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Resumo: O céncer gastrico ¢ 0 quinto mais comum e a terceira maior causa de morte por cancer no mundo. No estagio inicial os pacientes podem ser assintomaticos
ou ndo apresentar sintomas especificos, dificultando o diagnéstico. Um estudo prévio identificou 39 genes com potencialidade de utilizagdo como biomarcadores no
cancer gastrico, entre eles o gene GPNMB. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo explorar o GPNMB como biomarcador progndstico e diagndstico para o
cancer gastrico. Foram utilizados dados de expressao extraidos dos repositorios Gene Expression Omnibus (GSE33335 e GSE54129) e do The Cancer Genome Atlas
(TCGA-STAD). A aquisi¢do dos dados, o processamento e aplicagdo das analises estatisticas foram realizados com uma ferramenta de desenvolvimento proprio. Os
algoritmos K-means e arvore de decisdo foram aplicados para determinar o potencial como biomarcador diagnostico do gene, enquanto uma analise de sobrevida
verificou a influéncia da expressdo no prognostico. A expressio de GPNMB foi maior em amostras de tecido tumoral quando comparadas com tecido ndo tumoral
adjacente (NT). O K-means possibilitou a formagdo de grupos independentes com amostras normais e NT. De forma similar, com a arvore de decisdo, as amostras
foram corretamente classificadas em tecido normal e NT, de acordo com os valores de expressdo. Além disso, as analises de sobrevida indicaram que a alta expressio
do gene GPNMB esta associada ao pior prognostico. A pesquisa desenvolvida evidenciou o potencial do gene GPNMB como biomarcador para cancer gastrico, sendo
esse demonstrado importante no desenvolvimento da doenga.

Palavras-chaves: Cancer de Estomago, Expressdo Diferencial, Inteligéncia Artificial, Gene Expression Omnibus, The Cancer Genome Atlas.

Abstract: Gastric cancer is the fourth most common and third deadliest cancer worldwide. Patients are usually asymptomatic or do not show specific symptoms
during initial stages, which may hamper the diagnosis. A previous study identified 39 genes with biomarker potential in gastric cancer, among them the GPNMB
gene. In this context, the objective of this study was to explore GPNMB as a prognostic and diagnostic biomarker for gastric cancer. Expression data was extracted
from Gene Expression Omnibus (GSE33335 and GSE54129) and The Cancer Genome Atlas (TCGA-STAD). Data acquisition, preprocessing and statistical analyses
were performed with an inhouse developed tool. The K-means and decision tree algorithms were applied for determining the potential of the gene as a diagnostic
biomarker, whereas the survival analysis verified the influence of expression on prognosis. GPNMB expression was higher in tumoral tissue samples when compared
to non-tumoral adjacent tissue (NT). K-means allowed formation of independent groups with normal and NT samples. Similarly, samples were correctly classified
into normal and NT tissue groups with the decision tree according to expression values. Additionally, the survival analyses showed that the high expression of the
GPNMB gene is associated with a worse prognosis. This research provided evidence on the potential of GPNMB as a biomarker for gastric cancer, given the gene
demonstrated an important role in disease development.

Keywords: Stomach Cancer; Differential Expressio,; Artificial Intelligence, Gene Expression Omnibus, The Cancer Genome Atlas.

Introducao A neoplasia maligna (cincer) ¢ um grupo amplo e
heterogéneo de patologias que iniciam com multiplicagio
desordenada e descontrolada de células. Essa proliferagio fora de
controle é uma caracteristica das células cancerosas, promovendo
a progressdo do tumor e sua manuten¢do. Ao contrario das
neoplasias benignas que tem crescimento mais lento e organizado
[2,3]. As células podem tornar-se cancerosas por danos no DNA.
Essas alteragdes no material genético podem transformar os proto-
oncogenes, responsaveis pela regulagdo e o crescimento celular,
em oncogenes causando descontrole na prolifera¢do celular. Além
disso, as altera¢cdes no DNA podem ocasionar a desativagdo dos

