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RESUMO

Os Receptores de Tirosina Quinase (RTKs) sao receptores presentes na membrana
celular que medeiam a transi¢ao e ativacédo de diversos sinais intracelulares. Entre
as vias de sinalizagdo ativadas por RTKs estdo a proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), Janus quinase (JAK) e fosfoinositideo 3-quinase (PI3K),
responsaveis pelo crescimento, proliferagdo, sobrevivéncia e migragao celular.
Devido a sua participacdo na regulacdo de processos fundamentais da célula,
alteracbes nas vias ativadas por RTKs estdo frequentemente relacionadas ao
cancer. O cancer de mama € a neoplasia mais comum entre mulheres no mundo
todo, e muitas pacientes apresentam resisténcia as drogas utilizadas no tratamento,
0 que impacta negativamente as respostas a terapia. Diversos mecanismos estao
envolvidos no processo de resisténcia, entre eles a heterogeneidade tumoral. A
heterogeneidade pode ser inter ou intratumoral, resultando na adaptagdo e
sobrevivéncia das células aos estimulos recebidos, como a quimioterapia, por
exemplo. Portanto, a investigagcdo da heterogeneidade tumoral é essencial na
identificacédo e desenvolvimento de melhores tratamentos para o cancer. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a heterogeneidade de vias de sinalizagao
ativadas por RTKs em cancer de mama, a partir da analise bioinformatica de banco
de dados disponiveis. Os resultados demonstram que a expressao génica dentro de
um mesmo tumor € altamente variavel, com algumas células apresentando alta
expressao enquanto outras exibem expressdo ausente, evidenciando a
heterogeneidade intratumoral. Tumores ER+ apresentaram maior homogeneidade
na expressao génica, enquanto os subtipos HER2+ e triplo-negativo exibiram
padrées mais variados, refletindo diferengcas na biologia tumoral. Além disso, a
ativagao diferencial dessas vias sugere seu potencial papel na progressao tumoral e
na resisténcia terapéutica. Assim, conclui-se que a analise da heterogeneidade
tumoral é fundamental para compreender a complexidade do cancer de mama, e
que abordagens como o sequenciamento de células unicas podem contribuir para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes e personalizadas.

Palavras-chave: cancer; mama; heterogeneidade; sinalizagao; tratamento.



ABSTRACT

Tyrosine Kinase Receptors (RTKs) are cell membrane receptors that mediate the
transition and activation of various intracellular signals. Among the signaling
pathways activated by RTKs are mitogen-activated protein kinase (MAPK), Janus
kinase (JAK), and phosphoinositide 3-kinase (PI3K), which are responsible for cell
growth, proliferation, survival, and migration. Due to their role in regulating
fundamental cellular processes, alterations in RTK-activated pathways are frequently
associated with cancer. Breast cancer is the most common neoplasm among women
worldwide, and many patients exhibit resistance to the drugs used in treatment,
negatively impacting therapeutic responses. Various mechanisms are involved in the
resistance process, among them tumor heterogeneity. Heterogeneity can be inter- or
intratumoral, resulting in the adaptation and survival of cells to received stimuli, such
as chemotherapy, for example. Therefore, investigating tumor heterogeneity is
essential in identifying and developing better treatments for cancer. Thus, the aim of
this study is to evaluate the heterogeneity of signaling pathways activated by RTKs in
breast cancer, through bioinformatic analysis of available databases. The results
demonstrate that gene expression within the same tumor is highly variable, with
some cells exhibiting high expression while others show absent expression,
highlighting intratumoral heterogeneity. ER+ tumors displayed greater homogeneity in
gene expression, whereas HER2+ and triple-negative subtypes exhibited more
diverse patterns, reflecting differences in tumor biology. Moreover, the differential
activation of these pathways suggests their potential role in tumor progression and
therapeutic resistance. Therefore, it is concluded that analyzing tumor heterogeneity
is essential for understanding the complexity of breast cancer, and that approaches
such as single-cell sequencing may contribute to the development of more effective
and personalized therapies.

Keywords: cancer; breast; heterogeneity; signaling; treatment.
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1. INTRODUGAO

Os Receptores de Tirosina Quinase (RTKs) compéem uma familia de
receptores de membrana celular responsaveis por regular diversas fungdes e pela
transducdo de sinais em resposta a estimulos intra e extracelulares (Jaradat et al.,
2024). Diversas vias sao ativadas pela agdo de RTKs, entre as quais se destacam a
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), Janus quinase (JAK)/transdutor de
sinal e ativador de transcrigcdo (STAT) e fosfoinositideo 3-quinase (phosphoinositide
3-kinase - PI3K)/proteina quinase B (AKT) (Eroles et al., 2012). Em raz&o de seu
envolvimento em processos essenciais para as células, mutagdes e desregulagéo
nas vias MAPK, JAK/STAT e PI3K/AKT costumam estar relacionadas com o
desenvolvimento e progressao de diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de
mama (Butti et al., 2018).

