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ANÁLISE DE DADOS DE RNA-SEQ DE CÂNCER DO ENDOMÉTRIO: UMA
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Resumo

O câncer do endométrio é o segundo tipo de tumor ginecológico mais frequente

e, como outros tipos de câncer, apresenta elevada heterogeneidade molecular. As-

sim, com o objetivo de detectar assinaturas moleculares de expressão gênica que

permitam diferenciar o tumor do tecido normal, foi realizada uma busca in silico

por potenciais RNAs não codificantes reguladores da homeostase do Câncer de En-

dométrio, e seus alvos. Para tal, foram analisados dados de expressão do RNA total

e de miRNA dispońıveis no banco de dados do The Cancer Genome Atlas. Foram re-

alizadas análises de expressão diferencial entre amostras do tecido tumoral primário

(TP) em relação a amostras do tecido adjacente (NT), utilizando-se o pacote do

R, TCGABiolinks, bem como análises de ontologia gênica e clustering hierárquico.

Vinte e um indiv́ıduos possúıam amostras tanto de TP, quanto de NT, somando um

total de 42 amostras, onde foram observados 55.199 transcritos e 1.881 miRNAs.

Quando aplicado um corte de logFC maior que 1 e menor que -1 e um FDR maior que

0,01, foram identificados 2.506 transcritos e 680 miRNAs diferencialmente expressos

em TP com relação a NT. Aplicando um corte de logFC maior que 2 e menor que -2,

e mantendo o valor de corte de FDR, os números reduziram para 1.208 transcritos

e 514 miRNAs diferencialmente expressos. As análises de clusterização hierárquica

distinguiram significativamente os dois grupos de amostras. A análise de ontolo-

gia gênica indicou que os transcritos diferencialmente expressos estão atuando no

processo catabólico do DNA e na regulação negativa da organização das organelas.

Sete lncRNAs estavam entre os transcritos mais diferencialmente expressos (logFC

maior que 5 e menor que -5) e, dentre eles, o lncRNA CASC22 apresentou poten-

cial significativo para a discriminação dos estados tumoral e normal no Câncer de

Endométrio.



Abstract

Endometrial Cancer is the second most common type of gynecological tumor

and, just like other types of cancer, it presents elevated molecular heterogeneity.

Therefore, with identifying gene expression molecular signatures that distinguish

tumor from normal tissue as a goal, an in silico search for potential ncRNAs re-

gulating the Endometrial Cancer homeostasis and its targets was performed. In

order to accomplish that, Total RNA and miRNA data available at The Cancer

Genome Atlas database were analyzed. Differential expression analyses were per-

formed between primary tumor tissue samples (TP) in contrast to adjacent tissue

samples (NT), using the R package TCGABiolinks, as well as gene ontology and

hierarchical clustering analyses. Twenty one subjects presented both TP and NT

samples, resulting in a total of 42 samples, where 55.199 transcripts and 1.881 miR-

NAs were observed. When a logFC cut greater than 1 and less than -1 and a FDR

cut greater than 0.01 was applied, 2506 transcripts and 680 miRNAs were identified

as differentially expressed in TP as compared to NT. Using a logFC cut greater than

2 and less than -2 and the same FDR cut, the numbers reduced to 1208 transcripts

and 514 miRNAs differentially expressed. Hierarchical clustering analyses signifi-

cantly distinguished both sample groups. Gene ontology analyses indicated that the

differentially expressed transcripts were acting in the DNA catabolic process and in

the negative regulation of the organelle organization. Seven lncRNAs were among

the most differentially expressed transcripts (logFC greater than 5 and less than -5)

and, among them, lncRNA CASC22 presented significant potential to discriminate

between tumoral and normal states in Endometrial Cancer.
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1 Introdução

1.1 Câncer: uma breve introdução

Apesar de conhecido desde 30 séculos antes de Cristo, quando eǵıpcios, persas e in-

dianos já se referiam a tumores malignos (para revisão, veja [1]), e a despeito de tantos

avanços na medicina ao longo dos últimos dois milênios, o câncer ainda assusta tanto que

é considerado a doença do século XXI. Talvez um dos maiores paradoxos de todos seja

que quanto mais a ciência e as tecnologias evoluem, mais preocupações surgem a respeito

dessa doença que inspira buscas incessantes por uma cura.

Em uma definição direta, o câncer ocorre através de uma multiplicação descontrolada

de células de um tecido do corpo humano, que podem invadir outros tecidos durante a

chamada metástase [2]. O acúmulo de mais células do que o normal acaba formando o que

chamamos de neoplasia ou tumor, que só tende a crescer enquanto não for controlado. Em

sua forma benigna, o tumor é resultado do crescimento de células bem diferenciadas e que

não possuem a capacidade de invadir outros tecidos [2]. Neoplasias malignas, resultam da

divisão de células imaturas, pouco diferenciadas, que crescem mais rapidamente e podem

invadir outros tecidos se não controladas [2].

Em âmbito molecular, essa divisão desenfreada é acarretada por mutações que acabam

por influenciar na regulação do processo de divisão celular [2]. Dentre conceitos impor-

tantes para entender a série de eventos que podem anteceder e manter o câncer, estão

supressores de tumor e oncogenes. Proto-oncogenes são genes que normalmente promo-

vem a replicação de células e, quando mutados ou presentes em grande quantidade, podem

tornar-se permanentemente ativados, causando uma divisão descontrolada das células e

gerando um tumor, sendo então denomidados oncogenes [3]. Já os supressores de tumor

são genes normais que reduzem a taxa de replicação celular, reparam o DNA e regulam

a morte celular programada (também chamada de apoptose) [3]. Estes, quando não ati-

vos ou não presentes, podem levar a uma replicação celular descontrolada. Dessa forma,

percebe-se que a grande diferença entre oncogenes e supressores de tumor é o fato de que

os primeiros causam tumores através de sua ativação, enquanto que os segundos, causam

tumores através de sua inativação.