A bioinformatica, ou biocomputagdo, relaciona-se
diretamente as descobertas da biologia molecular e auxilia no
desenvolvimento do conhecimento cientifico da area. Dessa forma,
as suas ferramentas possibilitam o estudo a nivel molecular dos
organismos vivos, analises a partir das quais também ¢é possivel
identificar genes, proteinas e outras moléculas que auxiliem na
elucidagdo de meios para diagnosticar anomalias e doengas.
O destaque ¢ dado a concepgdo de estratégias terapéuticas e o
diagnostico de tumores, como no caso das neoplasias [1].
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genes supressores de tumor, que retardam a divisdo celular ou
levam a célula & morte no momento adequado [4].

Entre as neoplasias conhecidas esta o cancer de estomago,
ou cancer gastrico, ¢ 0 quinto cancer mais comum ¢ a terceira
maior causa de morte por cancer no mundo [5]. Esta neoplasia
esta associada a fatores de risco como a infecgdo pela bactéria
Helicobacter pylori, o baixo consumo de frutas e vegetais, o
tabagismo e o etilismo. Além disso, o histérico familiar também é
um fator que contribui significativamente para o desenvolvimento
dessa doenga [6].

O cancer gastrico ndo ¢ uma doenga Unica, mas um grupo
heterogéneo de tumores com caracteristicas morfologicas,
histologicas e moleculares heterogéneas. A maioria dos canceres
gastricos sdo adenocarcinomas (95 % dos casos), que se iniciam
no epitélio glandular [7,8]. Os adenocarcinomas gastricos podem
ser classificados em: difuso, intestinal, ¢ misto [8]. No estagio
inicial, a doenga pode ser assintomatica ou ndo apresentar
sintomas especificos, dificultando o diagnoéstico precoce. Assim,
os pacientes sdo diagnosticados em uma fase avangada da doenca,
reduzindo os indices de sucesso do tratamento e de sobrevida dos
pacientes [9,10]. Diante desse contexto, a utilizacao de abordagens
mais eficazes que auxiliam na triagem inicial dos pacientes com
cancer gastrico torna-se importante para possibilitar um melhor
desfecho da doenca [11].

As moléculas bioldgicas, como os biomarcadores, podem
indicar se os processos em um organismo estdo ocorrendo de
forma normal ou anormal. Além disso, sdo utilizados em outros
contextos clinicos, como para previsdo do prognoéstico, previsao
da resposta do paciente a determinada terapia e monitoramento
do estado da patologia [12].

Em um estudo prévio realizado por Rossetto (2021) foram
identificados 39 genes diferencialmente expressos em cancer
gastrico, o que indica uma potencialidade de utilizagdo como
biomarcadores [13]. Dentre esses, o gene GPNMB (glicoproteina
B ndo metastatica) ¢ expresso na maioria das células e tecidos, e
o incremento da expressao promove a proliferagdo, migragdo e a
invasdo de células tumorais [ 14]. Assim, devido as caracteristicas
do gene GPNMB e as sua potencialidade previamente relatada
como biomarcador para o cancer gastrico, este estudo teve como
objetivo utilizar técnicas de inteligéncia artificial (clusterizagdo e
arvore de decisdo) conjuntamente com analise de sobrevida a fim
de explorar a utilizagdo desse gene como biomarcador diagnostico
e prognoéstico para neoplasia em questao.

Metodologia

Este trabalho foi desenvolvido com dados extraidos de
repositorios publicos. Assim, ndo envolveu a coleta de novos
dados em campo ou em laboratdrio.
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Os dados de expressdo génica foram extraidos dos
repositorios Gene Expression Omnibus (GEO) [15] e do The
Cancer Genome Atlas (TCGA). Os conjuntos GSE33335 [16] e
GSE54129 foram adquiridos no banco de dados GEO. O primeiro
estudo contém, no total, 50 amostras, sendo 25 amostras ndo
tumorais adjacentes (NT) e 25 amostras tumorais. Ja o segundo
estudo, possui no total 133 amostras, sendo 22 amostras NT
e 111 amostras tumorais. No TCGA foram obtidos os dados
do estudo TCGA-STAD [17], neste caso havia 415 amostras
tumorais e 35 amostras de NT. Todos os dados sdo relacionados
a pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico. A
extragdo dos dados do GEO e TCGA, bem como o processamento
e aplicacdo das analises estatisticas foram realizados por meio
de uma ferramenta de desenvolvimento proprio que permite
analise de expressao diferencial para identificagdo de potenciais
biomarcadores [13].