O cancer de mama ¢é o tipo mais comum entre as mulheres no mundo, com
previsdo de 73.610 novos casos no Brasil entre 2023 e 2025 (INCA, 2022). Sua
origem envolve fatores genéticos e ambientais, e sua classificagdo molecular
considera a presenca de receptores hormonais, receptores de crescimento e taxa de
proliferagdo (Clusan et al., 2023; Perou et al., 2000). Os subtipos incluem Luminal A,
Luminal B, Luminal B HER2-positivo, HER2-positivo e Basal. Enquanto os tumores
luminais sdo mais frequentes e apresentam melhores progndésticos, o subtipo Basal
€ mais agressivo e frequentemente associado a mutagdes no gene BRCA1 (Perou et
al., 2000; Eroles et al., 2012; Bauer et al., 2007).

O tratamento envolve quimioterapia, radioterapia e cirurgia, mas a resisténcia
ao tratamento € um desafio, comprometendo a resposta terapéutica e o prognostico
(Saatci; Huynh-Dam; Sahin, 2021). A heterogeneidade tumoral, comum no cancer,
pode ocorrer entre pacientes (intertumoral) ou dentro do mesmo tumor
(intratumoral), sendo influenciada por fatores genéticos e epigenéticos que garantem
a adaptacgao das células cancerigenas (Zardavas et al., 2015; Assidy, Caldas, Bruna,
2016; Cornwell et al., 2016; Lenz, 2024). Assim, diferentes células podem responder
de forma desigual ao tratamento, permitindo a sobrevivéncia de populagdes
resistentes (Swanton, Burrell, Futreal, 2011; Bergenfelz et al., 2015).

A compreensao da heterogeneidade tumoral €& essencial para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Técnicas de analise de células
unicas, combinadas com ferramentas bioinformaticas, tém se mostrado

fundamentais para avangar nos estudos sobre heterogeneidade (Navin et al., 2011;



Yuan et al., 2019). Portanto, unificar os conhecimentos bioldgicos da carcinogénese
com as metodologias avancadas de informatica € fundamental para avangar no

diagndstico, tratamento e progndstico de pacientes com cancer.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a heterogeneidade de vias de sinalizagdo ativadas por Receptores de
Tirosina Quinase (RTKs) em cancer de mama através de uma abordagem

bioinformatica.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a heterogeneidade intratumoral de genes relacionados as vias de
sinalizagao ativadas por RTKs com dados de sequenciamento de células unicas de

pacientes com cancer de mama.

2. Construir e comparar perfis de expressao de vias de sinalizacdo de pacientes

com diferentes subtipos de cancer de mama.

3. Comparar a expressao génica dos subtipos tumorais de cancer de mama com

amostras de controle saudavel.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer de mama

Atualmente, o cancer de mama € a neoplasia mais comum entre as mulheres
no mundo todo, conforme relatado pelo Observatorio Global do Cancer (The Global
Cancer Observatory — GLOBOCAN 2022). Projeta-se que, em 2030, ocorrerao 2,74
milhdes de novos diagndsticos de cancer de mama mundialmente, resultando em
mais de 850 mil ébitos (GLOBOCAN 2022). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer
(INCA, 2022) estima a ocorréncia de 73.610 novos casos para o triénio de 2023 a
2025. Os mecanismos bioldgicos que direcionam o surgimento do cancer de mama
sdo complexos e podem ser causados por diversos fatores de risco como genética,
exposi¢gao hormonal, estilo de vida, alimentagdo, consumo de alcool, obesidade e
ambiente (Clusan et al., 2023). Em relagédo a histologia, a maioria dos canceres de
mama sao adenocarcinomas, dos quais 85% sé&o originados nos ductos mamarios, e
15% no epitélio lobular (Feng et al., 2018).

Além disso, o cancer de mama é classificado molecularmente com base na
expressao de trés marcadores principais: receptores hormonais, receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (Human Epidermal growth factor
Receptor-type 2 — HER2) e indice de proliferagao celular medida através de Ki67. Os
subtipos moleculares sao denominados como Luminal A, Luminal B, Luminal B
HER2-positivo, HER2-positivo e triplo negativo (Figura 01) (Perou et al., 2000; Eroles
et al., 2012). Luminal A, o subtipo mais comum, representa cerca de 50-60% dos
casos e possui expressao positiva para receptores hormonais, como receptores de
estrogénio (ER) e/ou receptores de progesterona (PR). Ademais, n&o possui
expressdo de HER2 e apresenta baixos niveis de Ki67, o que caracteriza um
crescimento lento do tumor e melhor progndstico para a doenga. O tratamento é
baseado em inibidores de aromatase e moduladores seletivos do receptor de
estrogénio, como o tamoxifeno (Perou et al., 2000; Eroles et al., 2012).

O subtipo Luminal B também possui expressado positiva para ER e/ou PR e
altos niveis de Ki67, o que torna seu crescimento mais rapido em comparagcao ao
Luminal A (Perou et al., 2000; Eroles et al., 2012). Em alguns casos, tumores
Luminais B também podem apresentar expressao positiva de HERZ2, sendo

denominado Luminal B HER2. Tumores com o perfil molecular de HER2-positivos



representam de 15 a 20% dos tumores malignos de mama e sao caracterizados pela
alta expressdo de HER2 e auséncia de receptores hormonais. Embora possuam um
prognostico desfavoravel, pacientes com tumor HER2+ contam com tratamento
especifico com o uso de trastuzumabe, um medicamento anti-HERZ2 que beneficia a
resposta a terapia (Perou et al., 2000; Piccart- Gebhart et al., 2005).