Os mecanismos carcinogênicos não são simples como mecanismos de ligar e desligar,

caso contrário, já estaŕıamos próximos à cura. No entanto, a natureza extremamente

única e aleatória do microambiente de um tumor dificulta muito o seu entendimento e

a busca por tratamentos definitivos. Em 1960, Klein e colegas [4] descreveram que, em

ratos, cânceres induzidos pelo agente canceŕıgeno metilcolantreno exibiram resposta imune

mediada por células linfáticas contra células do tumor primário. No entanto, essa resposta

não afetou o tumor primário, pois ele desenvolveu um microambiente próprio, análogo ao

de um tecido normal não afetado pela doença. O fato do microambiente de um tumor ser

adaptável também influencia na heterogeneidade do câncer, uma propriedade que descreve



10

a capacidade que diferentes células canceŕıgenas têm de possúırem perfis morfológicos e

epigenéticos distintos, incluindo morfologia celular, expressão dos genes, metabolismo,

motilidade, proliferação e potencial metastático [5]. Essa heterogeneidade pode ser tanto

intratumoral, ou seja, as propriedades de cada célula variam dentro do tumor primário

de um mesmo paciente, quanto intertumoral, quando propriedades celulares distintas são

observadas entre diferentes pacientes com o mesmo tumor [5][6].

1.2 Câncer do Endométrio

Dados epidemiológicos da Agência Internacional de Pesquisa em Câncer da Orga-

nização Mundial da Saúde (OMS) mostram que o Câncer do Endométrio (CE) abrange

4,8% da incidência mundial de câncer, e 2,1% da taxa de mortalidade relacionada a câncer

[7]. O CE, a segunda forma mais comum de tumor ginecológico se considerarmos páıses

desenvolvidos e subdesenvolvidos [8], é uma doença que ocorre quando há uma divisão

descontrolada das células do endométrio, mucosa que reveste a face interna do útero,

formando um tumor na região [9]. O sintoma mais comum é uma hemorragia vaginal

não associada ao peŕıodo de menstruação [9]. Outros sintomas incluem dor ou dificulda-

des ao urinar, dor durante relações sexuais, dor na região pélvica e sangramento vaginal

pós-menopausa. A maioria dos casos de CE ocorre em mulheres na menopausa [10].

Dentre os fatores de risco endógenos para o desenvolvimento do CE estão obesidade,

envelhecimento, menarca precoce e menopausa tardia, nunca ter se reproduzido, histórico

de câncer de mama e diabetes mellitus [11]. Já os fatores exógenos incluem terapia com

tamoxifeno - medicamento modulador dos receptores de estrógeno, geralmente utilizado

para tratamento de câncer de mama [12][13] - fatores dietéticos, exposição à radioterapia,

e altos ńıveis de estrogênio [14]. O CE pode ser classificado de acordo com suas carac-

teŕısticas histopatológicas: carcinoma, quando se origina em células epiteliais glandulares

do endométrio; sarcoma, quando as células de origem são não-glandulares do tecido con-

juntivo do endométrio (para revisão, veja [15]). Já os carcinomas endometriais podem

ser classificados de acordo com suas caracteŕısticas cĺınicas e endócrinas: carcinomas do

tipo I são dependentes de estrogênio e associados a hiperplasia endometrial; carcinomas

do tipo II são independentes de estrogênio e associados com atrofia endometrial (para

revisão, veja [15]).

A classificação de tumores quanto a estágios visa o agrupamento de pacientes através

das caracteŕısticas do tumor (se está muito avançado ou se recém iniciou), padronizando

a escolha do tratamento mais adequado. As classificações mais utilizadas atualmente

para o CE são o sistema TNM e a proposta em 2009 pela Federação Internacional de

Ginecologia e Obstetria (FIGO) (tabela 1) e ambas baseiam-se no tamanho do tumor, se

ele já se espalhou para nódulos linfáticos próximos ou se ele já se espalhou para diferentes

tecidos [16] [17]. A cirurgia retirando tanto as trompas de falópio quanto os ovários é o
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tratamento padrão para CE quando no estágio 1 e é efetiva na maioria dos casos [18]. Para

estágios mais avançados, a cirurgia seguida de tratamentos como radiação, quimioterapia

ou uma combinação dos dois pode ser o mais recomendado.

Tabela 1: Estágios do CE de acordo com a classificação da FIGO de 2009.

Estágio Descrição

I Está crescendo dentro do útero, talvez atingindo glândulas da cervical,
mas não o tecido conjuntivo. Ainda não se espalhou para os nódulos
linfáticos nem para tecidos distantes.

IA Atingiu o endométrio e pode estar quase no miométrio. Ainda não se
espalhou para os nódulos linfáticos nem para tecidos distantes.

IB Já invadiu o miométrio, mas ainda não se espalhou para fora do útero.
Ainda não se espalhou para os nódulos linfáticos nem para tecidos
distantes.

II Está se espalhando para os tecidos conjuntivos da cervical, mas ainda
não saiu do útero. Ainda não se espalhou para os nódulos linfáticos
nem para tecidos distantes.

III Já se espalhou para fora do útero, mas ainda não atingiu o reto ou a
bexiga urinária. Ainda não se espalhou para os nódulos linfáticos nem
para tecidos distantes.

IIIA Se espalhou pela serosa do útero, e/ou para as trompas de falópio ou
ovários. Ainda não se espalhou para os nódulos linfáticos nem para
tecidos distantes.

IIIB Se espalhou pela vagina ou tecidos ao redor do útero (paramétrio).
Ainda não se espalhou para os nódulos linfáticos nem para tecidos
distantes.

IIIC1 Está crescendo dentro do útero. Pode ter se espalhado para tecidos
próximos, mas ainda não está dentro do reto ou bexiga. Já atingiu
nódulos linfáticos da pélvis, mas não atingiu a aorta ou tecidos dis-
tantes.

IIIC2 Está crescendo dentro do útero. Pode ter se espalhado para tecidos
próximos, mas ainda não está dentro do reto ou bexiga. Se espalhou
para nódulos linfáticos ao redor da aorta, mas não atingiu tecidos
distantes.

IVA Já atingiu a superf́ıcie do reto ou a mucosa da bexiga. Pode ou não
ter atingido nódulos linfáticos próximos, mas não atingiu tecidos dis-
tantes.