Para analises dos dados provenientes do GEO foi utilizada
a ferramenta Orange v.3.26.0 [18]. Foram aplicadas duas técnicas
de mineracio de dados, sendo os algoritmos K-means e a Arvore
de Decisdo. O K-means possibilita o agrupamento das amostras de
cada estudo segundo similaridade na expressdo do gene GPNMB.
O critério levado em consideragao na analise dos resultados foi a
pureza dos clusters de acordo com o tipo de amostra prevalente
(tumoral ou NT). J4 o algoritmo de Arvore de Decisdo permite
a classificagdo das amostras em tumoral e NT utilizando como
critério os valores de expressdo do gene GPNMB. As arvores de
decisdo geradas foram avaliadas através da validagdo cruzada
segundo as métricas: (i) AUC (&rea embaixo da curva); (ii)
exatiddo (proporgdo de exemplos classificados corretamente);
(iii) precisdo (proporgdo de verdadeiros positivos classificados
corretamente); (iv) revocacado (proporgdo de verdadeiros positivos
entre todos os exemplos positivos); e (v) F1 (média harmonica
ponderada entre medidas de precisdo e revocagio).

Os dados provenientes do TCGA foram submetidos a
analise de sobrevida de acordo com a categoria histopatologica
(intestinal e difuso). Essa andlise foi também realizada através
da ferramenta de desenvolvimento proprio. Os valores p menores
que 0,05 foram tomados como estatisticamente significativos.

Resultados

Como resultado da analise de expressdo diferencial, o gene
GPNMB apresentou diferenca estatisticamente significativa entre
amostras tumorais ¢ NT em dois dos trés conjuntos de dados
(figura 1). Para os conjuntos GSE33335 ¢ GSE54129 o gene
apresentou uma expressdo mais alta em tecido tumoral (p <0,001),
enquanto que os dados provenientes do estudo TCGA-STAD
ndo evidenciaram diferenca de expressao entre os dois tipos de
tecido (p = 0,8).

Os dados do GEO (GSE33335 e GSE54129) foram
submetidos a simulagdes com valores de K variando de 2 a 5.
Os resultados da analise de clusterizagdo estdo apresentados nas
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tabelas 1 e 2. Para 0 GSE33335 o valor de K igual a 3 proporcionou
melhor resultado (pureza média de 90,92 %). Ja para o GSE54129
o melhor resultado (pureza média de 95,56 %) foi atingido com
valor de K igual a 4. Assim, é perceptivel que os valores de
expressdo do gene GPNMB possibilitaram o agrupamento das
amostras de acordo com o tecido (tecido normal e tecido tumoral).

Figura 1: Comparagdo da expressdo génica do gene GPNMB
entre amostras tumorais ¢ tecido ndo tumoral adjacente. a)
Conjunto de dados do estudo GSE33335; b) Conjunto de dados
do estudo GSE54129; ¢) Conjunto de dados do estudo TCGA-
STAD.

Fonte: autores.

Tabela 1: Resultados da analise de clusterizagdo K-means com
valores de expressdo do gene GPNMB do conjunto de dados
GSE33335. Os resultados para o melhor valor de K estdo
real¢ados em negrito.