Tumores triplo negativos, estdo entre 10-15% dos casos e ndo expressam
ER, PR e HER2. Sao considerados tumores mais agressivos e com pior progndstico,
estando associados também a mutagdes em BRCA17, um gene fundamental para
reparo de DNA. Nesses casos, o uso de inibidores de poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP) pode ser benéfico, uma vez que leva ao acumulo de quebras de duplas fitas
de DNA e morte celular (Eroles et al., 2012; Bauer et al., 2007).

Os tratamentos de rotina para cancer de mama consistem em cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, hormdnio terapia e terapia alvo (PDQ Adult Treatment
Editorial Board 2016). A quimioterapia é parte fundamental no tratamento do cancer
de mama e tem como padrao o regime AC-T, composto pela combinagao das drogas
adriamicina, ciclofosfamida e um taxano (NCCN 2015; Fuijii et al., 2015). Ademais, a
quimioterapia neoadjuvante, realizada antes da cirurgia de retirada do tumor, vem
apresentando boa eficiéncia e vantagens adicionais (Mauri; Pavlidis; loannidis, 2005;
Rastogi et al., 2008). Com a quimioterapia neoadjuvante é possivel, por exemplo,
monitorar a resposta tumoral e intervir caso o tratamento seja ineficaz (Rigter et al.,
2013), além de permitir uma cirurgia mais conservadora devido a reducdo do

tamanho tumoral (Mieog; Van Der Hage; Van De Velde, 2007).
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Figura 01. Incidéncia e classificagdo molecular do cancer de mama com base na presenga ou
auséncia de expressao de receptores hormonais, HER2 e pelo indice de proliferagao celular

Ki67.
SUBTIPOS . ,
MOLECULARES 2 RH HERL e MELHOR
PROGNGSTICO
LUMINAL A
LUMINAL B

LUMINAL B HER2

HER2

TRIPLO NEGATIVO v
PIOR

RH, Receptores Hormonais (estrogénio e/ou progesterona) PROGNOSTICO

Fonte: Autoria prépria, baseada em Perou et al., 2000 e Eroles et al., 2012.

Apesar dos beneficios, um dos grandes desafios da quimioterapia é a
resisténcia tumoral ao tratamento. Esta resisténcia pode ser intrinseca, por
alteragdes que a paciente ja apresenta, ou adquirida, pelo contato com a droga
(Wein; Loi, 2017; Saatci; Huynh-Dam; Sahin, 2021). Os mecanismos envolvidos no
processo de resisténcia sao diversos e podem variar entre cada subtipo tumoral (An
et al., 2021; Wein; Loi, 2017; Saatci; Huynh-Dam; Sahin, 2021). Em geral, fatores
como a atividade de enzimas metabolizadoras e a expressdao aumentada de
transportadores no sistema de efluxo de drogas podem causar piores respostas ao

tratamento quimioterapico (An et al., 2021).

2.2 Receptores de Tirosina Quinase

Os Receptores de Tirosina Quinase (do inglés Receptor Tyrosine Kinases -
RTKs) sdo uma familia de quinases ligadas a membrana das células, cuja estrutura
€ composta por um dominio extracelular de ligagdo e um dominio intracelular
citoplasmatico (Butti et al., 2018; Ségaliny et al., 2015). Em humanos, séo

conhecidos 58 RTKs, agrupados em 20 classes de acordo com sua topologia,



1

estando expressos em diversos tipos celulares (Lemmon, Schlessinger, 2010). A
ligacao de ligantes no RTK gera alteragées conformacionais que desencadeiam a
ativacado de moléculas de sinalizagao intracelulares.

Entre as diversas vias de sinalizagdo que sio ativadas por RTKs estdo a
proteina quinase ativada por mitégeno (mitogen-activated protein kinase - MAPK),
Janus quinase (JAK) / transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao (signal transducer
and activator of transcription - STAT) e fosfoinositideo 3-quinase (phosphoinositide
3-kinase - PI3K) / proteina quinase B (protein kinase B - AKT) (BUTTI et al., 2018).
Essas trés vias, MAPK, JAK/STAT e PI3K/AKT participam de funcdes celulares como
crescimento, sobrevivéncia, proliferagao, divisdo, metabolismo, apoptose e migragao
celular (Eroles et al., 2012). Um esquema de RTKs e vias de sinalizagdo esta
expresso na Figura 02. A superexpressao de diversos tipos de RTKs esta presente
em diferentes tipos de cancer, incluindo o de mama, desempenhando papel
importante na progressao do cancer (Butti et al., 2018). Nesse sentido, os niveis
elevados de RTKs em tumores de mama estdo associados a agressividade do
cancer e a reducao da sobrevida das pacientes (Templeton et al., 2014).