IVB Pode estar com qualquer tamanho. Atingiu nódulos linfáticos ingui-
nais e tecidos distantes, e pode ou não ter se espalhado para outros
nódulos linfáticos.
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1.3 ncRNAs e seu papel no Câncer de Endométrio

Múltiplos estudos mostraram o potencial de diferentes microRNAs (miRNAs) como bi-

omarcadores de prognósticos e diagnósticos em uma variedade de cânceres [15][19][20][21],

incluindo CE [22]. miRNAs são RNAs não codificantes (ncRNAs) que regulam negativa-

mente a expressão ao induzir RNAs mensageiros (mRNAs) para degradação ou repressão

traducional após ligarem-se à 3’UTR (para revisão, veja [23][24]). Em câncer, seu papel

pode ser tanto de supressor tumoral, como promotor do crescimento (oncomiRNAs) [22].

Outra classe de RNAs não codificantes, os ncRNAs de cadeia longa (lncRNAs), possuem

mais que 200 pares de base e são moléculas com múltiplas funções que não podem ser

inferidas pela sua sequência. Uma das funções, dentre outras, inclui organização da cro-

matina (abertura e fechamento) afetando a expressão gênica [25][26]. A grande maioria

dos lncRNAs é formada por RNAs intergênicos longos não condificantes (lincRNAs) [27],

que estão localizados entre genes codificadores de protéına, sem haver sobreposição [28].

Em CE, o lncRNA HOTAIR está altamente expresso [29] e contribui para a resistência

induzida por cisplatina ao inibir a autofagia [25]. O silenciamento da expressão in vivo

do HOTAIR suprimiu significativamente a tumorigênese endometrial e levou a tumores

menores [30][31]. Outro lncRNA, o MALAT1, está superexpresso durante a hiperplasia

endometrial e o carcinoma endometrial inicial, no entanto, sua expressão é significativa-

mente menor em estágios avançados, bem como no estágio metastático da doença [32].

1.4 RNA-seq e análises in silico de transcriptomas

Com o recente avanço das técnicas de sequenciamento de genomas e com o desenvolvi-

mento do Sequenciamento de Nova Geração (NGS), muitas possibilidades e caminhos se

abriram, tendo ińıcio a era genômica em larga escala. Várias plataformas de NGS estão

dispońıveis e o RNA-seq (do inglês RNA sequencing) é um exemplo de técnica que aplica

essas plataformas para análise de transcriptoma. Transcriptoma refere-se ao conjunto

total de transcritos (incluindo mRNAs e ncRNAs como miRNAs) de uma célula e suas

quantidades em um determinado instante, representando assim uma ”foto”do conjunto de

transcritos do momento estudado [33]. Esse tipo de análise permite identificar e caracte-

rizar os transcritos quanto a ńıveis de expressão, inferir modificações pós-transcricionais,

como padrão diferente de splicing e encontrar mutações e SNPs [34]. Todos os even-

tos biológicos que ocorrem dentro de uma célula são governados, principalmente, por

mudanças de expressão de genes importantes, e essa habilidade de ativar e reprimir a

expressão dos genes é um fator importante para regular todas as funções e atividades

biológicas [33][35]. Tendo em mãos o perfil de expressão de uma célula e os softwares

necessários, é posśıvel realizar a quantificação das modificações dos ńıveis do transcrito
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em diferentes ambientes ou situações em que se encontra (análises de expressão diferen-

cial) [36], como, por exemplo, encontrar transcritos diferencialmente expressos em célula

de tecido atingido por tumor em relação ao mesmo tecido saudável. Portanto, análises

de transcriptoma tornaram-se uma ferramenta important́ıssima na identificação de genes

ou grupos de genes que desempenham papel chave no desenvolvimento de doenças e de

marcadores de diagnóstico e prognóstico.

1.5 O The Cancer Genome Atlas

O NGS permite que grandes quantidades de dados de sequenciamento sejam gerados

a cada ano e, boa parte delas, é depositada em bancos de dados públicos. O The Cancer

Genome Atlas (TCGA), uma colaboração entre o National Cancer Institute (NCI) e

o National Human Genome Research Institute (NGHRI), é um exemplo de banco de

dados que já gerou mapas multidimensionais das mudanças genômicas chave de 33 tipos

diferentes de tumores, dentre eles, o CE. O TCGA possui mais de 2 petabytes de dados

genômicos publicamente dispońıveis [37] para pesquisadores que podem utilizar todas

essas informações, juntamente com seus conhecimentos, através de análises in silico, para

melhorar a prevenção, tratamento e diagnóstico do câncer. Todos os dados utilizados

neste trabalho foram provenientes deste banco de dados.
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2 Hipótese

Dada a disponibilidade de dados referentes ao câncer de endométrio, o impacto e in-

cidência deste tipo de câncer na saúde, a heterogeneidade dos tumores, e a relevância de

ncRNAs no âmbito do câncer revelada em estudos recentes [15][19][20][21], nossa hipótese

é de que os perfis de expressão de ncRNAs, considerando-se amostras provenientes de

pacientes que possuem seu transcriptoma caracterizado para tumor primário (TP) e NT

(tecido adjacente ao tumor, considerado normal) podem fornecer assinaturas genômicas

(perfis de expressão) que possibilitem a caracterização e detecção de alvos com poten-

cial de diferenciar os dois grupos (TP e NT) e, ao mesmo tempo, sirvam para futuros

experimentos que visem afetar a homeostase do tumor.
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3 Objetivos

O objetivo geral do trabalho é detectar potenciais alvos que possam servir como regu-

ladores da homeostase do CE, com o foco em ncRNAs, e utilizando os dados de expressão

gênica total e dados de expressão de miRNAs. Estes dados estão publicamente dispońıveis

no banco de dados do TCGA.

3.1 Objetivos Espećıficos

1. Análise da expressão gênica diferencial total (mRNAs, pre-miRNAs e lncRNAs) de

amostras tumorais (TP) em relação à amostras do tecido adjacente ao CE (NT);

2. Análise da expressão diferencial de miRNAs de amostras de TP e NT de CE;

3. Detectar potenciais interações entre os genes diferencialmente expressos (mRNA,

lncRNA, pre-miRNA e miRNA) através de redes de co-expressão.
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4 Materiais e Métodos

No TCGA estão dispońıveis dados de expressão gênica de CE (projeto UCEC) ob-

tidos através de RNA-seq utilizando a plataforma Illumina HiSeq, da versão hg38 do

genoma humano. O download dos dados de expressão das amostras e as análises foram

feitos utilizando-se o software R (v. 3.4.0) [38], seguindo o pipeline de análise do pacote

TCGABiolinks (v 2.7.1) [39], dispońıvel no repositório digital Bioconductor [40]. Foram

realizadas análises de expressão diferencial e de co-expressão. Essas análises ainda fo-

ram divididas em etapas, que divergiram nos valores de corte estat́ıstico (Fig. 1). Os

posśıveis alvos encontrados foram utilizados para gerar modelos de classificação que in-

dicam o potencial de acerto da variável (expressão de um determinado gene) através de

análises de Caracteŕıstica de Operação do Receptor (do inglês Receiver Operating Cha-

racteristic, ROC). Abaixo, estão detalhados os métodos utilizados para o cumprimento

de cada análise.

