdo do genoma. A quebra em fitas duplas é um tipo de dano letal que exige
uma coordenacdo entre os fatores que modulam a estrutura e a reparacdo do DNA [49]. Ela
desencadeia a morte celular por inativacdo de genes. Na caracterizacdo das vias DSBR, é
fundamental decifrar as suas ligagcbes com a tumorigénese para compreender a base do cancer e
desenvolver terapias eficazes [40]. Nas amostras de foliculares da tireoide na fase adenoma
(figura 6), destacam-se os genes expressos NBN, MDC1, XRCC4, TP53BP1, LIG4 e BRCA2.

Figura 6: Via de DSBR com a mudanca de expressao em relacdo a amostras de adenoma na tireoide.

O gene XRCC4 atua na manutengdo geral da estabilidade do genoma, ligando-se a vias de
reparo, como a NHEJ. Sua expressdo alterada também pode indicar problemas em células e
sugerem a presenca de cancer [41]. Na figura 6 observa-se a sua ligagdo do XRCC4 com o
LIG4. Ambos atuam na recombinacdo ndao homdloga, cobrindo o espaco (gap) resultado da
reparacdo nas fitas do DNA com outra base por causa da eliminagdo de bases defeituosas.
Posteriormente, ambas contribuem para a religacéo das fitas. O XRCC4 é ativador da L1G4, uma
proteina do tipo ligase [42] com interagdo com a proteina MDC1.

A MDC1 interage diretamente com a ATM, e atuam na resposta celular a danos em cadeia
dupla no DNA, mantendo a estabilidade gendmica [43]. Muta¢Bes na ATM resultam em ataxia-
telagectasia, uma desordem neurodegenerativa que caracteriza uma hipersensibilidade a raios
ionizantes (agente carcinogénico). A ATM tem acdo sobre a BRCA2 que se encontra destacada
na presenca de cancer de mama [42].

NBN é um gene expresso para o reparo da quebra dupla e pertencente a familia de outro gene
na via DSBR, como o gene RAD50. Estudos recentes indicaram que mutagdes no gene NBN
reduzem o reparo do DNA e elevam a instabilidade cromoss6mica [44].

Na figura 6 observou-se, através da ligagdo com o gene RAD50, que ha interacdo de NBN
com TP53BP1. Apesar de ndo ter uma ligacdo direta, ambos estdo envolvidos com a falha no
reparo do DNA. O TP53BP1 esta diretamente envolvido com o desenvolvimento dos tumores
[45].

De acordo com a figura 6, 0 gene que apresenta um maior nimero de interagcdes é o MDCL1.
Ele possui interacdo direta com o ATM, LIG4, NBN, RAD50, e indireta através da ATM com
BRCAZ2 e através da NBN com XRCC4. Levando-se em consideragdo as mais expressas entre
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adenoma e adenocarcinoma, a RAD50 tem mais conexdes. Uma das caracteristicas da via DSBR
é a expressdo do gene NBN, que tem como principal potencialidade aumentar a expressao de
MRE11 e RAD50 [44].

3.2.3 Via de Reparo por Recombinagdo ndo Homéloga — Amostras de Adenoma do Pancreas

A via de reparo por recombinacdo ndo homdloga (NHEJ) é uma via complementar a via de
reparo da quebra da fita dupla (DSBR) [46]. Com a analise envolvendo o adenoma do pancreas
(figura 7) foi identificado o gene XRCC4 com ME de 1,458.

POLL
‘
POLM 7l MRE11A

7l

FENI

NHEJT NS A % LG

. POLA1

DCI:REI(?

.

DNTT

Figura 7: Via de NHEJ com a mudanga de expressao em relagao as amostras de adenoma no pancreas.

O gene XRCC4 também apresenta a maior quantidade de interagfes com as outras proteinas
da via. Este gene faz parte de uma subunidade (ligase 1V) especializada em acdes de correcdo na
via NHEJ, com a¢6es de fosforilacdo por ciclina dependente de quinase. Por este tipo de acéo,
alguns estudos feitos sobre 0 XRCC4 apontaram que a sua expressao previne a instabilidade
gendmica [47]. Cabe ressaltar também que XRCC4 depende de MRE11A, um gene que teve uma
mudanca de expressdo relevante de adenoma para adenocarcinoma, com ME de 1,182 para
1,213.

3.3 VIAS DE APOPTOSE (APO)
3.3.1 Via da Ativacdo do Fator Nuclear kappa-Beta - Amostra de Adenoma Adrenal

A ativacdo do fator nuclear kappa-beta (NFKB) resulta em uma identificacdo para
carcinomas. Assim, a inibicdo de NFKB é considerada uma abordagem terapéutica promissora
para bloquear o crescimento do tumor ou a sensibilizacdo de células tumorais para as terapias
mais convencionais, como a quimioterapia. Optou-se pela andlise desta via com amostras da
glandula suprarrenal (adrenal) pelo destague da conectividade com os genes CHUK e ATM,
conforme demonstrado na figura 8.

