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RESUMO 

 

MYC é um oncogene responsável por crescimento celular excessivo no câncer, permitindo a 

ativação transcricional de genes envolvidos na regulação do ciclo celular, metabolismo e 

apoptose, sendo geralmente superexpressado no Câncer Gástrico (CG). Utilizando siRNA e 

Sequenciamento de Nova Geração (NGS), identificamos Expressão Diferencial de Genes 

(DEGs) regulados por MYC em três linhagens celulares brasileiras de CG representados pelos 

subtipos histológicos difuso, intestinal e metastático, e posteriormente integramos esses dados 

com um enriquecimento gênico computacional com a ferramenta GSEA (Gene Set 

Enrichment Analysis). Identificamos um total de 5.471 DEGs com uma correlação alta (80%). 

O silenciamento do MYC por siRNA, nas linhagens celulares de CG dos tipos difuso e 

metastático causou o aumento da quantidade de DEGs com expressão diminuída, enquanto na 

linhagem do tipo intestinal exibiu uma maior quantidade de DEGs com um perfil de 

expressão aumentada. A partir do enriquecimento gênico, utilizando nossas amostras 

sequenciadas comparando com a coleção hallmark gene sets, foram encontrados 11 conjuntos 

significativos de genes enriquecidos principalmente nas seguintes categorias de processos: 

proliferação, via, sinalização metabólica e dano ao DNA. As métricas do escore de 

enriquecimento, taxa de falsa descoberta e valores de P nominais foram utilizadas. 

Posteriormente, os DEGs foram enriquecidos nas vias metabólicas da base de dados do 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), e foram encontradas 12 vias 

enriquecidas que acrescentaram uma diversidade de funções biológicas, e três delas eram 

comuns a todas as três linhagens celulares de CG: proteólise mediada por ubiquitina, 

ribossomos, sistema e sinalização de células epiteliais em infecção por Helicobacter pylori. 

Neste estudo, as linhagens celulares de CG compartilham 14 genes regulados pelo MYC, mas 

o seu perfil de expressão gênica é diferente para cada subtipo histológico. Portanto, os 

resultados da análise in silico deste estudo revelaram as assinaturas de expressão relacionadas 

ao MYC no CG. Com isso, apresentamos evidências de que essas linhagens celulares de CG, 

representadas pelos subtipos histológicos distintos, têm diferentes perfis de expressão 

regulados pelo MYC, mas compartilham um núcleo comum de genes com perfis alterados. 

Esse é um passo importante para o entendimento do papel do MYC na carcinogênese gástrica, 

e também uma indicação de prováveis novos alvos de drogas em câncer de estômago. 

Palavras-chave: NGS, siRNA, MYC, Linhagens Celulares, GSEA, KEGG, Câncer gástrico.  
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ABSTRACT 

 
MYC is an oncogene responsible for excessive cell growth in cancer, allowing the transcriptional 

activation of genes involved in cell cycle regulation, metabolism and apoptosis, and is generally 

overexpressed in Gastric Cancer (GC). Using siRNA and Next Generation Sequencing (NGS), we 

identified the Genes Differential Expression (DEGs) regulated by MYC in three Brazilian cell lines of 

GC represented by the diffuse, intestinal and metastatic histological subtypes, and later integrated 

these data with a computational gene enrichment with the GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) tool. 

We identified a total of 5,471 DEGs with a high correlation (80%). The silencing of MYC by 

siRNA in diffuse and metastatic CG cell lines resulted in an increase in the number of DEGs 

with decreased expression, while in intestinal-type lineage they exhibited a greater amount of 

DEGs with an increased expression profile. From gene enrichment, using our sequenced 

samples compared to the hallmark gene sets, we found 11 significant sets of genes enriched 

mainly in the following categories of processes: proliferation, pathway, metabolic signaling 

and DNA damage. Subsequently, DEGs were enriched in the metabolic pathways of the KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) database, and 12 enriched pathways were found that 

added a variety of biological functions, and three of them were common to all three cell lines of GC: 

ubiquitin-mediated proteolysis, ribosomes, system and epithelial cell signaling in Helicobacter pylori 

infection. In this study, GC cell lines shared 14 genes regulated by MYC, but their gene expression 

profile was different for each histological subtype. Therefore, the results of the in silico analysis of this 

study revealed expression signatures related to MYC in GC. Thus, we present evidence that these 

CG cell lines, represented by distinct histological subtypes, have different expression profiles 

regulated by MYC, but share a common nucleus of genes with altered profiles. This is an 

important step towards understanding the role of MYC in gastric carcinogenesis, as well as an 

indication of probable new drug targets in stomach cancer. 

Key words: NGS, siRNA, MYC, Cell lines, GSEA, KEGG, Gastric Cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Câncer  

 

 

Os tecidos celulares são formados por conjuntos de células – alicerces dos organismos 

multicelulares – associados à matriz extracelular, conferindo a mecânica básica de sua 

estrutura. Seus componentes devem estar adequadamente organizados e coordenados, e 

muitos passam por manutenção e renovação constantes. Distúrbios nesses processos podem 

resultar na formação de tumores benignos ou no surgimento do câncer, caracterizado por ser a 

malignidade que está em primeiro lugar dentre as doenças de renovação dos tecidos e uma das 

principais causas de morte da humanidade (ALBERTS et al., 2017). 

O Instituto Nacional do Câncer (INCA) denomina o câncer como o conjunto de mais 

de 100 doenças que apresentam em comum o crescimento desordenado de células com 

potencial de invadir tecidos e órgãos. Esse crescimento descontrolado pode ser causado, em 

alguns casos, por exposição a fatores ambientais (como dieta, luz solar ou componentes 

químicos); originando mutações em genes importantes (como o MYC) e assim, podem levar 

ao câncer. (SNUSTAD e SIMONS, 2013; ALBERTS, 2017; INCA, 2017). A acelerada 

divisão destas células tende a ser muito agressiva e incontrolável. Pode progredir para graus 

mais elevados de malignidade, transpassando a vasculatura, migrando para órgãos distantes 

do seu local de origem, atingindo tecidos sadios (livres de células cancerosas) e por fim 

podendo causar metástase à distância. Tais propriedades geralmente são ocasionadas por um 

acúmulo de mutações em classes críticas de genes, os oncogenes e os genes supressores de 

tumor, caracterizando o câncer como doença genética (FOSTER, 2008; LEAL et al., 2009).  

As alterações acumuladas pelas células conferem vantagens que as diferenciam das 

demais, sendo selecionadas na evolução da tumorigênese e caracterizam a complexidade da 

biologia do câncer. Tais alterações foram classificadas e publicadas por Douglas Hanahan e 

Robert Allan Weinberg, no ano 2000, como sendo “As características do câncer” (hallmarks, 

em inglês) que formam um conjunto de capacidades funcionais adquiridas por alguns ou todos 

os tipos de câncer, mesmo que adquiridas por mecanismos variados. Os autores descreveram 

inicialmente seis características: (1) manutenção da sinalização proliferativa; (2) inibição da 

ação de supressores de crescimento; (3) resistência à morte celular programada; (4) potencial 

replicativo ilimitado; (5) ativação de invasão e metástase; (6) indução de angiogênese. Em 
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2011, os mesmos autores acrescentaram outras quatro carcterísticas, totalizando as dez 

características principais para o desenvolvimento do câncer (Figura 1): (7) instabilidade 

genômica; (8) inflamação promovida pelo tumor; (9) reprogramação do metabolismo 

energético; (10) evasão do sistema imune (HANAHAN e WEINBERG, 2011; ROCHA, 2013; 

FOUAD e AANEI, 2017).   

 

 
Figura 1. As características do câncer (Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

 

 

O câncer é diferenciado de acordo com o tipo de tecido inicialmente afetado, sendo 

conhecido como carcinoma quando tiver início em tecidos epiteliais como a pele ou mucosas, 

ou ainda como sarcoma quando iniciar em músculo ou em tecidos conjuntivos como osso e 

cartilagem (WEINBERG, 2008; INCA, 2018). Nas últimas décadas, significativos avanços 

foram obtidos acerca do seu entendimento, contudo ainda é considerado como grande 

problema de saúde pública em todo o mundo, sendo a segunda principal causa de morte em 

países desenvolvidos e a principal nos países em desenvolvimento (JEMAL et al., 2011).  

São apontadas como prováveis causas do aumento geral no número absoluto de casos 

de câncer: a maior ocorrência de tipos de câncer relacionados com o pior prognóstico, o difícil 

acesso ao diagnóstico precoce e tratamento (UICC, 2018). 

De acordo com a última estimativa mundial realizada pelo projeto 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fouad%20YA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28560055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aanei%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28560055
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GLOBOCAN/IARC, divulgada este ano, haverá até o final de 2018 a somatória de 18,1 

milhões de novos casos de câncer e 9,6 milhões de mortes em decorrência da doença, 

excentuando-se o câncer de pele não melanoma em ambas as situações. Tais estimativas 

baseiam-se em dados recentes disponíveis no IARC e em publicações disponíveis em 

plataformas virtuais. Os tipos de câncer com maiores índices de incidência e mortalidade no 

mundo em 2018 podem ser observados na figura 2 (IARC, 2018.1).  

 

 

 

Figura 2. Porcentagens de novos casos de câncer e mortes por câncer em todo o mundo em 2018 (Adaptado de 

UICC, 2018). 