Zzl(;(r Cluster Normal Tumor Pl:lr:sz:; lios l:lllggiz:
C1 0 16 100,00 %

2 c2 25 9 73,53 % 80.76%
C1 0 11 100,00 %

3 C2 24 5 82,76 % 90,92 %
C3 1 9 90,00 %
Cl1 0 11 100,00 %

4 C2 10 6 62,50 % 87,85 %
C3 1 8 88,89 %
C4 14 0 100,00 %
Cl 0 5 100,00 %
C2 10 5 66,67 %

5 C3 1 5 83,33 % 90,00 %
C4 0 10 100,00 %
C5 14 0 100,00 %

Fonte: autores.
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Também foram realizadas analises com algoritmo de
“Arvore de Decisdo”. Na figura 2, foi apresentada a Arvore
de Decis@o gerada para o estudo GSE54129, sendo que as
amostras com valores de expressdo menor ou igual a 8,02 foram
classificadas como normais, por outro lado, amostras com valores
maiores que 8,02 foram classificadas como tumorais. Na figura 3,
esta sendo apresentada a Arvore de Decisdo gerada para o estudo
GSE33335, sendo que as amostras com valores de expressao
menor ou igual a 3,30 foram classificadas normais, enquanto
amostras com valores maiores que 3,30 foram classificadas como
tumorais. As métricas utilizadas para avaliagdo das duas arvores
tiveram elevado desempenho (tabela 3), ratificando o potencial
dos valores de expressdo do gene GPNMB para classificacdo das
amostras entre normais e tumorais.

Tabela 2: Resultados da analise de clusterizagcdo K-means com
valores de expressdo do gene GPNMB do conjunto de dados
GSES54129. Os resultados para o melhor valor de K estdo
realgados em negrito.

lei)(r Cluster Normal Tumor Pl;;::; ;isos l:llggiz;
Cl 1 103 99,04 %

2 85,23 %
C2 20 8 71,43 %
Cl 3 46 93,88 %

3 C2 18 3 85,71 % 93,20 %
C3 0 62 100,00 %
C1 3 21 87,50 %
C2 0 40 100,00 %

4 95,56 %
C3 18 1 94,74 %
C4 0 49 100,00 %
Cl 18 1 94,74 %
Cc2 0 39 100,00 %

5 C3 1 31 96,88 % 94,99 %
Cc4 2 10 83,33 %
C5 0 30 100,00 %

Fonte: autores.
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Figura 3: Resultado da analise de Arvore de Decisdo com
valores de expressdo do gene GPNMB do conjunto de dados
GSE54129.

Fonte: autores.

Figura 4: Resultado da analise de Arvore de Decisdo com
valores de expressdo do gene GPNMB do conjunto de dados
GSE33335.

Fonte: autores.

Tabela 3: Métricas utilizadas para validacao cruzada das
arvores de decisdo geradas. Abreviagdes: AUC, area embaixo
da curva; CA, exatidao.

Estudos AUC CA Precisio  Revocacio F1
GSES4129  0.893 0.955 0.953 0.955 0.954
GSES54129  0.862 0.900 0.901 0.900 0.900

Fonte: autores.

Em relagdo as analises de sobrevida com os dados do TCGA,
os resultados apontam para uma diferenca na probabilidade de
sobrevivéncia dos grupos de pacientes dependendo da classificacao
histopatologica da neoplasia (tipo difuso ou intestinal). Para o
cancer gastrico do tipo difuso (figura 5), houve uma diferenga
estatisticamente significativa entre a sobrevida dos pacientes que
apresentaram alta ¢ baixa expressdo. Nesse caso, 0s pacientes
com baixa expressdo do gene GPNMB tiveram uma maior taxa
de sobrevida (p = 0,006). No entanto, os niveis de expressdo de
GPNMB nao foram bons preditores para a sobrevida dos pacientes
com cancer gastrico do tipo intestinal (p = 0,683), visto que as
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curvas de sobrevida dos pacientes com alta e baixa expressao
ndo tiveram diferenca estatisticamente significativa (figura 6).

Figura 5: Comparag@o da sobrevida baseada na expressdo de
GPNMB para o cancer gastrico do tipo difuso.

Fonte: autores.

Figura 6: Comparagao da sobrevida baseada na expressdo de
GPNMB para o cancer gastrico do tipo intestinal.

Fonte: autores.