Devido a sua relagdo com o cancer, os RTKs tém sido candidatos para o
desenvolvimento de terapias alvo e ja possui inibidores aprovados para o tratamento
do cancer de mama, como o lapatinibe, trastuzumabe e bevacizumabe (Butti et al.,
2018). Contudo, apesar dos beneficios alcancados com uso de inibidores de RTK,
células tumorais costumam desenvolver resisténcias ao tratamento, limitando o

sucesso da terapia (Huang, Fu, 2015).

2.2.1 MAPK

A cascata de sinalizaggo MAPK é ativada através de diversos fatores,
incluindo os RTKs. A sequéncia de ativacdo da via inclui as quinases RAS, RAF,
MEK e ERK, que por fim é translocada para o nucleo da célula, modulando
processos de proliferagdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia celular.
Frequentemente, alteracbes na sinalizacdo de MAPK estdo envolvidas com o
desenvolvimento do cancer (Dhillon et al., 2007). Componentes da familia RAS, por
exemplo, costumam estar entre os oncogenes mais mutados em neoplasias

humanas (Johnson, Burkhart, Haigis, 2022). Ademais, a via de sinalizacdo MAPK
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também pode estar superativada em tumores, incluindo o cancer de mama, mesmo
sem possuir alteragbes gendmicas que afetem diretamente a via (Santen et al.,
2002).

2.2.2 JAK/STAT

A ativacdo da via JAK se inicia com a acado dos receptores, incluindo os
RTKs. Uma vez ativa, JAK desencadeia a formagao de dimeros funcionais de STAT,
0s quais sdo translocados até o nucleo celular e participam da regulagdo da
expressdo génica (Lu et al., 2019). A familia STAT possui diversos membros que
atuam na regulagdo da proliferagao, diferenciagao, apoptose e resposta imune do
organismo (Verhoeven et al., 2020; Manore et al., 2022). Devido ao seu importante
papel regulatério, a fungao de STAT é frequentemente alterada em diversos tipos de
cancer (Manore et al., 2022). Entre os membros da familia STAT, STAT3 é o mais
estudado no cancer de mama, estando frequentemente superativado nas células
tumorais e contribuindo para o crescimento e agressividade da doenca (Chung et al.,
2014; Ma, Qin, Li 2020).

2.2.3 PIBK/AKT

A via PI3K/AKT recebe sinais de ativagdo através de receptores como o0s
RTKs, e, uma vez ativa, recruta a proteina AKT, que, entao, é ativada por mTOR e
resulta no estimulo de sobrevivéncia e crescimento nas células (Lim, Mayer,
Pawson, 2015). A familia PI3K possui trés classes, sendo a classe | a mais estudada
e relacionada com transformagao e crescimento tumoral (Engelman, Luo, Cantley,
2006; Engelman 2009). A sinalizagédo de PI3K/AKT é superativada em cerca de 70%
dos tumores mamarios, e PTEN, um gene supressor tumoral regulador da via, esta

mutado em cerca de 40% dos casos (Hinz, Jucker, 2009).
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Figura 02. Alguns dos Receptores de Tirosina Quinase e suas principais vias envolvidas
na tumorigénese: JAK/STAT, MAPK (RAS/RAF/MEK/ERK) e PI3K/AKT.
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Fonte: Jaradat et al., 2024.

2.3 Heterogeneidade tumoral

Um fator comum ao cancer € a heterogeneidade, isto é, células tumorais
exibem caracteristicas distintas entre si, podendo ser inter ou intra tumoral (Figura
03). A heterogeneidade intertumoral implica que cada cancer de mama pode ser
diferente em cada paciente, o que impede a adogao de uma abordagem terapéutica
unica para todos os casos. Nesse sentido, o desenvolvimento de terapias

direcionadas e personalizadas para cada individuo vem se tornando cada vez mais



14

relevantes para a area oncoldgica (Zardavas et al., 2015). Ja a heterogeneidade
intratumoral refere-se a variagao existente entre as células de um mesmo tumor, em
um unico paciente. Mutagdes genéticas e/ou modificagdes epigenéticas sao fontes

de heterogeneidade intratumoral (Assidy, Caldas, Bruna, 2016).

Figura 03. Tipos de heterogeneidade.

HETEROGENEIDADE INTER TUMORAL

0S TUMORES SAO DIFERENTES ENTRE AS PACIENTES

HETEROGENEIDADE INTRATUMORAL
UM UNICO TUMOR E FORMADO POR CELULAS COM DIFERENTES FENOTIPOS

P ——b -

‘® a\
- TRATAMENTO " S
et o

Fonte: Autoria prépria, baseada em Januskevic¢iené, Petrikaité, 2019.

Assim, as alteragdes e flutuacbes dos componentes celulares e do
microambiente tumoral geram variabilidade fenotipica para células unicas, o que néo
depende apenas da variedade genética (Cornwell et al., 2016). Em vista disso, a
geracao continua de heterogeneidade torna-se essencial para a adaptacdo das
células cancerigenas as adversidades e a resposta ao tratamento (Lenz, 2024).
Nesse sentido, a populacdo celular que compdéem o tumor pode apresentar
caracteristicas moleculares distintas, o que resulta em diferentes comportamentos

frente a um estimulo. O tratamento quimioterapico, por exemplo, pode nao ser
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efetivo contra todo o tumor, resultando em uma subpopulacéo tumoral remanescente
com perfil resistente (Swanton, Burrell, Futreal, 2011; Bergenfelz et al., 2015). De
fato, 90% das recorréncias de cancer de mama sao localizadas e se iniciam no
estagio primario, indicando que a doenca se desenvolve a partir de células
cancerigenas residuais (Lu et al., 2019). Além disso, no cancer de mama, a
heterogeneidade reforga as diferentes caracteristicas histolégicas, moleculares e de
sensibilidade, sendo um dos impedimentos para alcangar um diagndstico e
tratamento efetivos (Leary et al., 2010; Almendro, Fuster, 2011).