 

 

Para o Brasil, a estimativa aponta a ocorrência de 600 mil novos casos de câncer em 

cada ano do biênio 2018 e 2019. Sendo aproximadamente 170 mil casos novos de câncer de 

pele não melanoma. Algumas variedades de câncer configuram um perfil de magnitude 

observados em países em desenvolvimento semelhante ao perfil de países desenvolvidos, 

principalmente com relação aos cânceres de próstata, mama e intestino. Contudo, ainda existe 

a relação de alguns tipos de câncer com condições socioeconômicas menos favoráveis, como 

o do colo do útero e o do estômago.  

O Câncer Gástrico (CG) ocupa a quarta e a sexta posições dos mais incidentes em 
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homens e mulheres no Brasil, respectivamente (INCA, 2018). (Figura 3). 

 

 

 
Figura 3. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, 

exceto pele não melanoma*, no Brasil (INCA, 2018). * Números arrendondados para múltiplos de 10. 

 

 

 

Devido à gravidade da doença, métodos e técnicas de dignóstico vêm sendo 

aperfeiçoados a fim de facilitar a detecção precoce, melhorar o tratamento e aumentar a 

sobrevida global do paciente. Existem tratamentos que apresentam grandes chances de cura 

para pelo menos um terço dos casos de câncer, como o câncer de mama, colo do útero, 

cavidade oral e cólon, desde que detectados precocemente e tratados de forma adequada. De 

forma geral, são três as principais formas de tramamento do câncer: cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia, que podem ser utilizadas em conjunto ou isoladas, dependendo do tipo e 

estadiamento do câncer (INCA, 2018). Mais recentemente vem sendo aplicada a terapia 

direcionada ou terapia molecular alvo que utiliza inibidores químicos que interagem 

bloqueando moléculas específicas do câncer e vias de sinalização, e é considerado um 

tratamento promissor para vários tipos de câncer, inclusive para o CG (NAM et al., 2013). 

 

 

1.2 Câncer Gástrico  

 

 

O câncer gástrico (CID-10 C16) é uma das principais causas de morte relacionada ao 

câncer no mundo, mesmo com o declínio da sua incidência na maioria dos países 

desenvolvidos ao longo das últimas três décadas. No Brasil é um dos mais incidentes em 

ambos os sexos. Para cada ano do biênio 2018/2019 é esperada a ocorrência de 13.540 novos 

casos de câncer de estômago entre homens e 7.750 nas mulheres (INCA, 2018). 
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Na região Norte do país, o câncer gástrico é o segundo mais frequente entre os homens 

(12,35/100 mil) e o quinto mais frequente entre as mulheres (5,34/100 mil), desconsiderando 

o câncer de pele não melanoma (Figura 4). O estado do Pará apresenta taxas de mortalidade 

historicamente acima da média geral dos demais estados (GUIMARÃES e MUZI, 2012; 

INCA, 2018). 

 

 

 

Figura 4. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, 

exceto pele não melanoma*, na região Norte do Brasil (INCA, 2018).  * Números arrendondados para múltiplos 

de 10. 

 

 

Fatores ambientais são importantes fatores de risco para o câncer gástrico. A infecção 

pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori), classificada como carcinogênica do grupo I é um 

desses principais agentes, liderando as infecções que causam câncer (IARC, 2018). Outras 

causas são: o consumo de alimentos conservados em sal e defumados, o baixo uso de 

refrigeradores e o baixo consumo de frutas e vegetais frescos (NAKASHIMA et al., 2012). 

Também são apontados como fatores de risco associados, o tabagismo, histórico familiar de 

CG, anemia perniciosa, modificações genéticas e/ ou epigenéticas e o grupo sanguíneo A 

(BERMÚDEZ et al., 2006; ZILBERSTEIN, 2012; YANG et al., 2014). 

A carcinogênese gástrica é altamente heterogênea com variadas características 

genéticas e moleculares podendo se originar de diferentes formas histológicas, como por 

exemplo: adenocarcinoma (originado em células glandulares, ocorre na maioria dos casos de 

câncer gástrico), linfoma (relacionados ao sistema linfático) e leiomiosarcoma (originado em 

células do musculo liso) (INCA, 2017).  

Os adenocarcinomas podem ser divididos em dois tipos patológicos distintos: 

intestinal e difuso, com diferentes características e prognósticos (LAURÉN, 1965). O tipo 

intestinal apresenta maior número de cópias do MYC, enquanto o tipo difuso apresenta maior 

expressão deste gene e mutações pontuais mais frequentemente do que em tumores do tipo 

intestinal, sugerindo tratar-se de duas entidades distintas (DE SOUZA, 2013). 
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O CG do tipo difuso é considerado de novo, pois não evolui a partir de lesões pré-

cancerosas e células precursoras ainda não foram identificadas, e está associado a pacientes 

mais jovens, com maior ocorrência no sexo feminino. Neste tipo de câncer as células tumorais 

não se apresentam aderidas entre si, devido à perda de moléculas de adesão, como a E-

caderina, uma das principais proteínas de superfície celular no estabelecimento de conexões 

intercelulares e manutenção da organização dos tecidos epiteliais além de estar relacionada a 

uma rápida progressão, ocorrência de metástases peritoneais, pior prognóstico e afetar 

principalmente o corpo do estômago. Já o câncer gástrico do tipo intestinal é, geralmente, 

associado à metaplasias intestinais, neoplasia intraepitelial e carcinoma. As células tumorais 

apresentam maior adesão entre si e os tumores possuem progressão lenta, acometem 

comumente pacientes mais velhos e do sexo masculino, estão amplamente associados à 

invasão linfática ou vascular, apresentam melhor prognóstico e afetam principalmente a 

região antrogástrica do estômago (YAMASHITA et al., 2011; MA et al., 2016) (Quadro 1). 

 

 

TIPO INTESTINAL TIPO DIFUSO 

Cópias de MYC elevadas Hipometilação do MYC 

Progressão lenta Rápida progressão / Metástases peritoneais 

Pacientes mais velhos/ sexo masculino Pacientes jovens/ sexo feminino 

Melhor prognóstico Pior prognóstico 

Afeta a região antro gástrica do estômago Afeta o corpo do estômago 

    Quadro 1. Diferenças entre os tipos difuso e intestinal de câncer gástrico. 

 

 

Inúmeros fármacos citotóxicos, esquemas terapêuticos e recentes avanços em técnicas 

cirúrgicas combinadas com quimioterapia neoadjuvante e abordagens de radioterapia estão 

disponíveis para o tratamento do CG, no entanto, os pacientes com CG avançado ainda têm 

resultados pouco expressivos (VAN NESS et al., 2012). O tratamento mais efetivo para o 

câncer gástrico é a gastrectomia (remoção completa do estômago) uma vez que a doença é 

detectada mais frequentemente em estágio avançado e a quimioterapia e radioterapia não são 

mais eficazes (ZALI, REZAEI-TAVIRANI e AZODI, 2011; SILVA, 2017).   
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1.3 O Oncogene MYC na Carcinogêne Gástrica 

 

 

 O gene MYC apresenta três éxons e é mapeado na região cromossômica 8q24.21 

(braço longo do cromossomo 8, região 2, banda 4, sub bandas 2 e 1) (NCBI, 2018). 

Desempenha papel importante em funções fundamentais da biologia celular, dentre elas, a 

regulação do crescimento e proliferação celular, metabolismo, diferenciação, apoptose e 

angiogênese. Alterações em qualquer uma dessas funções pode contribuir para o fenótipo do 

tumor. Apresenta efeito em diversos genes dos genomas de muitos organismos, incluindo o de 

humanos, e é amplamente estudado devido à sua associação com várias doenças.  (DE 

SOUZA, 2013; FERNANDEZ, 2003). 

Mudanças nesse gene estão geralmente associadas à amplificação gênica, translocação 

ou inserção cromossômica, mutações, resistência da proteína MYC à proteólise mediada pela 

ubiquitina e modificações epigenéticas, sendo frequentemente observadas em diferentes tipos 

de câncer, incluindo o gástrico. O MYC se expressa elevada e desreguladamente em muitos 

casos de neoplasias humanas, e acredita-se estar relacionado diretamente a vias e processos 

importantes na carcinogênese.  Estudos demonstraram que a expressão do seu mRNA, bem 

como o número de cópias, aumentam durante o processo da carcinogênese gástrica do tipo 

intestinal, relacionando o MYC à iniciação e progressão do tumor gástrico (DE SOUZA, 

2013). Este gene também se encontra desregulado em lesões pré-neoplásicas gástricas, 

podendo ter um papel na carcinogênese gástrica precoce (CALCAGNO et al., 2008).  

Calcagno e colaboradores (2006) conduziram um estudo com sete casos de 

adenocarcinoma gástrico primário (5 do tipo difuso e 2 do tipo intestinal) submetidos à 

ressecção, utilizando as técnicas de imunoistoquímica e FISH, que apresentou o MYC 

expresso em todas as amostras, com amplificação elevada exclusivamente no tipo intestinal e 

imunorreatividade deste gene apenas no núcleo, em contrapartida, rearranjos estruturais, como 

translocação, foram observados somente no tipo difuso, com imunorreatividade no núcleo e 

no citoplasma. Esses padrões distintos de alterações entre os dois tipos histológicos reforçam 

a hipótese de que eles são guiados por diferentes mecanismos de tumorigênese genética. 