RNA Total

Normalização

Checagem de outliers

TCGA 
Projeto UCEC 

Filtragem

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 (somente lncRNAs)

Expressão Diferencial

5 < logFC < -5 
FDR < 0,01 

Curvas ROC 
(AUC > 0,7) 

=

2 < logFC < -2 
FDR < 0,01 

Rede de correlação 
(R < -0.8 | p < 0,01) 

1 < logFC < -1 
FDR < 0,01 

Rede de correlação 
(0,8 < R < -0,8 | p < 0,01) 

=

Filtragem

miRNA

Figura 1: Fluxograma das análises. Os dados de RNA Total passam por três processos anteriores
à análise de expressão diferencial, ao contrário dos dados de miRNA, que passam apenas pela
filtragem. O trabalho foi dividido em 3 etapas que divergiram nos valores de corte estat́ıstico
durante as análises de expressão diferencial.



17

4.1 Pré-processamento dos dados

Primeiramente, foi definida uma query para o download das amostras, através da

função GDCquery. Para os dados de RNA total (mRNA, RNA ribosomal, lncRNAs,

pré-miRNAs), os parâmetros utilizados nessa função foram project = ”TCGA-UCEC”,

data.category = ”Gene Expression Quatification”, workflow.type = ”HTSeq - FPKM-UQ”

e legacy = FALSE. Para os dados de miRNA, os parâmetros foram project = ”TCGA-

UCEC”, data.category = ”miRNA Expression Quatification”, e legacy = FALSE. Estes

dados estão dispońıveis separadamente pelo fato de que miRNAs não são detectados

quando se faz uma análise de expressão de RNA Total devido ao tamanho muito pequeno

do transcrito, sendo necessário fazer uma filtração diferente das amostras para analisar a

expressão de miRNAs. Após, foi feito o download dos dados harmonizados de CE (hg38)

do TCGA usando a função GDCdownload com a query definida anteriormente como

parâmetro, e com method = ”api”. Após o download, a função GDCprepare preparou a

query de acordo com o tipo de dado a ser analisado. Foi feita uma seleção para que fossem

utilizados somente pacientes que possúıssem amostras tanto de TP, quanto de NT, para

melhor comparação da diferença de expressão.

As amostras de RNA total selecionadas passaram por checagem de outliers com a

função TCGAanalyze Preprocessing. Todas as amostras apresentaram correlação de Spe-

arman maior ou igual a 0,8, sendo mantidas nas análises subsequentes. Depois, a função

TCGAanalyze Normalization foi utilizada duas vezes para a normalização das amostras a

partir do conteúdo GC com o parâmetro method = ”gcContent” e, depois, a partir do com-

primento de genes com method = ”geneLength”, ambas utilizando também o parâmetro

geneInfo = ”geneInfoHT”. Em seguida, a função TCGAanalyze Filtering realizou a filtra-

gem por quantile, como recomendado por Bullard e colaboradores [41], com o parâmetro

method = ”quantile”.

O pré-processamento das amostras de miRNA é mais curto, uma vez que elas passam

apenas pelo passo da filtragem por quantile. Ainda foi feita uma análise de correlação das

amostras após a filtragem e todas apresentaram correlação maior que 0,7.

4.2 Análises de Expressão Diferencial

As análises de expressão diferencial do RNA total e de miRNAs das amostras de TP

em relação as amostras de NT foram feitas com a função TCGAanalyze DEA, utilizando

como parâmetros os valores de corte de FDR e logFC especificados à seguir, e method =

”glmLRT”. Os resultados foram visualizados através de volcano plots e de heat maps. Os

heat maps de expressão foram plotados utilizando a função heatmap.2 do pacote gplots

(v. 3.0.1) [42]. Foram realizados clustering hierárquicos utilizando-se o pacote pvclust

(v. 2.0-0) [43] para a visualização e noção estat́ıstica do agrupamento das amostras.

Os parâmetros utilizados na contrução do cluster foram method.dist = ”correlation”,
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method.hclust = ”complete” e nboot = 1000, assim, o método de distância utilizado foi o de

correlação da expressão das amostras, para um clustering completo com 1000 bootstraps.

4.3 Análises de Correlação de Expressão

Para os transcritos diferencialmente expressos selecionados, foi realizada uma análise

de correlação Spearman para detectar quais RNAs regulatórios estão negativamente e

positivamente correlacionados com outros RNAs. As correlações selecionadas foram uti-

lizadas como entrada para a construção de redes de correlação no Cytoscape (v. 3.5.1)

[44].

4.4 Cortes Estat́ısticos

Estre trabalho foi subdividido em etapas devido a dificuldade de se encontrar um

número de transcritos viável para a construção e análise de uma rede de correlação,

como era parte do objetivo. Em cada etapa, diferentes cortes estat́ısticos foram pro-

postos visando a diminuição de transcritos diferencialmente expressos que apresentavam

significância estat́ıstica.

4.4.1 Etapa 1

Na primeira etapa, foram considerados significativos estatisticamente transcritos di-

ferencialmente expressos que apresentavam um log2 fold change (logFC) maior que 1 e

menor que -1, e um false discovery rate (FDR) menor que 0,01. Do RNA total, apenas os

mensageiros (mRNAs), pré-miRNAs e lncRNAs que se encaixavam nesses quesitos segui-

ram para análises de correlação. Todos os miRNAs diferencialmente expressos significati-

vamente seguiram para as análises. Ainda foram realizadas análises de enriquecimento dos

genes diferencialmente expressos com a função TCGAanalyze EAcomplete que foram vi-

sualizadas em gráfico de barras com a função TCGAvisualize EAbarplot, respectivamente.