Sendo assim, a investigagdo e compreensdo da heterogeneidade tanto intra
quanto inter tumorais s&o essenciais para atingir tratamentos personalizados e
melhores prognosticos para as pacientes. Atualmente, uma das abordagens mais
confiaveis para o estudo da heterogeneidade tumoral € a analise de células unicas
(Navin et al., 2011). A partir disso, a analise protedmica, gendbmica e metabolémica
de perfis tumorais, especialmente em nivel de células individuais, pode contribuir
com o desenvolvimento e aplicagdo da medicina de precisao (Cai, Allam, Coskun,
2020).

2.4 Bioinformatica

A bioinformatica surgiu na década de 1980 trazendo novas abordagens para
a analise e apresentacdo de dados bioldgicos (Lesk, 2008). Assim, a bioinformatica
tornou-se uma estratégia valiosa para a analise abrangente de grandes bancos de
dados, os quais contém diversas informag¢des genéticas (Zeng et al., 2021). Dentre
as metodologias oferecidas pela bioinformatica, a analise de sequenciamento de
células unicas (Single cell sequencing) permite adquirir genomas, transcriptomas e
epigenomas de células individuais. Essa abordagem vem possibilitando a
re-investigagdo de grandes questionamentos da biologia do céncer, como
metastase, heterogeneidade e evolugao (Huang et al., 2018). De acordo com Yuan
(2019), a tecnologia do sequenciamento de células unicas contribuiu fortemente para
os estudos de heterogeneidade tumoral, possibilitando identificar os diversos tipos
celulares que compdem o tumor, as transicdes entre os estagios da doenga e as

interacdes célula-célula (Yuan et al., 2019).
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2.4.1 Banco de dados

O Gene Expression Omnibus (GEO) é um repositério publico de dados
genbmicos funcionais. O banco de dados escolhido foi o GSE161529,
disponibilizado em 2021 (Pal et al., 2021). O banco de dados conta com o
sequenciamento de RNA de células unicas de 52 pacientes, totalizando 421.761
células, abrangendo amostras normais de tecido mamario, tecido mamario com
mutacdo de BRCA1T e os principais subtipos de cancer de mama. No total, o banco
inclui o perfil de 4 tumores triplo negativos, 4 tumores triplo negativos com mutagao
BRCA1, 6 tumores HER2 positivos, 16 tumores com expressao positiva de
receptores de estrogénio, dos quais 7 também apresentam dados de linfonodos
acometidos pelas células tumorais e 13 pacientes normais sem cancer de mama.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, GSE161529).

2.4.2 Analise de sequenciamento de RNA de células unicas

A andlise de sequenciamento de RNA de células unicas (do inglés single-cell
RNA sequencing - scRNA-seq) € comumente realizada através do pacote “Seurat”
do programa R, o qual permite a identificagédo e interpretacdo de heterogeneidade de
células unicas (Butler et al., 2018). Para garantir a qualidade dos dados, as células
sao filtradas com base na contagem de genes e percentual de genes mitocondriais
adequados (Chen et al., 2022a). Também é realizada a normalizagao da matriz de
expressdo de todas as células com o método “LogNormalize” e, para reduzir as
dimensdes dos dados, € conduzida uma analise de componentes principais (PCA)
(Figura 04). Através da analise de um grafico de cotovelo é possivel selecionar os
componentes principais (CPs), garantindo a redugcdo da dimensionalidade dos
dados, o foco nas variagdes significativas e a reducéo do ruido (Slovin et al., 2021).
A partir dos dados selecionados pode ser feita a clusterizagao das células com base

em seus genes marcadores (Slovin et al., 2021).
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Figura 04. Exemplo de um grafico de cotovelo obtido através da analise de componentes
principais (PCA). Os primeiros componentes principais (PCs) capturam a maior quantidade de
variancia, enquanto os PCs subsequentes capturam variagdes menores.
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Fonte: Autoria propria, obtido durante a analise de dados deste trabalho.