Níveis excessivos de MYC intracelular causam instabilidade genômica (WISNIESKI, 

2013) e replicação de DNA propensa a erros causados por estresse replicativo induzido por 

oncogene (WHITFIELD e SOUCEK, 2011).  Também pode ser um indicativo do alto grau de 

agressividade do tumor uma vez que o número de cópias do gene está diretamente relacionado 

ao seu nível de expressão (CALCAGNO, 2006). A identificação de genes regulados por MYC 
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geralmente baseia-se na ativação experimental de MYC, seguida de monitoramento de 

alterações nos níveis de mRNA (GRANDORI et al., 2000; OSTER et al., 2002 ).  

Embora já se saiba que o câncer gástrico pode estar associado ao aumento da 

expressão de MYC, muitos estudos genéticos de alto rendimento não evidênciam sua 

importância na tumorigênese gástrica (ZHANG et al., 2010; WALZ e EILERS, 2013; HILLS 

e DIFFLEY, 2014; MCLEAN, M. H. e EL-OMAR, 2014; FIGUEIREDO et al., 2017). Dessa 

maneira, a inibição da expressão desse gene pode ser uma ferramenta potencial para a 

elucidação dos processos envolvidos no CG e também para o tratamento deste (VITA e 

HENRIKSSON, 2006).  

 

 

1.4 Cultura Celular e Linhagens Gástricas 

 

 

O cultivo de células in vitro vem sendo estudado desde o início do século passado 

como um método para compreender o comportamento de células animais fora do organismo, 

em um ambiente controlado com nutrientes e temperatura adequados que mimetizam as 

condições naturais do seu local de origem (ROCHA, 2013).  

Foi primeiramente desenvolvido por Ross Granville Harrison, em 1907, quando 

estudou o desenvolvimento das fibras nervosas; tomando por base esse estudo, Carrel, em 

1912, desenvolveu um modelo para cultivo a partir de células cardíacas de embrião de 

galinha, onde observou a necessidade da troca periódica dos nutrientes fornecidos à cultura. 

Estudos posteriores ajudaram a definir a metodologia conforme é desenvolvida até hoje, e 

desde então é amplamente utilizada nas pesquisas realizadas em laboratórios do mundo inteiro 

(HARRISON, 1907).  

A linhagem celular CaVe descrita por Dobrynin (1963) foi a primeira a ser estuda a 

partir do câncer gástrico. Poucas linhagens celulares de tumores gástricos estão disponíveis 

apesar da alta incidência da doença e, aproximadamente 80% delas foram desenvolvidas em 

países asiáticos (KU et al., 2012), onde epidemiologicamente a sua prevalência é maior, 

principalmente em associação com infecção por H. pylori. No Japão, o câncer gástrico é um 

dos mais frequentes tipos de câncer em ambos os sexos e acomete cerca de 20 a 30% de toda 

a incidência por câncer, o que justifica esse interesse no estudo com linhagens de câncer 

gástrico. (SUZUKI e SEKIGUCHI, 2002; LIMA et al., 2004). 

Estudos com linhagens celulares de câncer humano têm gerado importantes 

http://genesdev.cshlp.org/content/17/9/1115.full#ref-16
http://genesdev.cshlp.org/content/17/9/1115.full#ref-33
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esclarecimentos a respeito da biologia das células neoplásicas, processos patológicos e o 

desenvolvimento de novas estratégias contra o crescimento e a progressão dessas células 

(FRESHNEY, 2010; BARRETINA et al., 2012), visando o aumento da sobrevida global e a 

redução da taxa de mortalidade com a promoção de novos manejos do paciente e estratégias 

terapêuticas (MELLO et al., 2015). 

As linhagens de CG utilizadas no presente estudo foram estabelecidas e caracterizadas 

pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Citogenética Humana da Universidade Federal do 

Pará: AGP01 (Ascite Gástrica Paraense 01), ACP02 e ACP03 (Adenocarcinoma Gástrico 

Paraense 02 e 03, respectivamente) a partir de amostras de pacientes oriundos do estado do 

Pará. Análises cariotípicas apresentaram a deleção do braço curto do cromossomo 17 (17p) e 

a trissomia dos cromossomos 7 e 8 como as alterações cromossômicas mais comuns às três 

linhagens; amplificação de MYC e deleção do gene TP53, são alterações genéticas comuns em 

pacientes com câncer gástrico brasileiro (KHAYAT, 2009). As linhagens AGP01 e ACP03 

apresentam em comum a trissomia do cromossomo 17 (LEAL et al., 2009).  

A linhagem AGP01 foi estabelecida a partir de células neoplásicas metastáticas 

obtidas de um aspirado de líquido ascítico de um paciente do sexo masculino com 

adenocarcinoma gástrico do tipo intestinal, em estágio T3N2M1. A linhagem ACP02 foi 

isolada de adenocarcinoma gástrico primário, a partir de um tumor do tipo difuso em estágio 

T3N2M0. A linhagem ACP03 foi estabelecida a partir de tumor gástrico primário do tipo 

intestinal em estágio mais avançado (T4N1M0) (LIMA et al., 2004; LEAL et al., 2009). 

 

 

1.5 RNA de Interferência (iRNA) 

 

 

O processo de interferência mediada por RNA é um mecanismo natural 

evolutivamente conservado nas células de plantas e animais, cuja principal função é 

proteger tais células do ataque de determinados vírus e transposons, bem como manter 

a estabilidade do material genético. Os genomas destes invasores são compostos por 

duas fitas de RNA. Ao adentrar no citoplasma da célula é reconhecido como um corpo 

estranho e há a ativação da enzima nuclease Dicer que cliva o genoma viral em 

fragmentos de 21-25 nucleotídeos, inativando-o dentro da célula (BARBOSA e LIN, 

2004). 

siRNA é uma técnica com ampla difusão nos laboratórios de genética molecular 
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e representa um ícone da genética moderna. Baseia-se na interferência da expressão de 

genes nas células sem alterar seu material genético (DNA), mediado por pequenos RNAs de 

fita dupla (dsRNA- double stranded RNA) que reconhecem especificamente uma sequência 

de RNA mensageiro (mRNA) alvo resultando na sua clivagem ou repressão traducional. 

Utilizada em diversas aplicações como em doenças cardiovasculares e reumáticas, 

desordens genéticas herdadas, infecções virais e câncer (PEREIRA, 2013).  

Esta técnica foi utilizada no presente trabalho para bloquear a tradução do mRNA do 

gene MYC, seguido pelo sequenciamento íon proton (sequenciamento do semicondutor de 

íons), a fim de identificar a assinatura de regulação do MYC nas linhagens celulares AGP01, 

ACP02 e ACP03 comparando amostras silenciadas e não silenciadas. 

 

 

1.6 Sequenciamento e Enriquecimento Usando GSEA 

 

 

A primeira técnica de sequenciamento foi desenvolvida pelo bioquímico inglês 

Frederick Sanger, em 1977 (IBQM, 2018) e foi utilizada para decifrar o genoma humano. 

Com o avanço das pesquisas, os equipamentos foram assumindo formas mais refinadas 

permitindo maior sensibilidade e precisão nos resultados das metodologias aplicadas. O 

Sequenciamento de Nova Geração (NGS - Next Generetion Sequencing, em inglês), é um 

conjunto de técnicas que surgiu no ano de 2005 que captura um espectro mais amplo de 

mutações comparado à técnica de Sanger (BEHJATI e TARPEY, 2013).  

NGS é alimentado por chips semicondutores que ajudam a implementar um fluxo de 

trabalho rápido e simples que atende às necessidades de pesquisa em várias aplicações, como 

na oncologia. Com o seu advento é possível estudar sistematicamente genomas do câncer 

agora na íntegra e o sequenciamento individual do câncer pode fornecer a base do seu 

tratamento personalizado (THERMO FISHER, 2018.1).  

A metodologia baseia-se na fragmentação do DNA em pequenos segmentos que 

posteriormente recebem adaptadores que possibilitam o sequenciamento do fragmento. A 

inserção dos nucleótidos específicos pode ser medida por luz (Illumina, San Diego, CA) ou 

por alterações de pH (Ion Torrent; ThermoFisher Scientific, Nova Iorque, NY). Resultando na 

geração de milhões de segmentos medindo de 50 a 250 pares de bases (pb) que serão 

comparados a um genoma ou mapa de referência. A análise de dados de bioinformática do 

conjunto de dados gerado é processada por computadores de alto desempenho. O RNA pode 
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ser sequenciado convertido em DNA complementar (cDNA) usando a enzima transcriptase 

reversa, seguido do mesmo procedimento aplicado para o DNA (ROYCHOWDHURY e 

CHINNAIYAN, 2016).  

A bioinformática tem sido aplicada principalmente em pesquisas científicas básicas. 

Após a conclusão do sequenciamento do genoma humano, ela facilitou inúmeras descobertas 

em medicina básica, e várias aplicações clínicas de bioinformática foram relatadas, incluindo 

o sequenciamento clínico, um campo emergente de medicina de precisão (KATO, 2016). Na 

pesquisa do câncer, a bioinformática tem sido usada para estudar o transcriptoma do câncer, o 

diagnóstico precoce, a classificação e a previsão do prognóstico (SUN et al., 2017). 

Atualmente, uma nova era vem ganhando espaço na pesquisa, a “era das ômicas” que 

se configura na coleta e análise de conjuntos de dados de variáveis biológicas em larga escala. 

Regularmente aplicada a regiões codificantes de genes (genômica), RNAs mensageiros e 

splicing alternativo (transcriptômica), proteínas (proteômica) e suas subunidades, incluindo 

nucleotídeos e aminoácidos (metabolômica) (ROYCHOWDHURY e CHINNAIYAN, 2016).  