Nas análises de correlação, foram aceitas as interações com valor de correlação (r) menor

que -0,8 e maior que 0,8, e valor de p menor que 0,05 como significativas estatisticamente

para a construção de uma rede.

4.4.2 Etapa 2

Na segunta tentativa, seguiram para as análises de correlação apenas os mRNAs, pré-

miRNAs, lncRNAs e miRNAs que apresentaram logFC entre 2 e -2, e FDR menor que

0,01. Foram selecionadas apenas as correlações negativas com valor de r menor que -0,8.

A tabela de correlações ainda foi filtrada para que só seguissem para a construção da rede

as interações entre lncRNAs e RNAs.
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4.4.3 Etapa 3

Nesta etapa, o objetivo de construir uma rede de correlação foi temporariamente

abandonado, e o foco voltou-se à validação de posśıveis descritores de condição. Para

isso, apenas os lncRNAs que obtiveram um logFC maior que 5 e menor que -5 juntamente

com um FDR menor que 0,01 na análise de expressão diferencial foram considerados.

Para estes, foi feita a construção de sua curva ROC.

4.5 Curva ROC

Análises ROC são utilizadas na área cĺınica para quantificar a qualidade com que

determinado teste ou sistema discriminou entre dois estados: doente e saudável [45].

Neste trabalho, essa análise foi aplicada nos lncRNAs que estavam mais diferencialmente

expressos (logFC maior que 5 e menor que -5) entre o tecido tumoral e o tecido normal,

ou seja, os que possúıam maiores condições para desempenhar o papel de marcadores do

câncer. Os resultados da análise são visualizados em gráficos da curva ROC, gerados com

o auxilio do pacote pRoc [46]. O ı́ndice de precisão utilizado foi a área abaixo da curva

(AUC), sendo o valor aceitável maior que 0,7.

Os gráficos gerados estão baseados na noção de escala de separação, nos quais os

resultados da média de expressão do transcrito para o tecido tumoral e normal formam

um par de distribuições sobrepostas. A completa separação entre as duas distribuições

implica numa discriminação perfeita dos dois estados. Já uma completa sobreposição

implica em não discriminação.

A área abaixo da curva (AUC) tem valor máximo de 1 e é uma medida de precisão que

combina a sensibilidade e a especificidade, descrevendo a qualidade do marcador predito

[47]. Neste trabalho, foram considerados bons marcadores aqueles que obtiveram uma

AUC acima de 0,7.
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5 Resultados

Com o download dos dados, foram obtidas 587 amostras de RNA total e 579 amos-

tras de miRNA. Buscamos apenas as amostras TP e NT vindas do mesmo paciente e

presentes tanto nos dados de miRNA quanto nos dados de RNA total. Com isso, ao final

dessa filtragem, restaram 21 indiv́ıduos (21 amostras de TP e 21 amostras de NT) que

seguiram para as análises. As amostras variaram entre o estágio e o tipo do câncer. Foi

encontrado um total de 55.199 transcritos (considerando-se isoformas de mRNA, lncRNA

e pré-miRNA) e 1.881 miRNAS.

5.1 Normalização das Amostras de RNA Total

As amostras de RNA total, primeiramente, passaram pelo passo de checagem de outli-

ers, observando-se que apresentaram correlação maior ou igual a 0,8 (Apêndice A). Estas,

seguiram para o processo de normalização, que demonstrou-se eficaz, uma vez que as

amostras não estão apresentando grandes variações em relação à mediana (Fig. 2).

2
4

6
8

Amostras

lo
g1

0 
(F

PK
M

)

Figura 2: Boxplot após a normalização das amostras de RNA Total. Em azul, as amostras de
tumor primário (TP), em vermelho, as amostras do tecido adjacente (NT). As linhas pontilhadas
indicam os desvios dos valores de expressão.
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5.2 Checagem da Correlação das Amostras de miRNA

A checagem da correlação das amostras de miRNA, feita após a filtragem, demonstrou

que elas não apresentaram grandes variações em relação à mediana (Fig. 3). Todas as

amostras apresentaram correlação maior ou igual a 0,7 (Apêndice B).
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Figura 3: Boxplot após a filtragem das amostras de miRNA. Em azul, as amostras de tumor
primário (TP), em vermelho, as amostras do tecido adjacente (NT). As linhas pontilhadas
indicam os desvios dos valores de expressão.

5.3 Etapa 1

5.3.1 Expressão Diferencial de RNA Total

Dos 55.199 transcritos iniciais, 2.506 foram identificados como diferencialmente ex-

pressos em TP em relação a NT, considerando-se um valor de FDR de 0,01, e um logFC

menor que -1 para os pouco expressos, e maior que 1 para os mais expressos (Fig. 4).

Desses, 1.265 estão mais expressos em TP.
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Figura 4: Volcano plot da análise de expressão diferencial do RNA Total em tumor primário
(TP) com relação ao tecido adjacente (NT). Em azul claro, transcritos mais expressos com logFC
maior que 1. Em azul escuro, transcitos mais expressos com log2 de Fold Change (logFC) maior
que 2. Em vermelho claro, transcritos pouco expressos com logFC menor que -1. Em vermelho
escuro, transcritos pouco expressos com logFC menor que -2. A linha horizontal roxa representa
o corte em 1 no eixo do log10(FDR). As linhas verticais cinzas representam os cortes no eixo
do logFC em -1 e 1. As linhas verticias verdes representam os cortes no eixo do logFC em -2 e
2.

O heat map de expressão dos 50 transcritos mais diferencialmente expressos (Fig. 5)

revelou uma ńıtida separação dos dois grupos de amostras: TP e NT. Para comprovação

estat́ıstica da separação dos grupos, foi constrúıdo um dendrograma (Fig. 6).
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Figura 5: Heat map da expressão dos 50 transcritos mais diferencialmente expressos da etapa 1
(RNA Total, logFC maior que 1 e menor que -1, FDR menor que 0,01). Em azul, o agrupamento
das amostras de tecido adjacente (NT) e em vermelho, o agrupamento das amostras de tumor
primário (TP).
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Figura 6: Clusterização hierárquica representando a separação das amostras dos grupos tumor
primário (TP) e tecido adjacente (NT), considerando-se os 50 transcritos mais diferencialmente
expressos da etapa 1 (RNA Total, logFC maior que 1 e menor que -1, FDR menor que 0,01).
Os valores em vermelho (au) representam o suporte de grupo. Valores de au maiores ou iguais
a 95 foram considerados estatisticamente significativos. Os valores em verde (bp) representam o
suporte de bootstrap. Em cinza (edge) os limites dos ramos. Os quadrados vermelhos destacam
os maiores grupos estatisticamente significativos.