Os genes mais expressos da via séo RAD50 (ME de 1,066) e XIAP (ME de 1,063), com
expressao relevante de MRE11A. Os genes RAD50 e MRE11A ja tiveram destaque na via
DSBR.

O gene XIAP atua inibindo a apoptose. A sua expressdo elevada inibe a apoptose extrinseca e
intrinseca, ja sua diminuicdo na expressao tem correlacdo com o controle da progressao tumoral
e sensitividade a farmacos. Normalmente, ela ndo interfere na proliferagdo celular, mas aumenta
a sensibilidade da necrose tumoral [45]. Nas vias com amostras de adrenal, o gene XIAP, tanto
em fase adenoma quanto adenocarcinoma, teve aumento de expressdo, O que sugere 0
envolvimento deste gene com necrose [45].
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Figura 8: Via de NFKB com a mudanca de expressdo em relagdo as amostras de adenoma na adrenal.
3.3.2 Via de Senescéncia Celular — Amostras de Adenoma Adrenal

A senescéncia celular é a parada permanente do ciclo celular, um estado diretamente
envolvido com o envelhecimento celular. Inicia por programacdo genética e envolve a
deterioracdo dos telomeros e a ativacao de genes supressores tumorais. Com isso, as células que
entram em senescéncia param seus processos de reproducgdo apés um determinado nimero de
divisdes celulares [48]. Para a analise desta via foram usadas amostras da glandula suprarrenal
(adrenal), sendo os genes ATR, TP53 e CHEK1 destacados pela sua conectividade e expressao
conforme demonstrado na figura 9.

Os genes ATR e TP53 ja foram descritos na se¢do 3.1.1 sobre a via G1/S. Na via de SR esses
dois genes sdo novamente os mais expressos na fase adenoma assim como foram na fase
adenoma da G1/S. Também nesta via, ha expressdo relevante do gene RAD50, que é uma
subunidade chave do complexo MRN, que inclui também MRE11A e NBN. Este complexo é
envolvido no processo de reparagdo das quebras duplas no DNA, formando uma ligacdo entre
moléculas de DNA pela catalise das terminacdes quebradas [49]. Na figura 9 destaca-se as
interacOes entre ATR, TP53 e RADS0.

RNF168
N

RPAG—

Figura 9: Via de SR com a mudanca de expressao em relacéo as amostras de adenoma na adrenal.
3.3.3 Via de Fator de Necrose Tumoral do Tipo 1 - Amostra de Adenoma do Pancreas

A via de fator de necrose tumoral do tipo 1 (TNFR1), que pertente ao conjunto de fungdes de
ativacdo da apoptose, tem uma forte ligacdo com a expansdo tumoral, pois estd associada a
angiogénese, em um processo que atua na ativacao da necrose tumoral, evitando uma extensdo
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do dano [50]. Neste sentido, hd uma previsibilidade em relacdo a expresséo de alguns genes da
via. A guantidade de interacGes e a expressdo ddo destaques ao gene BIRC3.

Figura 10: Via de TNFR1 com a mudanca de expressdo em relacdo as amostras de adenoma no
pancreas.

BIRC3 é um gene que atua inibindo a apoptose e expressando outros genes como 0 TRAF,
gue sdo desencadeadores da necrose e morte celular [51]. O controle da expressdo do mesmo ja
foi estudado para a regulacé@o da progressao tumoral de cancer cerebral, mama e gastrico [48].0
gene FADD também teve destaque na via, por ser o gene com maior nimero de interagdes. Ele é
parte do complexo RIPK1. Pela ligagdo com CASP3, que é conhecido pela execucédo de caspases
para a apoptose, e também a ativacdo da necrose ao ativar a CASP8. A expressdo da CASP3
potencializa a expressdo de CASP8 e também de FADD, o que pode suprimir a progressao
tumoral, induzindo a necrose [51].

3.4 PROTEINAS ALTERADAS NA BARREIRA ANTI-CANCER

Nas vias de sinalizacdo analisadas foram localizadas as proteinas mais expressas e as que
apresentaram o maior nimero de interacGes em cada via. Na tabela 2 sdo apresentados 0s nove
genes mais expressos (coluna gene) com seu valor de expressdo (ME), sua via associada e o seu
grau de conectividade (grau). Em seguida foram associados aos genes mais expressos 0s nos
mais conectados em cada via.