Neste estudo, usamos NGS baseado em semicondutores, para quantificar os transcritos 

e suas isoformas nas linhagens AGP01, ACP02 e ACP03 antes e depois do silenciamento do 

MYC utilizando siRNA. 
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2 APLICABILIDADE CLÍNICA 

 

 

 O gene MYC é altamente importante na carcinogênese gástrica, ativando e inativando 

genes nas várias etapas da doença. O câncer Gástrico apresenta ampla heterogeneidade, a 

caracterização genética dos diferentes tipos desta doença pode auxiliar no diagnóstico, 

além de enriquecer a base de dados sobre os diferentes subtipos histológicos deste câncer. 

 A identificação dos genes que tem sua expressão influenciada por MYC também é 

importante para a definição de possíveis novos alvos terapêuticos. Possibilidades de 

diagnósticos e terapias mais específicas para cada tipo da doença são importantes 

alternativas para auxiliar no entendimento desse câncer que ainda é um dos cênceres de 

pior prognóstico. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1   Objetivo Geral 

 

 

Identificar o perfil da expressão diferencial de genes (DEGs) em três linhagens 

celulares de câncer gástrico (AGP01, ACP02 e ACP03) após o silenciamento do MYC.  

 

 

3.2   Objetivos Específicos 

 

 

1. Quantificar os DEGs nas amostras das três linhagens celulares de CG 

sequenciadas com Ion Proton após o silenciamento do MYC; 

 

2. Integrar os resultados dos DEGs de todas as amostras das três linhagens de CG 

com a ferramenta computacional GSEA (Gene Set Enrichment Analysis), para identificar os 

genes enriquecidos como prováveis alvos regulados pelo MYC; 

 

3. Identificar as vias metabólicas de interesse associadas com prováveis alvos 

regulados pelo MYC; 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1      Linhagens Celulares e Transfecção de siRNA 

 

 

Foram usadas as linhagens celulares de CG: AGP01 (metastática), ACP02 (tipo 

difuso) e ACP03 (tipo intestinal). A linhagem MN01, uma linhagem de células da mucosa 

gástrica não neoplásica também foi utilizada para avaliar a expressão gênica e proteica após o 

silenciamento do MYC, comparando esses resultados com os obtidos com as linhagens de CG. 

Foram semeadas 300 mil (3x105) células em placas de cultura de 6 cm2 de cada 

linhagem celular durante 24h antes da transfecção. Pequenos RNAs de interferência 

direcionados à MYC ou siRNAs de controle foram transfectados nas linhagens celulares 

AGP01, ACP02 e ACP03 utilizando Reagente de Transfecção de Lipofectamina RNAiMAX. 

A transfecção ótima foi atingida após 48h, e o RNA total e proteínas foram extraídos com 

reagente TRIzol. Os reagentes foram adquiridos comercialmente de Thermo Fisher Scientific, 

EUA. Todos os experimentos com siRNA foram realizados três vezes. A Talela 1 apresenta 

os nomes das amostras e os códigos de acesso Gene Expression Omnibus (GEO).  

 

 

Tabela 1. Amostras utilizadas no estudo.  

Linhagem 

Celular 

Amostras (GEO) Nome da 

Amostra 

Subtipo histológico CG 

AGP01 GSM2147866 1C Flúido ascítico de CG 

 GSM2147867 1M Flúido ascítico de CG 

ACP02 GSM2147868 2C Difuso 

 GSM2147869 2M Difuso 

ACP03 GSM2147870 3C Intestinal 

 GSM2147871 3M Intestinal 

As amostras do controle de si-RNA são rotuladas como C e MYC-siRNA como M. 

 

 

4.2  Sequenciamento de Semicondutores e Pré-tratamento de Dados 

 

 

Amostras de RNA total foram primeiramente tratadas com DNAse-I para remover 

qualquer possível contaminação com DNA, em seguida o mRNA foi enriquecido utilizando 
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Dynabeads Oligo (dt) 25 obtida comercialmente da Thermo Fisher Scientific, USA. O mRNA 

enriquecido foi clivado em fragmentos menores de aproximadamente 200 pares de bases, que 

foram anexados a adaptadores com sequências conhecidas, únicas para cada amostra. As 

amostras foram conectadas a esferas magnéticas contendo sequências complementares aos 

adaptadores e então inseridas em micropoços onde foi realizada a PCR em emulsão para a 

síntese de cDNA (illustra Ready-To-Go RT-PCR Beads, GE Lifesciences). As seis bibliotecas 

de cDNA foram submetidas à quantificação e controle de qualidade utilizando o Agilent 2100 

Bioanalyzer e então foram carregadas em chip Ion Proton V2 PI usando o Kit de 

Sequenciamento Ion PI 200 v3 e sequenciados utilizando o sequenciamento do semicondutor 

de íons (Thermo Fisher Scientific, EUA) em uma única execução multiplex.  

As leituras de dados brutos que foram obtidas por sequenciamento primário usando 

Ion Proton foram submetidas ao controle de qualidade para calcular o alinhamento e avaliar 

como as leituras se comportam quando comparadas ao genoma humano de referência 

(Hg19/GRCh37). As leituras alinhadas foram mapeadas e quantificadas utilizando o Programa 

de Alinhamento de Mapeamento Torrent (TMAP - Torrent Mapping Alignment Program), 

que suporta diferentes algoritimos de alinhamento (LI e DURBIN, 2010; LENG et al., 2013; 

SUN et al., 2017). Os conjuntos de dados processados foram carregados no GEO com o 

número de acesso GSE81265. 

 

 

4.3    Identificação e Análise Estatística de DEGs 

 

 

O método computacional (in sílico) GSEA utiliza abordagens estatísticas para 

identificar a ocorrência de diferenças estatisticamente significantes entre dois estados 

biológicos em classes de genes ou proteínas enriquecidas que se apresentaram em conjuntos 

que possivelmente têm associação com características fenotípicas de doenças.  O Banco de 

Dados de Assinatura Molecular (MsigDB - Molecular signatures database, em inglês) 

(LIBERZON et al., 2015) divide os conjuntos de genes em oito coleções, dentre as quais, duas 

foram utilizadas no presente trabalho: a coleção H (grupo de genes Hallmark) que apresenta 

“assinatura coerentemente expressa derivada pela agregação de muitos conjuntos de genes 

MSigDB para representar estados ou processos biológicos bem definidos” (SUBRAMANIAN 

et al., 2005) e a coleção C2 (Conjunto de genes curados: KEGG) a   partir de bases de dados 

disponíveis na plataforma disponível publicamente que é alimentada por fontes como as 
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publicações no PubMed e conhecimentos de especialistas (BROAD INSTITUTE, 2018).  

A análise de Enriquecimento de Conjuntos de Genes (BENJAMINI e YEKUTIELI, 

2001) foi utilizada para identificar conjuntos de genes significantemente enriquecidos entre o 

controle de siRNA e o MYC silenciado e vice-versa. 

O pacote de software Sailfish (LI, 2012) e as RPKM - Leituras por Quilobase por 

Milhão de Leituras Mapeadas (Reads Per Kilobase per Million Mapped Reads, em inglês) 

(TRAPNELL et al., 2010; PATRO, MOUNT e KINGSFORD, 2014) foram usadas para 

análisar a significância de DEGs entre amostras do controle e MYC silenciado. Para 

identificar os DEGs entre as amostras pareadas foi utilizado o teste Audic-Claverie 

(GARBER, 2011). O Fold-Change (FC) foi calculado como a razão Log2 entre a amostra 

silenciada (M) e a amostra controle (C). Foi usada uma correção de p-valor correspondente a 

testes de expressão diferencial usando correção Bonferroni (AUDIC e CLAVERIE, 1997). 

Nosso corte para definição de DEGs foi estabelecido como uma Taxa de Falsa Descoberta 

(FDR) < 0.05 (ABDI, 2007) e |Log2 (FC)| > 1. DEGs foram plotados usando o Multiplot v2, 

que exibe perfis de expressão gênica personalizada. 

 

 

4.4 Análise de Enriquecimento Funcional 

 

 

As alterações de expressão genética observadas por DEGs foram relacionadas com 

vias biologicamente enriquecidas encontradas em GSEA. Os conjuntos de dados de expressão 

gênica utilizados foram coleções H (grupo de genes Hallmark) (SUBRAMANIAN et al., 

2005) e C2 (conjunto de genes curados: KEGG), publicamente disponíveis no Banco de 

Dados de Assinatura Molecular (MsigDB - Molecular signatures database, em inglês) 

(LIBERZON et al., 2015). Os parâmetros padrão definidos por Subramanian e colaboradores 

foram utilizados em nossa análise. A significância estatística da análise GSEA foi 

determinada por 100 permutações, os mapas de enriquecimento foram criados para conjuntos 

de genes significantes (P < 0.05 e Taxa de Falsa Descoberta (FDR) < 0.25) e o Software 

GraphPad Prism foi utilizado para representar graficamente nossos dados.  
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4.5 PCR Quantivativo de Transcrição Reversa (RT-qPCR) 

 

 

Para confirmar o efeito silenciador do siRNA na expressão de MYC, utilizamos a PCR 

quantitativa em tempo real para avaliar sua expressão em relação à expressão encontrada para 

MN01. Todos os testes foram feitos em triplicata e usando sondas TaqMan como produtos de 

testes sob demanda para expressão gênica (Life Technologies, EUA) (MYC: 

Hs00153408_m1). Os 14 DEGs identificados (ANEXO C) também foram analisados e 

validados por PCR quantitativa em tempo real. A expressão desses genes foi calculada em 

relação a sua expressão na MN01. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1     Quantificação de Transcritos de CGs e Identificação de DEGs Usando NGS 

 

 

O sequenciamento NGS de seis bibliotecas gerou mais de 75 milhões de leituras, as 

quais, após o enriquecimento, foram mapeadas dentro do genoma de referência em mais de 

99% das amostras e em mais de 98% do transcriptoma de referência (Tabela 2), e a 

distribuição dos segmentos amplificados foi consistente em todas as amostras. A tabela 2 

também mostra em média quantos genes foram identificados para cada amostra. As leituras 

médias produzidas pelo sequenciamento do semicondutor de íons variaram entre 125 e 130 

pbs.  