O resultado da análise de ontologia gênica pode ser visualizado na figura 7. Esta

análise indicou que os transcritos diferencialmente expressos estão atuando em processos

biológicos como o processo catabólico do DNA e na regulação negativa da organização

das organelas.



25

GO:Biological Process

−log10(FDR)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

regulation of blood vessel size (n=8)

regulation of tube size (n=8)

cholesterol metabolic process (n=12)

fatty acid catabolic process (n=5)

fatty acid beta−oxidation (n=5)

sequestering of actin monomers (n=3)

negative regulation of transferase activity (n=10)

peptide hormone processing (n=4)

DNA catabolic process (n=9)

negative regulation of organelle organization (n=6)

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
GO:Cellular Component

−log10(FDR)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

extracellular region part (n=39)●

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

GO:Molecular Function

−log10(FDR)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

organic anion transmembrane transporter activity (n=4)

cofactor binding (n=17)

purine nucleotide binding (n=108)

acyl−CoA dehydrogenase activity (n=5)

ATP binding (n=88)

drug binding (n=9)

adenyl ribonucleotide binding (n=89)

nucleoside binding (n=96)

purine nucleoside binding (n=96)

adenyl nucleotide binding (n=96)

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Pathways

−log10(FDR)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Complement System (n=8)

Bile Acid Biosynthesis, Neutral Pathway (n=5)

●

●

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

DEA genes Normal Vs Tumor2 (nRG = 2506)

Figura 7: Resultado da análise de ontologia gênica dos transcritos diferencialmente expressos da
etapa 1. A linha vermelha representa a taxa de transcritos diferencialmente expressos encontra-
dos para via em relação ao número total de genes para aquela via espećıfica. Dentro de cada
barra, n é o número de transcritos. Os tamanhos das barras estão de acordo com o logaŕıtimo
na base 10 do valor de FDR de cada via/ontologia enriquecida.

5.3.2 Expressão Diferencial de miRNA

Dos 1.881 miRNAs iniciais, 680 estavam diferencialmente expressos nas amostras de

tecido tumoral em relação às amostras de tecido normal adjacente, considerando um FDR

de 0,01 e um logFC menor que -1 para os pouco expressos, e maior que 1 para os mais

expressos (Fig. 8). Desses, 620 estavam mais expressos em TP.
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Figura 8: Volcano plot da análise de expressão diferencial dos microRNAs em tumor primário
(TP) com relação ao tecido adjacente (NT). Em azul claro, os miRNAs mais expressos com log2
Fold Change (logFC) maior que 1. Em azul escurto, os miRNAs mais expressos com logFC
maior que 2. Em vermelho claro, os miRNAs pouco expressos com logFC menor que -1. Em
vermelho escuro, os miRNAs pouco expressos com logFC menor que -2. A linha horizontal roxa
representa o corte em 1 no eixo de −log10(FDR) (FDR menor que 0,01). As linhas verticais
cinzas representam os cortes no eixo do logFC em -1 e 1. As linhas verticais verdes representam
os cortes no eixo do logFC em -2 e 2.

O heat map de expressão dos 50 transcritos mais diferencialmente expressos (Fig. 9)

revelou uma ńıtida separação dos dois grupos de amostras: TP e NT. Para comprovação

estat́ıstica da separação dos grupos, foi constrúıdo um dendrograma. Nesta análise, uma

das amostras do grupo NT agrupou com amostras TP (Fig. 10), pois, diferentemente

do dendrograma gerado no heatmap, foi utilizada uma distância baseada em correlação.

Foram gerados três grupos estatisticamente significativos (suporte de grupo maior que

95%) sendo um deles composto apenas por amostras NT.
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Figura 9: Heat map da expressão dos 50 miRNAs mais diferencialmente expressos da etapa 1
(miRNA, logFC maior que 1 e menor que -1, FDR menor que 0,01). Em azul, o agrupamento
das amostras de tecido adjacente (NT) e em vermelho, o agrupamento das amostras de tumor
primário (TP).
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Figura 10: Clusterização hierárquica representando a separação das amostras dos grupos tumor
primário (TP) e tecido adjacente (NT), considerando-se os 50 miRNAs mais diferencialmente
expressos da etapa 1 (miRNA, logFC maior que 1 e menor que -1, FDR menor que 0,01). Os
valores em vermelho (au) representam o suporte de grupo. Valores de au maiores ou iguais a
95 foram considerados estatisticamente significativos. Os valores em verde (bp) representam o
suporte de bootstrap. Em cinza (edge) os limites dos ramos. Os quadrados vermelhos destacam
os maiores grupos estatisticamente significativos.

5.3.3 Análise de Correlação entre os transcritos

A análise de correlação de Spearman apresentou 11.581 correlações com valor de r

acima de 0,8 e abaixo de -0,8 e valor de p menor que 0,01. A construção de uma rede

para melhor visualização e identificação de transcritos reguladores tornou-se inviável. Foi

feito um corte estat́ıstico ainda mais rigoroso numa tentativa de reduzir o número de

transcritos que entrariam para a rede de correlações durante a Etapa 2, descrita à seguir.
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5.4 Etapa 2

5.4.1 Expressão Diferencial de RNA Total

Nesta etapa, foi considerado um FDR de 0,01 e um logFC menor que -2 para os

menos expressos em TP, e maior que 2 para os mais expressos em TP (Fig. 4). Foi um

total de 1.208 diferencialmente expressos em tecido tumoral em relação ao tecido normal

adjacente. Desses, 567 estão mais expressos em TP.