Funcdes inclusas no pacote Seurat permitem a identificagdo de
agrupamentos (clusters) de células que possuem perfis de expressdo génica
similares (Slovin et al., 2021). Para a visualizagdo dos padrdes, é realizada a técnica
de reducdo de dimensionalidade através do t-SNE (do inglés, t-distributed stochastic
neighbour embedding), a qual mapeia o conjunto de dados em duas dimensdes
(Kobak, Berens, 2019). Sendo assim, cada célula corresponde a um ponto no grafico
de t-SNE, e a distancia entre elas reflete seu nivel de similaridade em relacédo a
expressao génica (Figura 05). Dessa forma, € possivel visualizar a distribuicdo dos
dados em formatos de clusters (Linderman, 2021). Para a caracterizagdo dos
clusters, os genes diferencialmente expressos (DEGs) sao identificados utilizando o
teste estatistico de Wilcox (Chen et al., 2022a).
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Figura 05. Exemplo de um grafico tSNE com a distribui¢ao de clusters de acordo com a
similaridade dos dados. Cada ponto no grafico representa uma célula.
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Fonte: Pal et al., 2021

A visualizagdo da heterogeneidade tumoral
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a partir dos dados de

sequenciamento de células unicas de tumores pode ser realizada através de um

heatmap (Figura 06). Esse tipo de grafico relune os niveis de expressao de genes de

interesse nas amostras analisadas com base em uma escala de cor (Calura;

Martini., 2021). Portanto, é possivel avaliar e comparar a expressdao génica de

diferentes amostras e condigdes.

Figura 06. Exemplo de um heatmap, demonstrando o nivel de expressao de fungdes

biolégicas (linhas) em diferentes tipos celulares (colunas).
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3. METODOLOGIA
3.1 Coleta de dados

Os dados analisados estdo disponiveis no banco GSE161529, o qual esta
depositado no repositorio Gene Expression Omnibus (GEO). O banco conta com
dados de sequenciamento de RNA mensageiro de células unicas de pacientes com
diferentes subtipos de cancer de mama e tecido mamario saudavel. Além disso,
Chen e colaboradores (2022b) disponibilizaram arquivos derivados do mesmo banco
de dados ja processados, normalizados e agrupados de acordo com as
caracteristicas celulares e o subtipo tumoral. O cancer de mama se origina de
células epiteliais na mama (Ding et al., 2019). Sendo assim, visando especificar a
anadlise para esse grupo celular e evitar variagbes que ocorrem em outros
componentes do microambiente tumoral, apenas o RNA mensageiro de células
epiteliais tumorais foram selecionados para as analises. Os arquivos contendo os
dados de células epiteliais tumorais e saudaveis foram baixados e analisados

através do programa RStudio versédo 2024.12.0+467.

3.2 Analise da heterogeneidade intratumoral

A partir dos dados de células epiteliais tumorais e saudaveis, foi realizada a
analise da expressao de genes de vias de sinalizagao ativadas por RTKs. Tendo em
vista os dados disponiveis no banco e os genes mais relevantes no contexto das
vias de sinalizagdo, foram definidos quinze genes especificos para o seguimento da
analise: KRAS, HRAS, NRAS, BRAF, MAP2K1, MAP2K2, MAPK3, MAPK1, JAK1,
STAT3, MTOR, PTEN, PIK3CA, AKT1 e AKT2. A expressao de cada um desses em
cada célula tumoral das pacientes esta ilustrada em um grafico, demonstrando os
diferentes fendtipos celulares presentes dentro do mesmo tumor, isto €&, a
heterogeneidade intratumoral. A expressdo média de cada gene foi calculada

considerando todas as células epiteliais de cada paciente.
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3.3 Heterogeneidade entre subtipos de cancer de mama

Para verificar a heterogeneidade inter tumoral, os dados de expressao dos
genes selecionados das pacientes serao comparados entre si. Atentando para os
diferentes subtipos moleculares do cancer de mama e seus impactos no progndéstico
da doencga, os dados de expressdo média de todas as pacientes de cada subtipo
foram agrupados entre si. A partir disso, as variagdes de expressao de genes entre

0s subtipos tumorais foram comparadas.

3.4 Comparagao de amostras tumorais com controle saudavel

A fim de verificar e comparar as expressdes génicas de cada subtipo tumoral
com tecido mamario normal, oito amostras celulares saudaveis foram incluidas na
analise. A média de expressdao de cada gene para cada subtipo especifico foi
calculada a partir dos valores individuais de expressao de cada paciente de um
mesmo subtipo. O mesmo processo foi realizado com amostras controle, gerando
um valor médio de expressao a partir de dados de mulheres saudaveis. A expressao
média de cada gene entre os subtipos tumorais e o controle foi comparada
estatisticamente através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
multiplas comparagdes. Foram considerados valores de p < 0,05 como
estatisticamente significativos (*p < 0,05; **p < 0,002; ***p < 0,0002; ****p < 0,0001).
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4. RESULTADOS
4.1 Selecao dos dados de células tumorais

A selecao foi previamente realizada por Chen e colaboradores (2022b), que
disponibilizaram arquivos especificos contendo apenas células epiteliais tumorais de
cada subtipo de cancer de mama. Além disso, para cada subtipo de cancer de
mama, foram incluidas de seis a oito amostras tumorais derivadas de diferentes
pacientes. Os graficos de tSNE demonstrando as células epiteliais tumorais e as
respectivas pacientes incluidas no estudo estdo demonstrados na Figura 07.