 

 

Tabela 2. Leitura da quantificação do MYC após o silenciamento por siRNA. 

Nome da 

Amostra 

Total de 

Leituras 

Total de Leituras 

Mapeadas 

Taxa de Mapeamento 

Genético 

Genes Expressos 

1C 13.319.736 12.944.452 97.18% 14.594 

1M 11.043.607 10.771.298 97.53% 10.709 

2C 12.021.142 11.751.830 97.76% 9.859 

2M 11.701.695 11.481.863 98.12% 8.793 

3C 12.772.535 12.546.479 98.23% 7.988 

3M 12.430.807 12.112.157 97.44% 10.685 

 

 

De acordo com o ponto de corte (FDR < 0.05 e |Log2 (FC)| > 1), obteve-se uma 

quantidade distinta de DEGs entre o controle de siRNA e amostras de MYC silenciadas. 

Usando Multiplot (v2) foram identificados 1.556 DEGs com expressão diminuída e 917 com 

expressão aumentada na linhagem AGP01; foram encontrados 4.098 DEGs com expressão 

diminuída e 1.229 com expressão aumentada na linhagem celular do tipo difuso (ACP02); e, 

identificamos 3.272 DEGs com expressão aumentada e 842 com expressão diminuída para a 

linhagem ACP03 (Figura 5). Nossos resultados indicam que é possível discernir os subtipos 

histológicos de CG analizando o padrão de expressão gênica relacionado ao MYC.  
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Figura 5. Gráficos de vulcões de DEGs para três linhagens celulares de CG após o silenciamento do MYC. Log2 

Fold-change e valores-p (-Log10) são mostrados para DEGs com (| Log2 (FC) |> 1 e p ≤ 0,05). (A) DEGs para 

AGP01. (B) DEGs para ACP02. (C) DEGs para ACP03. Densidade é um cálculo de caso especial que é usado 

apenas em sombreamento avançado. Considera apenas que os operandos para este cálculo são os valores X e Y 

dos eixos do gráfico. 
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Um total de 16.777 genes dos seis conjuntos de dados obtidos por RNA-seq 

(GSE81265) foi inserido em uma matriz de expressão normalizada por RPKM e, após isso, 

usado para o enriquecimento comparando com grupos de dados de expressão das coleções H e 

C2. A aplicação do GSEA objetivou procurar conjuntos de genes que apresentavam 

enriquecimento apenas em amostras de controle de siRNA, mas não em amostras de MYC 

silenciadas, provavelmente alvos de MYC e foram encontrados 11 conjuntos de genes 

significantes (P < 0.05 e FDR < 0.25), como mostrado na Tabela 3.  

 

 

Tabela 3. Conjuntos de carcaterísticas genéticas enriquecidos para DEGs após MYC-siRNA em três linhas celulares CG. 

Nome da característica: Categoria de 

função  

Descrição    Tamanho* ES NES Nom. 

P-valor 

FDR 
Max. 

RANK 
Rank 

ALVOS MYC V1 Proliferação Alvos do MYC, variante 1 100/44 0.59 1.89 0.000 0.000 1368 

VIA DE ESPÉCIES REATIVAS 
DE OXIGÊNIO  

Via Via de espécies reativas de oxigênio 25/13 0.55 1.42 0.000 0.000 2316 

RESPOSTA A PROTEÍNAS 

MAL ENOVELADAS 

Via Resposta proteica desdobrada; Etresse ER 50/22 0.55 1.56 0.000 0.000 1891 

SECREÇÃO PROTEICA Via Secreção de proteínas 44/26 0.55 1.70 0.000 0.000 2376 

 

G2M_CHECKPOINT 

 

Proliferação Progressão do ciclo celular: 

ponto de verificação G2 / M 

 

97/40 

 

0.52 

 

1.67 

 

0.000 

 

0.000 

 

1813 

SINALIZAÇÃO MTORC1 Sinalização Sinalização mTORC1 102/43 0.50 1.46 0.000 0.044 2021 

ALVOS E2F Proliferação Progressão do ciclo celular: alvos E2F 89/35 0.48 1.42 0.000 0.052 1607 

 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA 

 

Metabólico Ciclo de fosforilação oxidativa e ácido 

cítrico 

 

118/57 

 

0.48 

 

1.46 

 

0.000 

 

0.062 

 

2284 

HOMEOSTASE DE 
COLESTEROL 

Metabólico Homeostase do colesterol 39/14 0.48 1.48 0.000 0.069 1671 

REPARO DE DNA Danos no 
DNA 

Reparo de DNA 80/38 0.46 1.42 0.000 0.077 2337 

 

APOPTOSE 

 

Via Morte celular programada; Via da 

caspase 

 

66/29 

 

0.42 

 

1.31 

 

0.200 

 

0.190 

 

2405 

⃰ Número de genes encontrados para cada conjunto de genes após a análise de dados. ES: escore de enriquecimento. NES: 

escore de enriquecimento normalizado. Nom. Valor P: valores P nominais para cada conjunto de genes. FDR: taxa de 

falsa descoberta. Max. rank: números máximos de classificação para cada conjunto de genes. 

 

 

Foi encontrado um total de 7.903 genes, e 5471 (69,2%) enriquecidos em amostras de 

controle de siRNA, apresentando uma correlação muito alta entre réplicas biológicas e 

bibliotecas (79,1%). Os mapas de enriquecimento obtidos são monstrados na Figura 6, onde 

criamos um painel de 11 conjuntos de genes significativamente enriquecidos. 
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Figura 6. Painel com 11 conjuntos de genes enriquecidos para três linhagens de células de CG após o silenciamento do 

MYC. Cada conjunto foi representado no Enplot pela sua Pontuação de Enriquecimento Normalizado (NES) e Taxa de 

Descoberta Falsa (FDR), juntamente com o seu mapa de calor mostrando a expressão gênica para cada gene. 
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5.2 Linhagens Celulares de CG Silenciadas por MYC de Diferentes Subtipos Histológicos 

Mostram Perfis Distintos de Expressão Dependentes de MYC 

 

 

Posteriormente, foram avaliadas as vias metabólicas mais prováveis de serem 

reguladas por MYC como demonstrado por GSEA, listando esses genes nas categorias 

descritas como padrões de expressão gênica (LIBERZON et al., 2015) e foi observada relação 

com a proliferação celular, via, sinalização celular, processos metabólicos e resposta a danos 

no DNA (Tabela 3). Os conjuntos de dados brutos obtidos das linhagens celulares de CG 

foram refinados e os DEGs foram identificados para cada um dos 11 conjuntos de genes para 

a coleção H que foram enriquecidos para o fenótipo controle de siRNA. A figura 7 apresenta 

as classificações para DEGs enriquecidos quando comparados à coleção H com seu escore de 

enriquecimento médio (ES) para cada análise. Todos os genes enriquecidos da coleção H 

estão no ANEXO A. 

A linhagem celular do tipo difuso (ACP02) apresentou 149 DEGs enriquecidos por 

GSEA, três deles com expressão aumentada e 146 com expressão reduzida. Genes 

enriquecidos com níveis acima de 15.000 se ajustaram no perfil de expressão dimuída e foram 

enfatizadas por conjuntos de genes como alvo MYC V1, secreção proteica e via de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ROS) (Figura 7A); por outro lado, níveis acima de 30.000 foram 

enriquecidos para DEGs com expressão aumentada, apresentando conjuntos de genes 

descritos como secreção proteica, alvo MYC V1, resposta a proteínas mal enoveladas e via de 

ROS (Figura 7B). Enquanto as células do tipo intestinal (ACP03) demonstraram 85 DEGs, 76 

deles com expressão aumentada e nove com expressão diminuída. Genes com níveis acima de 

20.000 se ajustaram no perfil de expressão aumentada por vias como secreção proteica, alvo 

MYC V1 e vias de ROS (Figura 7C); genes com expressão diminuída que tiveram níveis 

acima de 15.000 apresentaram ênfase de enriquecimento para GM2-Checkpoint, secreção 

proteica, alvo MYC V1, via de ROS e resposta a proteínas mal enoveladas (Figura 7D). Para 

as amostras metastáticas (AGP01), 65 DEGs enriquecidos foram identificados por GSEA, 25 

com expressão aumentada e 40 com expressão diminuída, e os conjuntos de genes foram 

enriquecidos com classificações acima de 20.000 para ambos os perfis DEGs. Os conjuntos 

que apresentaram expressão aumentada (Figura 7E) foram enriquecidos para GM2-

Checkpoint, secreção proteica, alvo MYC V1 e via de ROS, enquanto os perfis com expressão 

dimunuída tiveram ênfase na fosforilação oxidativa, alvo MYC V1, secreção proteica e via de 

ROS (Figura 7F).  
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Figura 7. Escores de DEGs enriquecidos quando comparados com a coleção H com seu escore médio de 

enriquecimento (ES) para cada análise. (A) DEGs de ACP02 com expressão aumentada, classificações (4.640 a 