O heat map de expressão dos 50 transcritos mais diferencialmente expressos (Fig. 11)

revelou uma ńıtida separação dos dois grupos de amostras: TP e NT. Para comprovação

estat́ıstica da separação dos grupos, foi constrúıdo um dendrograma (Fig. 12).
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Figura 11: Heat map da expressão dos 50 transcritos mais diferencialmente expressos da etapa 2
(RNA Total, logFC maior que 2 e menor que -2, FDR menor que 0,01). Em azul, o agrupamento
das amostras de tecido adjacente (NT) e em vermelho, o agrupamento das amostras de tumor
primário (TP).
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Figura 12: Clusterização hierárquica representando a separação das amostras dos grupos tumor
primário (TP) e tecido adjacente (NT), considerando-se os 50 transcritos mais diferencialmente
expressos da etapa 2 (RNA Total, logFC maior que 2 e menor que -2, FDR menor que 0,01).
Os valores em vermelho (au) representam o suporte de grupo. Valores de au maiores ou iguais
a 95 foram considerados estatisticamente significativos. Os valores em verde (bp) representam o
suporte de bootstrap. Em cinza (edge) os limites dos ramos. Os quadrados vermelhos destacam
os maiores grupos estatisticamente significativos.

5.4.2 Expressão Diferencial de miRNA

Dos 1.881 miRNAs iniciais, 514 estavam diferencialmente expressos nas amostras de

tecido tumoral em relação às amostras de tecido normal adjacente, considerando um FDR

de 0,01 e um logFC menor que -2 para os pouco expressos, e maior que 2 para os mais

expressos (Fig. 8). Desses, 485 estavam mais expressos em TP.

A expressão dos 50 miRNAs mais diferencialmente expressos (Fig. 13) revelou uma

ńıtida separação dos dois grupos de amostras: TP e NT. Para comprovação estat́ıstica,

foi constrúıda uma árvore de clusterização (Fig. 14). Apesar de haver dois grandes
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grupos, cada um composto por amostras TP ou NT, estes fazem parte de um grupo

maior, estatisticamente aproximadas, uma vez que o suporte de seus respectivos grupos

é menor que 95%. Um terceiro grupo, composto por três amostras TP destacou-se do

grupo maior.
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Figura 13: Heat map da expressão dos 50 miRNAs mais diferencialmente expressos da etapa 2
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Figura 14: Clusterização hierárquica representando a separação das amostras dos grupos tumor
primário (TP) e tecido adjacente (NT), considerando-se os 50 miRNAs mais diferencialmente
expressos da etapa 2 (miRNAs, logFC maior que 2 e menor que -2, FDR menor que 0,01). Os
valores em vermelho (au) representam o suporte de grupo. Valores de au maiores ou iguais a
95 foram considerados estatisticamente significativos. Os valores em verde (bp) representam o
suporte de bootstrap. Em cinza (edge) os limites dos ramos. Os quadrados vermelhos destacam
os maiores grupos estatisticamente significativos.

5.4.3 Análise de Correlação entre os transcritos

Nesta nova tentativa de visualização das correlações entre os transcritos diferencial-

mente expressos, foram selecionadas somente as interações com valor de r abaixo de -0,8,

uma vez que correlações positivas, neste caso, não são de interesse, já que os miRNAs

reguladores, em sua maioria, são repressores. Ou seja, as correlações positivas não apre-

sentariam potencial de representar a regulação da expressão gênica. No entanto, o número

de correlações continuou alto, 971, tornando, novamente, muito complicada a análise e

visualização da rede (Apêndice C). Assim, o objetivo de construção de uma rede de cor-
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relação para a identificação de reguladores em vias metabólicas bem determinadas foi

impossibilitado, como está descrito à seguir na etapa 3.

5.5 Etapa 3

Nesta etapa, o foco foi a identificação dos lncRNAs que teriam maior possibilidade

de servir como assinatura molecular diferenciando o CE da condição normal. Para isso,

era necessário analisar os transcritos mais diferencialmente expressos. Dos sete lncRNAs

selecionados (logFC maior que 5 e menor que menos 5), dois estavam menos expressos em

TP: LINC00870 e LINC01269. Os cinco restantes estavam mais expressos em TP: BSN-

AS2, CASC22, LINC01185, MIAT e RAD21-AS1. Para estes transcritos, foi gerada uma

curva ROC. O CASC22 foi o único lncRNA que satisfez nosso critério de significância

estat́ıstica, com uma AUC de 0,728 e um intervalo de confiança de 95% entre 0,563 e

0,893 (Fig. 15). Todos os demais obtiveram uma AUC abaixo de 0,7 (Apêndice D).
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Figura 15: Curva ROC do lncRNA CASC22 destacando-se o valor de AUC. No eixo y, a
sensitividade (fração dos verdadeiros positivos). No eixo x, a 1-especificidade (fração dos falsos
negativos).
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6 Discussão

Uma forte correlação e uma boa normalização reduzem consideravelmente a possibi-

lidade de que os transcritos apontados como diferencialmente expressos entre TP e NT

estejam nessa condição devido a artefatos experimentais. Adicionalmente, a utilização

de amostras TP e NT do mesmo paciente proporciona equiĺıbrio na heterogeineidade das

amostras, evitando que sejam analisadas amostras com expressão excessivamente elevadas

ou reduzidas sem seu respectivo controle de comparação. Além disso, reduz a possibili-

dade de influência de fatores externos às variações encontradas, de forma que para cada

amostra normal existe uma tumoral sujeita às mesmas condições. Assim, a variação na

expressão gênica pode ser confiavelmente relacionada às influências do ambiente tumoral.

No entanto, o alto número de transcritos diferencialmente expressos, mesmo quando foi

aplicado um corte mais ŕıgido (logFC maior que 2 e menor que -2), resultou em um vo-

lume de dados que impossibilitou uma análise mais restrita sobre as funções desses genes

e como eles interagem entre si, o que dificultou as visualizações das redes de co-expressão

e a detecção de vias metabólicas diretamente relacionadas às ações dos RNAs reguladores.