Figura 07. Graficos de tSNE indicando os dados incluidos na avaliagao. Cada ponto no grafico
representa uma célula epitelial tumoral de uma respectiva paciente (indicadas por cores).
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4.2 Avaliagao da heterogeneidade intratumoral

Apoés acessar os dados de expressdao de RNA mensageiro de células unicas,
as pacientes foram categorizadas de acordo com o diagndstico do subtipo molecular
do tumor. Assim, pacientes com iniciais ER representam pacientes com subtipo
Luminal com expressao de receptores de estrogénio; pacientes com iniciais HER
indicam as pacientes com tumores positivos para expressao de HER2 e iniciais TN
referem-se a pacientes com tumores triplo negativos.

Foram avaliadas oito pacientes do subtipo luminal com ER+: ER0001,
ER0025, ER0040, ER0042. ER0043, ER0114, ER0125 e ER0167 (Figura 08). Em
todas as amostras, observou-se a presencga de células com expressao ausente, isto
€, niveis de expressdo zero para os genes avaliados. Entre as células com
expressao positiva, os niveis variaram amplamente, desde valores proximos de zero
até niveis mais elevados. Notavelmente, em todos os genes analisados, um
pequeno subgrupo de células apresentou expressao consideravelmente superior ao
restante da populacdo, sugerindo a existéncia de subpopulagdes celulares com
perfis de expressédo génica distintos dentro do mesmo tumor. Como consequéncia
dessa distribuicdo assimétrica, a média de expressdo de cada gene permaneceu
baixa, refletindo a predominéncia de células com valores reduzidos ou ausentes. No
entanto, a presenga de células com alta expressdo sugere que a média
isoladamente pode nao refletir adequadamente a complexidade e a heterogeneidade
da populacao celular tumoral, uma vez que ndo evidencia a existéncia de pequenos
subgrupos celulares com niveis de expressao elevados.

Dentre os genes avaliados, STAT3 e JAK1 demonstraram niveis de expressao
consistentemente mais elevados em todas as pacientes, enquanto MTOR
apresentou os menores valores. Os demais genes ndo demonstram um padrao
uniforme de expressao, variando entre as pacientes. Em geral, é possivel notar que
a paciente ER0167 exibiu os niveis de expressdo génica mais altos, enquanto a
paciente ER0125 apresentou os mais baixos. A heterogeneidade, portanto, é
representada pelas variagdes presentes ndo apenas dentro de um mesmo tumor,
mas também entre as diferentes pacientes. Juntos, esses dados indicam a presenca
de grupos celulares com diferentes niveis de expressdo génica dentro do mesmo
tumor, o que contribui para a heterogeneidade intratumoral e pode impactar nos

desfechos celulares dessa populagéo.
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Figura 08. Heatmap com a distribuicdo dos niveis de expressdo génica em células tumorais de
pacientes com cancer de mama do subtipo ER+ (colunas indicadas pelas cores) em relagao
aos genes relacionados as vias de sinalizagao (linhas). Tons avermelhados indicam alta
expressao e tons azulados baixa expressao. Cada trago representa uma célula individual.
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A analise dos tumores com expressao positiva para HER2 incluiu amostras de
seis pacientes: HER0031, HER0069, HER0161, HER0176, HER0308 e HER0337
(Figura 09). De maneira semelhante ao observado nas amostras de tumores
luminais ER+, a expressao génica nos tumores HER2+ apresentou um padrdo
caracterizado pela presenca de muitas células com niveis de expressdo nulos ou
proximos de zero para os genes avaliados. Entretanto, dentro de cada amostra, é
possivel identificar subpopulagdes de células com niveis elevados de expressao,
evidenciando a heterogeneidade intratumoral. Essa distribuicdo heterogénea sugere
que, dentro do mesmo tumor, diferentes grupos celulares podem apresentar perfis
de sinalizacao distintos.

Observa-se, ainda, uma variabilidade nos niveis de expressao média dos
genes avaliados, com diferengas notaveis entre as pacientes, porém sem um padrao
consistente em todas as amostras. Genes como MAPK1 e STAT3, por exemplo,
destacam-se nas pacientes HER0031 e HERO0161, respectivamente, mas néao
apresentam o mesmo comportamento para o restante das pacientes. Por outro lado,

as pacientes HER0308 e HERO0337 demonstraram um perfil de expressao mais
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homogéneo, com menores variagdes entre os genes. Essa variabilidade entre as
amostras sugere que tumores HER2+ ndo compartiiham um perfil de expressao
padronizado, possuindo caracteristicas moleculares distintas em relagédo aos genes

avaliados.

Figura 09. Heatmap com a distribuicdo dos niveis de expressdo génica em células tumorais de
pacientes com cancer de mama do subtipo HER2+ (colunas indicadas pelas cores) em relagao
aos genes relacionados as vias de sinalizagao (linhas). Tons avermelhados indicam alta
expressao e tons azulados baixa expressao. Cada trago representa uma célula individual.
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Por fim, os tumores triplo-negativos (TN) analisados incluem oito pacientes:
TNO0106, TNO114, TNO126, TNO177, TNO131, TNO135, TN0O554 e TN4031 (Figura
10). Consistente com o que foi observado em tumores ER+ e HER2+, as amostras
dos tumores triplo negativos apresentam uma alta heterogeneidade na expressao
dos genes analisados. Grande parte das células em todas as amostras apresenta
auséncia ou niveis muito baixos de expressao para os genes avaliados, tornando a
média de expressdo baixa. Todavia, observa-se que algumas células individuais
demonstram niveis elevados de expressao génica, destoando da média, o que

reforca a variabilidade intratumoral dentro desse grupo de amostras.