19.433) e ES (0.30 a 0.47). (B) DEGs de ACP02 com expressão diminuída, classificações (9,245 a 30,875) e ES 

(0,29 a 0,41). (C) DEGs de ACP03 com expressão aumentada, posições (6,853 a 25,475) e ES (0,30 a 0,47). (D) 

DEGs de ACP03 com expressão diminuída, ranks (5,530 a 19,433) e ES (0,27 a 0,53). (E) DEGs de AGP01 com 

expressão aumentada, classificações (5.480 a 21.804) e ES (0.27 a 0.47). (F) DEGs de AGP01 com expressão 

diminuída, ranks (6.060 a 21.134) e ES (0.30 a 0.44). 
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Nos 11 conjuntos de genes da coleção H usados para o enriquecimento de DEGs, 

verificaram-se genes com maior ES. Essa estratégia foi utilizada para identificar genes 

semelhantes que se sobrepõem como um agrupamento de consenso, como descrito 

anteriormente (LIBERZON et al., 2015), por isso seria mais fácil identificar genes regulados 

por MYC.  DEGs identificados para as três linhagens de células de CG que foram enriquecidas 

quando comparadas à coleção H, com níveis acima de 2.000. O gene alvo MYC V1 foi 

identificado como o mais enriquecido para as linhagens celulares estudadas com maiores 

escores no ES para os genes SNRPD2 e TYMS. Quando comparamos os genes enriquecidos 

encontrados para a coleção H para ACP02 e ACP03, notamos que alguns genes apresentaram 

graus de enriquecimento que também eram comuns para as células metastáticas (AGP01) 

(Figura 8A-C). 
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Figura 8. Identificação de genes individuais nos conjuntos de dados DEGs enriquecidos com o ES mais alto. (A) 

enriquecimento de DEGs para ACP02. (B) enriquecimento de DEGs para ACP03. (C) enriquecimento de DEGs 

para AGP01. A marca mais enriquecida para as três linhagens celulares como alvo MYC V1 com um ES = 0,59. 

(D) KEGG Identificação da via para ACP02. (E) KEGG identificação da via para ACP03. (F) Identificação 

KEGG via para AGP01. Enplot e mapa de calor para as vias com as maiores pontuações de ES entre as três 

linhagens de células de CG podem ser vistas em (G) para ACP02, em (H) para ACP03 e em (I) para AGP01. 
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A mesma análise foi aplicada para identificar DEGs enriquecidos encontrados para as 

vias KEGG para aprofundar a compreensão sobre os genes envolvidos na carcinogênese do 

estômago relacionados ao MYC. Os mapas de enriquecimento para KEGG (KANEHISA et 

al., 2012) são mostrados na Figura 8D-F, apresentando 12 vias significativamente 

enriquecidas encontradas utilizando a ferramenta GSEA, sugerindo que o CG possui múltiplas 

vias alteradas que levam a mucosa gástrica normal ao processo carcinogênico. Essas vias 

foram definidas por um Escore de Enriquecimento Normalizado (NES) > 1,47.  

A estatística t média dos genes foi calculada para cada via KEGG usando testes de 

permutação com 100 repetições. O gráfico de enriquecimento para três vias comuns alteradas 

em todas as nossas linhagens celulares é apresentado nas seguintes figuras: Figura 8G 

(ribossomo - hsa03010), que apresentou o maior ES entre as células, Figura 8H (proteólise 

mediada por ubiquitina - hsa04120), com as mais altas classificações em nossa lista de genes 

e a Figura 8I (sinalização celular epitelial na infecção por H. pylori - hsa05120). A Tabela 2 

(ANEXO) apresenta mais detalhes sobre os DEGs enriquecidos com KEGG. 

Foram identificados DEGs enriquecidos comuns às três linhagens celulares de CG 

utilizadas neste estudo e estão representados como diagramas de Venn construídos pela 

plataforma InteractiVenn (HEBERLE, 2015). Foram encontrados 14 DEGs que são 

compartilhados enriquecidos nas linhagens celulares AGP01, ACP02 e ACP03 (Figura 9A), 

que provavelmente são alvos de MYC de acordo com a nossa análise. A função da maioria dos 

genes (14,78%) em diferentes bancos de dados (Figura 9B) está envolvida na secreção 

proteica, seguida pela resposta a proteínas mal enoveladas (14,39%) e via de ROS (13,91%). 

A Tabela 3 (ANEXO) apresenta detalhes sobre esses resultados. 

A Tabela 4 mostra os 14 DEGs individuais, bem como as características de expressão 

gênica em que estão envolvidos, classificações e ES. Mostramos um mapa de calor (Figura 

9C) dos 14 DEGs compartilhados em clusters agrupados usando a ferramenta GENE E 

(https://software.broadinstitute.org/GENE-E/), onde a expressão diminuída é expressa em azul 

e a expressão aumentada em vermelho.  
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Tabela 4. Os 14 DEGs comuns para as três linhagens de células de CG após o MYC-siRNA e as carcaterísticas dos 

genes que foram enriquecidos em CG. 

Nome da característica: Gene Classificação na 

lista de Genes 

Pontuação 

Métrica 

Corrida 

(ES) 

SECREÇÃO PROTEICA BNIP3 1438 6.0E-01 0.522 

RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

SKIV2L2 1051 7.2E-01 0.508 

RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

SRPRB 1442 6.0E-01 0.506 

VIA DE ESPÉCIES REATIVAS DE 

OXIGÊNIO 

JUNB 1969 4.8E-01 0.491 

G2M CHECKPOINT LBR 817 8.2E-01 0.451 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA NDUFV2 1542 5.7E-01 0.444 

APOPTOSE CDKN1B            2405          4.0E-01       0.420 

SECREÇÃO PROTEICA RAB22A            289            1.2E+15      0.408 

HOMEOSTASE DE COLESTEROL ATXN2            945          7.6E-01      0.382 

HOMEOSTASE DE COLESTEROL LGMN             445           1.1E+16      0.367 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ACAT1             840           8.1E-01      0.367 

SECREÇÃO PROTEICA TMED2             254         1.3E+16      0.326 

REPARO DE DNA AAAS              1109        7.0E-01      0.313 

G2M CHECKPOINT NCL            328          1.2E+13      0.289 

ES: escore de enriquecimento. 

 

 

A maioria dos genes para ACP02 (tipo difuso CG) apresentou expressão diminuída, 

enquanto para ACP03 (tipo intestinal CG) os mesmos genes apresentaram expressão 

aumentada. A linhagem celular metastática AGP01, apesar de seu tumor original ser do tipo 

intestinal, apresentou padrões de expressão mista com expressão diminuída predominante.  
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Figura 9. DEGs comuns enriquecidos em três linhagens celulares de CG após o silenciamento do MYC. (A) O 

diagrama de Venn identificou os 14 DEGs comuns entre AGP01, ACP02 e ACP03, mas cada um deles também 

possui um conjunto exclusivo de DEGs. (B) Identificação dos 14 DEGs comuns em 8 marcas enriquecidas da 

coleção H, representada pela % de seus correspondentes ES, ES pontuações são mostradas dentro do gráfico de 

pizza para cada marca. (C) Mapa de calor para a expressão dos 14 DEGs comuns compartilhados pelas três 

linhagens de CG após o silenciamento do MYC. Azul representa a expressão diminuída enquanto o vermelho 

significa a expressão aumentada. Observe que, mesmo para os 14 genes comuns, cada linhagem celular tem um 

padrão de expressão diferente. A expressão de leitura relativa foi normalizada usando Log2 FC entre MYR 

silenciado / controle siRNA. (d) Mapa de calor para a expressão gênica relativa por RT-qPCR para os 14 DEGs 

identificados para as linhagens AGP01, ACP02 E ACP03. (e) Expressão global para os 14 DEGs é diminuída em 

ACP02 quando comparada à AGP01. (f) A linhagem ACP03 apresentou níveis de expressão gênicas 

aumentadas, mas não foram encontradas diferenças estatísticas. (g) Expressão gênica relativa aumentada em 

ACP03 quando comparada com ACP02. O teste de Wilcoxon foi usado para comparar os níveis relativos de 

expressão gênica (*P <0.05, ns: não significante e ***P<0.0001). 
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5.3 Os 14 DEGs Regulados por MYC Mostram Perfis de Expressão Distintos para cada 

Subtipo Histológico de CG  

 

A análise in silico identificou um conjunto central de 14 DEGs (Figura 9A) que são 

regulados por MYC, porém o perfil de expressão é distinto para cada linhagem, pois 

representam diferentes subtipos histológicos. Validamos os perfis de expressão gênica 

apresentados por AGP01, ACP02 e ACP03 após silenciamento do MYC por RT-qPCR no 

cDNA obtido originalmente para cada linhagem celular e os comparamos com sua expressão 

na linhagem celular MN01. Os resultados apontam que o conjunto de DEGs identificados está 

sob a regulação transcricional do MYC (Figura 9D). Os resultados da linhagem AGP01 foram 

heterogêneas, com alguns genes apresentando expressão diminuída e outros apresentando 

expressão aumentada. A linhagem celular ACP02 apresentou principalmente expressão 

diminuída na expressão dos 14 DEGs (Figura 9C); por outro lado, ACP03, os mesmos 14 

genes, apresentaram-se supra-regulados; nossos resultados de expressão gênica (Figura 9D) 

confirmam nossa análise in silico (Figura 9C). 