Discussao

O gene GPNMB codifica uma glicoproteina super expressa
em uma variedade de canceres. Esse gene aparenta ter papel
imunossupressor, 0 que contribui para o crescimento tumoral
e metastase [19]. No céancer de cabeca e pescogo, GPNMB foi
altamente expresso quando comparado com displasia e tecido de
mucosa normal [20].

De forma similar aos estudos com outros tipos de cancer, a
analise desse estudo revelou o gene GPNMB como um potencial
biomarcador diagnostico para o cancer gastrico. Ao comparar
os valores de expressdo do gene GPNMB entre amostras de
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tecido nao tumoral adjacente e tecido tumoral, os dados do GEO
apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Por outro
lado, os valores de expressdo entre os dois tipos de tecido ndo
foram estatisticamente significativos para os dados do TCGA,
podendo ser explicado pela discrepancia do nimero de amostras
de cada grupo. Ao considerar os valores de expressdo do gene
GPNMB foi possivel a formagdo de grupos independentes com
amostras normais e tumorais na analise de clusterizagdo. Além
disso, os dados de expressdo também permitiram a classificagdo
das amostras, sendo valores mais altos de expressdo encontrados
em tecido tumoral e os valores mais baixos de expressdo em
tecidos ndo tumorais adjacentes, conforme evidenciado pelas
arvores de decisdo modeladas.

Nesse estudo, na analise de sobrevida, a alta expressdo do
gene GPNMB foi correlacionado com pior progndstico no cancer
gastrico do tipo difuso. Ren e colaboradores (2020) também
investigaram o papel do gene GPNMB no céancer gastrico e
relacionaram altos niveis de expressdo com a predi¢éo de um pior
prognostico. A proteina codificada por GPNMB tem a capacidade
de recrutar as células imunossupressoras € promover a exaustao
das células imunes através do eixo de sinalizagdo PI3K/AKT/
CCL4, atuando como um mediador na progressao do cancer
gastrico [21].

Adicionalmente, a alta expressdo de GPNMB também
¢ correlacionada com mau progndstico e menores taxas de
sobrevida em pacientes com outros tipos de cancer [19]. No cancer
de cabeca e pescogo, a um alto nivel de expressdo de GPNMB,
sendo associado a um pior prognostico [20]. No cancer de mama
triplo negativo, a expressdo de GPNMB ¢ prevalente e pode ser
utilizado no prognostico dos pacientes, visto que a superexpressao
foi associada a um pior prognoéstico e metastase [22]. Além do
seu potencial como biomarcador diagndstico e prognostico, o
gene GPNMB também foi estudado como alvo terapéutico para
o cancer de mama triplo negativo [23].

Consideracoes finais

Os algoritmos utilizados possibilitaram a identificagdo do
gene GPNMB como potencial biomarcador diagnéstico para o
cancer gastrico, visto que a expressao diferencial entre os tecidos
tumorais e ndo tumorais adjacentes possibilitou o agrupamento
e a classificagdo das amostras. As amostras de tecido tumoral
apresentaram valores elevados de expressdo, enquanto as
amostras ndo tumorais adjacentes apresentaram valores mais
baixos de expressao, indicando que esse gene possui um papel no
desenvolvimento do cancer gastrico. Em geral, os pacientes com
essa neoplasia sdo diagnosticados tardiamente e a identificagdo
de potenciais biomarcadores diagnodsticos pode auxiliar no
diagnostico precoce. Além disso, as analises de sobrevida
indicaram que pacientes com alta expressdo do gene GPNMB
possuem um pior prognostico do cancer gastrico do tipo difuso.
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Por fim, este trabalho pode motivar estudos futuros,
relacionados a validagdo clinica do gene GPNMB como
biomarcador. Além disso, pesquisas adicionais sdo necessarias
para explorar as vias moleculares através das quais o GPNMB
influencia o desenvolvimento e a progressao do cancer gastrico.
Apesquisa sobre a possibilidade de inibir o GPNMB como uma
estratégia terapéutica € um campo promissor na area oncologica,
que pode abrir novas opgdes de tratamento para pacientes com
cancer gastrico.
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