Grande parte da literatura que diz respeito ao perfil de expressão no CE faz a com-

paração entre os diferentes subtipos do câncer, ao invés de dar enfoque à diferença de

expressão no tumor em relação ao tecido normal (como exemplo, veja [48][49][50]). Nos

trabalhos que analisaram TP e NT, foi observado um elevado número de transcritos dife-

rencialmente expressos [51][52]. Risinger e colaboradores [51] observaram 6.168 transcritos

diferencialmente expressos, considerando-se os mRNAs em amostras de tumor em estágio

inicial, porém consideraram apenas análises de teste T utilizando um corte de p menor que

0,05. Realizando um corte de FDR como neste trabalho de conclusão (FDR menor que

0,01), esse número cai para 5.293 transcritos. Quando comparados com os 2.506 trans-

critos de RNA Total encontrados na etapa 1 do presente trabalho, foram observados 291

transcritos em comum. A comparação com os 1.208 transcritos diferencialmente expressos

observados na etapa 2 resultou em 134 em comum. Saghir e colaboradores [52], com dados

gerados por análise microarranjo, observaram um total de 621 genes diferencialmente ex-

pressos com um logFC maior que 2 e menor que -2 entre tecido tumoral e normal. Desses,

146 estavam mais expressos e 476 menos expressos no tumor em relação ao tecido nor-

mal. Em nossos dados, a minoria, 567, também estava mais expressa, enquanto que 641

estavam menos expressos. A soma dessas informações indica que as amostras individuais

apresentam grande heterogeneidade e pouca sobreposição entre os trabalhos relacionados

a CE comparando-se os tecidos tumorais e normais.

Os miRNAs miR-93, miR-205, miR-944 e miR-145, que foram observados altamente

expressos em CE em diversos trabalhos [53][54][55][56], também estavam na mesma condição

na presente análise. Em contraste ao observado por Gong e colaboradores [57], o miRNA-

194 cuja baixa expressão está associada a um prognóstico ruim, encontrou-se altamente
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expresso em nossas análises, apesar de que não foram realizadas correlações com os

prognósticos dos pacientes. Os miRNAs mir-183, mir-182, mir-429, mir-135b e mir-200a

estão mais expressos tanto nas nossas análises, como no trabalho realizado por Jurcevic

e colaboradores [58]. Estes autores também apontaram que os miRNAs miR-1247, miR-

424-3p, miR-376c, miR-542-5p e miR-377 estão menos expressos em CE, bem como foi

observado em nosso trabalho.

Curiosamente, os lncRNAs mais citados na literatura como mais expressos durante o

CE, MALAT1, HOTAIR, OVAL, H19 e SRA (para revisão, veja [29][32][59]) não foram

observados neste trabalho. Quando foram selecionados diretamente os lncRNAs que apre-

sentavam expressão diferencial com logFC maior que 5 para os mais expressos e menor

que -5 para os pouco expressos, foi posśıvel construir a curva ROC para os 7 lncRNAs

mais diferencialmente expressos encontrados. Aplicando um corte de AUC maior que 0,7

apara garantir uma boa confiabilidade do resultado, apenas o CASC22 foi considerado

um bom regulador da homeostase do CE, com uma AUC de 0,728. Também conhecido

como ”Gene de Suscetibilidade a Câncer 22”, o CASC22 é um lincRNA localizado no

cromossomo 16, que está mais expresso nas amostras de CE, com um logFC de 5,21. Em

2014, ele foi associado ao aumento significativo do risco de Câncer de Mama quando há

a troca da base C pela base T na posição rs12325489C>T, uma vez que essa mudança

destrói o śıtio de ligação do miRNA-370, influenciando na atividade transcricional do

CASC22, como revelado por análises bioqúımicas in vitro e in vivo [60]. No arquivo MAF

(do inglês Mutation Anotation File) obtido a partir do TCGA, utilizando o hg38 como

referência, o CASC22 não apresentou mutação no CE. Já o miRNA-370 não apresentou

variação estatisticamente significativa em sua expressão no CE.
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7 Conclusões e Perspectivas

Pode-se concluir que as amostras individuais de CE apresentam grande heterogenei-

dade e pouca sobreposição entre os trabalhos presentes na literatura. Grande parte das

pesquisas relacionadas ao perfil de expressão do CE tem enfoque na diferenciação dos

subtipos do tumor, sendo assim, nosso trabalho é inovador por focar em ncRNAs e sua

expressão diferenciada em TP com relação a NT. Um desafio para o seguimento deste

trabalho seria analisar a imensa rede de correlações (Apêndice C) para que os potenciais

lncRNAs alvos mostrados nela sejam utilizados para predizer sua interação utilizando o

software dispońıvel online TargetScan (release 7.1) [61]. Ainda deveriam ser realizadas

análises de ontologia de processos biológicos das protéınas associadas à rede utilizando os

plugins BiNGO e ClueGO do Cytoscape [62].

Adicionalmente, foi identificado um potencial marcador ainda não descrito na litera-

tura para o Câncer de Endométrio, o CASC22. Não é de nosso conhecimento trabalhos

que descrevem este lincRNA em CE. Diferentemente do que ocorre no Câncer de Mama,

em CE não há mutação no CASC22 e nem variação da expressão do miRNA-370. As

interações do CASC22 quando em ambiente do Câncer de Endométrio ainda devem ser

analisadas. Por este trabalho tratar-se de avaliações in silico, testes in vitro e in vivo

devem ser realizados para validação dos resultados.
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Apêndice A

O heatmap da correlação das amostras após o passo de normalização revela que todas

as amostras analisadas neste trabalho possúıam correlação maior que 0,8.
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Apêndice B

O heatmap da correlação das amostras de miRNA após o passo de filtragem revela que

todas as amostras analisadas neste trabalho possúıam correlação maior ou igual a 0,7.
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Apêndice C

A rede de correlações entre transcritos diferencialmente expressos com logFC acima de

2 e abaixo de -2, apresentou 971 correlações com valor de r abaixo de -0,8, o que dificulta

a análise e visualização de posśıveis reguladores e seus alvos.
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Apêndice D

Curvas ROC dos lncRNAs mais diferencialmente expressos que não obtiveram AUC

acima de 0,7. (a) O lncRNA antisenso BSN-AS2 obteve uma AUC de 0,678. (b) O

LINC00870 obteve uma AUC de 0,628. (c) O LINC01185 obteve uma AUC de 0,561.

(d) O LINC01269 obteve uma AUC de 0,535. (e) O lncRNA antisenso RAD21-AS1

obteve uma AUC de 0,562. (f) O lncRNA MIAT obteve uma AUC de 0,437.
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