A comparação da expressão de mRNA foi medida por RT-qPCR para os DEGs 

identificados afim de avaliar se a expressão gênica desses 14 genes era suficiente para 

distinguir estatisticamente cada linhagem celular. Ao comparar o ACP02 com o AGP01 

(Figura 9E), notamos uma expressão diminuída significativa da expressão gênica para 

ACP02; confrontando ACP03 versus AGP01 indicou um aumento na quantificação relativa de 

mRNA (Figura 9F) para ACP03; no entanto, esses resultados não foram significativos; a 

comparação entre ACP02 versus ACP03 confirmou que os 14 DEGs regulados por MYC são 

significativamente mais expressos em ACP03, a linhagem celular do tipo intestinal, do que 

em ACP02 (Figura 9G). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Um dos principais objetivos dos estudos sobre o câncer é caracterizar 

sistematicamente os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na doença e seus 

estágios distintos, para identificar tanto os potenciais biomarcadores quanto os novos 

prováveis alvos de drogas (HEBERLE et al., 2015).  

O perfil molecular do câncer gástrico é heterogêneo, em parte devido a diferentes 

sistemas de classificação (CHO, 2013) e, para esclarecer as verdadeiras origens moleculares 

da CG, tanto o The Cancer Genome Atlas (KARIMI et al., 2014) quanto o Asian Cancer 

Research Group (RUGGE, FASSAN e GRAHAM, 2015) publicaram os subtipos moleculares 

de câncer gástrico, com notável sobreposição entre os dois modelos. Portanto, vários genes 

têm sido implicados como biomarcadores para subtipos de CG, como RHOA, EGFR, PDL, 

CDH1, TP53 e JAK2. No entanto, esses estudos utilizam amostras de populações em que a 

incidência da doença é maior e poucos estudos examinaram populações em que a incidência 

dessa doença é menor, como no caso do Brasil (CRISTESCU et al., 2015). Há evidências de 

que a incidência de CG varia entre os países, em grande parte devido à heterogeneidade 

genética exibida por populações humanas (BINATO et al., 2018), e já foi demonstrado que 

existe uma assinatura exclusiva de expressão gênica para casos brasileiros de CG do tipo 

intestinal (CRISTESCU et al., 2015). O presente estudo ajuda a destacar os perfis moleculares 

das linhagens brasileiras de CG, o que pode ajudar muito nosso entendimento sobre as bases 

moleculares do CG na América do Sul. 

A maioria dos estudos NGS investiga o CG comparando tumor versus tecido não 

tumoral, analisando padrões globais de expressão gênica, variação no número de cópias e 

outras características moleculares, entretanto grande parte dos estudos de alto rendimento 

acerca da genética do câncer gástrico não dão a devida importância ao MYC (WALZ e 

EILERS, 2013; MCLEAN e El-OMAR, 2014; WANG et al., 2014; KARIMI et al., 2014; 

BASS et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2017). Os resultados deste estudo são relevantes 

porque a superexpressão de MYC é uma descoberta chave em amostras brasileiras de CG 

(BUFFART et al., 2011). A expressão desse gene foi reduzida usando siRNA para identificar 

a assinatura relacionada a MYC em linhagens de células de CG, comparando amostras 

silenciadas versus não silenciadas. Um total de 5.471 DEGs foi identificado e 11 conjuntos 

significativos de genes, incluindo alvos clássicos de MYC representados pelo alvo MYC V1. 

A análise computacional de conjuntos de genes identificados deu-se após o 
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silenciamento do MYC em linhagens brasileiras de CG (CALCAGNO et al., 2010; DA 

COSTA et al, 2011), que carregam alterações genéticas comumente encontradas em pacientes 

brasileiros com CG (LEAL et al., 2009; CALCAGNO et al., 2010; CALCAGNO et al., 2013). 

Este oncogene promove o crescimento celular atuando como um fator de transcrição que 

regula o ciclo celular, o metabolismo e a sobrevivência celular (LEAL et al., 2016). 

Verificou-se o aumento da expressão de DEGs apenas para a linhagem celular do tipo 

intestinal (ACP03), enquanto o tipo difuso (ACP02) e as células metastáticas de CG (AGP01) 

apresentaram expressão global da expressão gênica diminuída; ao olhar para genes individuais 

entre ACP02 e AGP01, ainda é possível distingui-los pela expressão gênica relacionada ao 

MYC. É importante notar que o MYC tem um papel duplo no processo carcinogênico, 

ativando seletivamente e inativando diferentes conjuntos de genes (WALZ et al., 2014; 

KRESS, SABÒ e AMATI, 2015; POSTERNAK e COLE, 2016). Em conjunto, apresentam-se 

evidências que confirmam o fato de que a desregulação do MYC tem um papel importante na 

carcinogênese gástrica (LEAL et al., 2011) e que as assinaturas relacionadas ao MYC no 

câncer gástrico são diferentes para cada subtipo histológico desta doença o que é clinicamente 

relevante (CRISTESCU et al., 2015; KRESS et al., 2016). 

Uma das principais formas de regulação da proteína MYC em células normais é 

através de sua degradação direcionada pelo sistema ubiquitina-proteassoma (ZANG et al., 

2014), que foi uma das vias enriquecidas em KEGG encontradas nesta análise (Figura 8). Isso 

significa que, em uma condição de superexpressão de MYC, como no CG (CALCAGNO et 

al., 2013), não apenas este gene e sua proteína são mais produzidos, eles também são menos 

destruídos porque diminui a expressão de ubiquitinas-ligases E3, como Fbw7 e HectH9, 

contribuindo para o prolongamento da meia-vida da proteína MYC e a amplificação de seus 

efeitos (FARRELL e SEARS, 2014). As ubiquitinas-ligases, incluindo o Fbw7 reguladas por 

MYC, foram identificadas recentemente como alvos terapêuticos promissores para o 

desenvolvimento de novos fármacos antineoplásicos (KING et al., 2013). 

Outras vias envolvidas na carcinogênese gástrica relacionada ao MYC encontradas 

neste estudo são alvos conhecidos, como o ribossomo e genes de controle do ciclo celular, que 

dificilmente são alvos terapêuticos. Quando consideradas em conjunto, as 12 diferentes vias 

encontradas sob o controle de MYC para a carcinogênese gástrica representam muitas funções 

biológicas, o que significa que a superexpressão do MYC no CG perturba quase todos os 

processos celulares regulares em favor do desenvolvimento do tumor (KRESS, SABÒ e 

AMATI, 2015). 

 Outro conjunto interessante de genes inclui o metabolismo da glicose, que é uma área 



43 

 

de crescente interesse na pesquisa do câncer, e tem sido demonstrado que MYC direciona a 

ativação da glicólise aeróbica, uma característica do metabolismo do câncer conhecido como 

efeito Warburg, e praticamente todos os genes envolvidos na glicólise e a maioria dos 

responsáveis pela glutaminólise (DANG, 2013; LIU et al., 2015). 

Também foram identificados 14 DEGs enriquecidos em todas as três linhagens 

celulares de CG usadas neste estudo que podem representar o conjunto comum de genes 

regulados por MYC na carcinogênese gástrica (Tabela 4). Isso é importante porque mostra 

que, embora se tenha caracterizado os diferentes subtipos histológicos e os estágios de CG, 

ainda pouco se sabe sobre este conjunto de genes regulados pelo MYC envolvidos no processo 

carcinogênico. Também não encontramos outros relatos na literatura sobre esses 14 genes e 

análise de alto rendimento do câncer gástrico (CHO, 2013; BASS et al., 2014; ZANG et al., 

2014; WONG et al., 2014; COOLS-LARTIGUE, BAKER e FERRI, 2015; CRISTESCU et 

al., 2015; KANDA e KODERA, 2015; LIN, 2015; RUGGE, FASSAN e GRAHAM , 2015; 

BRIA et al., 2016; GARATTINI et al., 2017; KATONA e RUSTGI, 2017; SUN et al., 2017). 

Mesmo quando se consideram as assinaturas moleculares apresentadas pelo CG do tipo 

intestinal brasileiro (BINATO et al., 2018) não foram encontradas nenhuma concordância 

para os 14 genes encontrados neste estudo, mas é importante considerar que Binato e 

colaboradores (2018) não levaram em consideração a superexpressão de MYC em suas 

amostras. Portanto, esses DEGs encontrados representam novos e importantes achados 

referentes ao processo da carcinogênese gástrica regulado por MYC na população brasileira. 

Embora estudos adicionais sejam necessários para validar esses resultados, 

apresentam-se fortes evidências de que genes regulados por MYC em CG têm diferentes 

padrões de expressão quando consideramos diferenças histológicas e de estágio de doença, no 

entanto, eles ainda compartilham vias e genes centrais envolvidos no processo carcinogênico. 
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7  CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados identificaram nas linhagens de câncer gástricos analisadas genes 

que têm sua expressão alterada com o silenciamento do gene MYC mostrando que é possível 

discernir os subtipos histológicos de câncer gástrico por meio da análise do padrão de 

expressão gênica regulada pelo gene MYC. Considerando que o CG possui múltiplas vias 

celulares alteradas, é esperado que a forma como a proteína MYC causa a tumorigênese do 

estômago seja diferente para cada subtipo da doença. 