Na tabela 2 sdo apresentados oito genes mais conectados e que tém ligacéo direta com o gene
mais expresso (vizinho), com excegdo do gene mais expresso RAD50, que ndo esta interagindo
diretamente com o gene mais conectado. Na tabela também podem ser observados os valores da
conectividade (grau) e o adenoma associado.

Tabela 2: Genes mais expressos e mais conectados em adenoma.

Genes mais expressos Genes mais conectados
Gene MC Via ‘ Grau Vizinho Grau V. Displasia
SKP2 1,181 G1/S ‘ 10 CDKN1A 14 célon
CDKN1A 1,147 G2/M ‘ 9 TP53 12 tireoide
CHEK1 1,195 RB/E2F ‘ 11 CDK2 21 célon
CCNO 1,142 BER ‘ 3 PCNA 23 célon
NBN 1,058 DSBR ‘ 7 MRE11A 18 tireoide
XRCC4 1,458 NHEJ ‘ 11 XRCC6 12 pancreas
RAD50 1,066 NFKB ‘ 3 - - adrenal
ATR 1,103 SR ‘ 16 BRCA1 29 adrenal
BIRC3 1,158 TNFR1 ‘ 9 FADD 10 pancreas
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4. CONCLUSAO

As andlises complementares sobre 0s genes e interagOes, realizadas com o auxilio do banco
de dados String-DB e com o software Cytoscape, apresentam resultados que descrevem a
barreira anti-cancer presente em tecidos de adenoma do célon, glandula adrenal, pancreas e
foliculares da tireoide. Descrevem também como as proteinas envolvidas nas vias MMG estdo
associados com a ativacdo da barreira em tumores malignos.

Como as amostras foram normalizadas pela média robusta para multiplos chips (RMA), que
utiliza o logaritmo na base dois, observou-se que a mudanca de expressdo diminuiu para 0s
valores experimento versus o seu controle. Mesmo assim, os resultados apresentados mostram a
ativacdo de varias proteinas identificadas nas vias MMG.

Os resultados mostram 0s principais genes expressos na barreira anti-cancer, com destaque
para os genes: CDKN1A, CHEK1, ATR, TP53, MRE11A, XRCC4 e BRCAL, que foram
identificados como ativadores da barreira anti-cancer, conforme publicado em 2012 por Simao e
colaboradores [10].

Sobre os resultados dos estudos complementares propostos, foram localizados os genes que
complementam as analises anteriores. Esses genes sdo: SKP2, CCNO, FADD, RAD50, NBN,
BIRC3, CDK2 e XRCCE6.

Com base na literatura, chegam-se a algumas conclusdes importantes para esses genes
listados aqui e perspectivas para estudos futuros. Por exemplo, o gene XRCC4, que foi
destacado pela sua alta expressao, foi ja identificado em estudos onde ha supressdo devido ao
uso da quimioterapia, diminuindo a instabilidade celular [52].

Outro gene destacado pela sua expressao foi o gene SKP2. Em alguns trabalhos ha relacéo da
guimioterapia e da radioterapia com a resisténcia e baixa efetividade nos tratamentos contra o
cancer durante a expressdo deste gene [28]. Entre os genes destacados pela quantidade de
interacdo esta o FADD. Alguns resultados recentes estabelecem um novo mecanismo para a
potenciacdo da atividade de frear a progressdo tumoral, unindo a terapia quimioterapica com
farmacos que ativam as vias de necroptosis, que estdo associadas a morte celular [53].

Ressalta-se que outros genes presentes nas vias modeladas, mesmo que ndo foram os mais
expressos ou com mais interagfes para entraram no grupo de maior destaque da tabela 2, sdo
também importantes para estudos futuros, como o gene CCNB1, que tem um importante
potencial em nanotecnologia, que tem possibilidade de uso como um biomarcador para cancer,
podendo ser usado no monitoramento da progressao tumoral [40].

Foi observado que as interacGes ddo suporte aos estudos relacionados a terapias génicas
contra o cancer, como farmacos nanoencapsulados e nanobiossensores. Estas areas encontram-
se em ativa exploracdo e distingdo das caracteristicas moleculares e celulares, que sensibilizam
nado s6 o cancer, mas as células alteradas pelos danos no DNA [52].

Portanto, ressalta-se a importancia deste trabalho em verificar o envolvimento dos genes
conectados através de redes de interacdo proteica e, com isso, complementar os resultados
envolvendo a expressdo de proteinas na barreira anti-cdncer. A metodologia utilizada e os
resultados proporcionam como perspectivas futuras trabalhos complementares a este estudo,
com o proposito de contribuir para a terapia do cancer e ajudar no combate de neoplasias que
formam os tecidos pré-cancerosos.
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