Esses dados são importates para a caracterização da ação do gene MYC na 

tumorigêneses do câncer gástrico, podendo servir de base para mais estudos que auxiliem no 

diagnóstico mais específico e na determinação de novos alvos terapêuticos para esta doença. 
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APÊNDICE B – CONJUNTO DE GENES MARCADORES ENRIQUECIDOS POR DEGs 

 

ACP02: Difuso 

Conjunto de Genes Símbolo Gene Classificação na 

Lista de Gene  

Classificação de 

Pontuação Métrica 

Corrida (ES) 

ALVOS MYC V1  SNRPD2 1.368 6.2E-01 0.59 

VIA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO GPX3 2.316 4.2E-01 0.55 

RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

NFYB 1.891 4.9E-01 0.55 

SECREÇÃO PROTEICA RER1 2.334 4.2E-01 0.54 

G2M_CHECKPOINT RBM14 1.686 5.4E-01 0.52 

SINALIZAÇÃO MTORC1 YKT6 2.021 4.7E-01 0.50 

HOMEOSTASE DE COLESTEROL EBP 1.671 5.4E-01 0.48 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ATP5F1 2.181 4.4E-01 0.47 

ALVOS E2F DEPDC1 1.582 5.6E-01 0.47 

REPARO DE DNA NME3 2.311 4.2E-01 0.45 

APOPTOSE CDKN1B 2.405 4.0E-01 0.42 

 

ACP03: Intestinal 
Conjunto de Genes Símbolo Gene Classificação na 

Lista de Gene 

Classificação de 

Pontuação Métrica 

Corrida (ES) 

ALVOS MYC V1  TYMS 1.365 6.2E-01 0.59 

SECREÇÃO PROTEICA KIF1B 2.376 4.1E-01 0.55 

VIA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO GPX3 2.316 4.2E-01 0.55 

RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

EDEM1 1.752 5.3E-01 0.53 

G2M_CHECKPOINT DBF4 1.813 5.1E-01 0.52 

SINALIZAÇÃO MTORC1 YKT6 2.021 4.7E-01 0.50 

HOMEOSTASE DE COLESTEROL EBP 1.671 5.4E-01 0.48 

ALVOS E2F TIMELESS 1.568 5.7E-01 0.46 

REPARO DE DNA RNMT 2.194 4.4E-01 0.45 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA NDUFS8 2.038 4.7E-01 0.45 

APOPTOSE CDKN1B 2.405 4.0E-01 0.42 

 

AGP01: Líquido ascítico do intestino (Metastatico) 

Conjunto de Genes Símbolo Gene Classificação na 

Lista de Gene 

Classificação de 

Pontuação Métrica 

Corrida (ES) 

ALVOS MYC V1  TYMS 1.365 6.2E-01 0.59 

SECREÇÃO PROTEICA KIF1B 2.376 4.1E-01 0.55 

VIA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO GPX3 2.316 4.2E-01 0.55 

RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

NFYB 1.891 4.9E-01 0.55 

G2M CHECKPOINT RBM14 1.686 5.4E-01 0.52 

SINALIZAÇÃO MTORC1 YKT6 2.021 4.7E-01 0.50 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ACADSB 2.284 4.3E-01 0.48 

HOMEOSTASE DE COLESTEROL EBP 1.671 5.4E-01 0.48 

ALVOS E2F TIMELESS 1.568 5.7E-01 0.46 

REPARO DE DNA ERCC3 2.142 4.5E-01 0.44 

APOPTOSE CDKN1B 2.405 4.0E-01 0.42 

ES: escore de enriquecimento. 
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APÊNDICE C – CONJUNTO DE GENES KEGG ENRIQUECIDOS POR DEGs 

 
 

ACP02: Diffuse 

Conjuntos de genes KEGG 

Símbolo 

Gene 

Classificação 

na Lista de 

Gene 

Classificação 

de Pontuação 

Métrica 

Corrida 

(ES) 

RIBOSSOMO RPS15 1.233 7.1E-01 0.69 

FORMAÇÃO DO EIXO VENTRAL DE DORSO SOS2 996 6.0E-01 0.62 

REPLICAÇÃO DE DNA RNASEH2B 2.165 4.5E-01 0.61 

METABOLISMO DE AMIDO E SACAROSE PYGL 1.386 6.1E-01 0.61 

VIA DE SINALIZAÇÃO DE NOTCH DVL3 837 8.1E-01 0.61 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ATP6V0A2 2.289 4.3E-01 0.57 

METABOLISMO NUCLEOTÍDEO DE AMINO E AÇÚCAR AMDHD2 521 1.0E+16 0.55 

SINALIZAÇÃO CELULAR EPITELIAL EM INFECÇÃO POR H. 

pylori  

ATP6V0A2 2.289 4.3E-01 0.50 

CICLO CELULAR CDK4 2.549 3.8E-01 0.50 

SPLICEOSOMA PRPF18 1.550 5.7E-01 0.49 

REDE IMUNOLÓGICA INTESTINAL PARA PRODUÇÃO IGA MAP3K14 1.984 4.8E-01 0.46 

PROTEÍLISE MEDIADA UBIQUITINA UBE2J2 2.568 3.7E-01 0.44 

 

ACP03: Intestinal 

Conjuntos de genes KEGG 

Símbolo 

Gene 

Classificação 

na Lista de 

Gene 

Classificação 

de 

Pontuação 

Métrica 

Corrida 

(ES) 

RIBOSSOMO RPL12 1.159 6.8E-01 0.68 

FORMAÇÃO DO EIXO VENTRAL DE DORSO SOS1 1.415 6.0E-01 0.65 

METABOLISMO DE AMIDO E SACAROSE PYGL 1.386 6.1E-01 0.61 

REPLICAÇÃO DE DNA RNASEH2C 1.809 5.1E-01 0.60 

VIA DE SINALIZAÇÃO DE NOTCH NOTCH2 654 9.0E-01 0.57 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ATP6V0A2 2.289 4.3E-01 0.57 

SPLICEOSOMA DHX16 1.569 5.7E-01 0.50 

SINALIZAÇÃO CELULAR EPITELIAL EM INFECÇÃO POR H. 

pylori  

ATP6V0A2 2.289 4.3E-01 0.50 

CICLO CELULAR ANAPC1 2.493 3.9E-01 0.50 

REDE IMUNOLÓGICA INTESTINAL PARA PRODUÇÃO IGA MAP3K14 1.984 4.8E-01 0.46 

PROTEÍLISE MEDIADA UBIQUITINA UBE2J2 2.568 3.7E-01 0.44 

METABOLISMO NUCLEOTÍDEO DE AMINO E AÇÚCAR GPI 354 1.2E+16 0.42 

 

AGP01: Líquido ascítico do intestino (Metastatico) 

Conjuntos de genes KEGG 

Símbolo 

Gene 

Classificação 

na Lista de 

Gene 

Classificação 

de 

Pontuação 

Métrica 

Corrida 

(ES) 

RIBOSSOMO RPS11 1.086 7.1E-01 0.67 

FORMAÇÃO DO EIXO VENTRAL DE DORSO SOS1 1.415 7.4E-01 0.65 

METABOLISMO NUCLEOTÍDEO DE AMINO E AÇÚCAR GNPDA1 831 8.1E-01 0.63 

METABOLISMO DE AMIDO E SACAROSE PYGL 1.386 6.1E-01 0.61 

VIA DE SINALIZAÇÃO DE NOTCH DVL3 837 8.1E-01 0.61 

REPLICAÇÃO DE DNA RNASEH2C 1.809 5.1E-01 0.60 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ATP6V0A2 2.289 4.3E-01 0.57 

REDE IMUNOLÓGICA INTESTINAL PARA PRODUÇÃO IGA IL6 2.064 4.7E-01 0.52 

SINALIZAÇÃO CELULAR EPITELIAL EM INFECÇÃO POR H. 

pylori  

ATP6V0A2 2.289 4.4E-01 0.50 

CICLO CELULAR CDK4 2.549 3.8E-01 0.50 

SPLICEOSOMA SNRPF 1.167 6.8E-01 0.46 

PROTEÓLISE MEDIADA POR UBIQUITINA ANAPC1 2.493 3.9E-01 0.42 

ES: escore de enriquecimento. 
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APÊNDICE D - Os 14 DEGs comuns para as três linhagens celulares de GC após MYC-

siRNA e as características dos genes que foram enriquecidos e identificados em estudos 

associados ao câncer. 

 
 

Nome da característica: Símbolo Gene Classificação na 

Lista de Gene 

Classificação de 

Pontuação Métrica 

Corrida (ES) 

SECREÇÃO PROTEICA BNIP3 [1] 1438 6.0E-01 0.522 
RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

SKIV2L2 [2] 1051 7.2E-01 0.508 

RESPOSTA A PROTEÍNAS MAL 

ENOVELADAS 

SRPRB [3] 1442 6.0E-01 0.506 

VIA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO JUNB [4] 1969 4.8E-01 0.491 
G2M CHECKPOINT LBR [5] 817 8.2E-01 0.451 
FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA NDUFV2 [6] 1542 5.7E-01 0.444 
APOPTOSE CDKN1B [7] 2405 4.0E-01 0.420 
SECREÇÃO PROTEICA RAB22A [8] 289 1.2E+15 0.408 
HOMEOSTASE DE COLESTEROL ATXN2 [9] 945 7.6E-01 0.382 
HOMEOSTASE DE COLESTEROL LGMN [10] 445 1.1E+16 0.367 
FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA ACAT1[11] 840 8.1E-01 0.367 
SECREÇÃO PROTEICA TMED2 [12] 254 1.3E+16 0.326 
REPARO DE DNA AAAS [13] 1109 7.0E-01 0.313 
G2M CHECKPOINT NCL [14] 328 1.2E+13 0.289 

ES: escore de enriquecimento. 

 

 

 

 