Enquanto o gene STAT3 apresentou niveis elevados de expressdo, MTOR exibiu

uma expressao média baixa, ambos consistentes em todas as amostras. O restante
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dos genes demonstrou valores variados entre as pacientes, sem padréo definido,
refletindo os perfis Unicos de cada tumor. No geral, esses resultados indicam que os
tumores triplo-negativos possuem um padrao de expressao altamente variavel para
0s genes analisados, sem grandes semelhangas entre as diferentes pacientes. Essa
heterogeneidade pode refletir diferengas na biologia tumoral entre os casos e sugere
que esses genes podem desempenhar papéis distintos de acordo com o contexto do
tumor.

Figura 10. Heatmap com os niveis de expressao génica em células tumorais de pacientes com

cancer de mama do subtipo triplo negativo (colunas indicadas pelas cores) em relagao aos

genes relacionados as vias de sinalizagao (linhas). Tons avermelhados indicam alta expresséo
e tons azulados baixa expressdo. Cada tragco representa uma célula individual.
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A analise comparativa dos perfis de expressdo génica nos tumores dos
subtipos ER+, HER2+ e triplo-negativos revelou uma heterogeneidade intratumoral
expressiva em todos os grupos. Em cada subtipo, a maioria das células apresentou
niveis baixos ou nulos de expressao dos genes avaliados, enquanto subpopulagdes
de células demonstraram niveis mais elevados. Esse padrdo, observado
independentemente do subtipo, evidencia que a média aritmética dos niveis de
expressao pode mascarar a complexidade dos perfis celulares, uma vez que nao

reflete a existéncia de células com comportamentos atipicos ou com maior atividade
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transcricional. Em sintese, os dados demonstram que a heterogeneidade
intratumoral € uma caracteristica comum a todos os subtipos analisados, refletindo
nao apenas variacbes entre diferentes pacientes, mas também diferencas na

expressao génica entre células dentro do mesmo tumor.

4.3 Avaliacao da heterogeneidade entre subtipos tumorais

A fim de observar e encontrar padrbes génicos nos diferentes subtipos de cancer
de mama, a atividade média dos genes de interesse de todas as pacientes foi
avaliada em conjunto (Figura 11). O resultado revela um padrdo heterogéneo de
expressao génica entre os diferentes subtipos tumorais, porém sem particularidades
especificas. Em geral, tumores HER2+ e triplo negativos tendem a apresentar mais
genes com alta expressao, representados pela regido mais avermelhada do

heatmap, em comparacdo com tumores ER+.

Figura 11. Heatmap representando a expressao média de genes associados as vias de
sinalizagao MAPK/ERK, JAK/STAT e PI3BK/AKT/mTOR em amostras de diferentes pacientes.
Cada linha corresponde a um gene e cada coluna a uma amostra de paciente, sendo os
subtipos tumorais representados pelos prefixos: "ER" para tumores luminais, "HER" para
tumores HER2 positivos e "TN" para tumores triplo-negativos. A escala de cores varia de azul
(baixa expressao) a vermelho (alta expressao).
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Ademais, é notavel que pacientes pertencentes ao mesmo subtipo podem
exibir perfis de expressédo drasticamente distintos, como pode ser observado entre
as pacientes ER0125 e ER0167 e TN4031 e TNO177. Esse resultado sugere que a
classificagdo molecular do tumor, embora seja essencial para o diagnostico e
tratamento, ndo captura toda a complexidade biolégica da doenga, evidenciando a

grande diversidade e heterogeneidade tumoral em relagéo aos genes avaliados.

4.4 Comparacao de amostras tumorais com controle saudavel

Os resultados da anadlise da média de expressdo revelam diferencas
significativas entre os grupos tumorais e de controle saudavel avaliados (Figura 12).
Para os genes NRAS, MAP2K1, MTOR e PIK3CA, a expressao média nas células
saudaveis foi superior a observada nos tumores do subtipo ER+ (p = 0,0072; p =
0,0042; p = 0,005; p = 0,0069, respectivamente). Além disso, o gene MAPK3
apresentou maior expressdo no controle saudavel tanto em comparacdo aos
tumores ER+ (p = 0,0025) quanto aos tumores triplo negativos (p = 0,031). Por outro
lado, células tumorais dos subtipos ER+ e triplo negativo exibiram niveis de
expressao significativamente mais elevados de STAT3 (p = 0,0016; p = 0,0013,
respectivamente). Ja o subtipo HER2+ demonstrou maior expressao em relagéo ao

controle apenas para o gene AKT1 (p = 0,0366).
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Figura 12. Comparac¢ao da média de expressao génica entre tumores de mama e células
saudaveis. O valor de expressao média de cada tumor foi obtido através das amostras
avaliadas durante o estudo, sendo oito tumores para ER+, seis tumores HER2+ e oito tumores
triplo negativos (TN). O controle saudavel foi obtido através de amostras de oito individuos
saudaveis. Todas as comparagoes estatisticas foram realizadas com o controle utilizando o
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparag¢des. Foram
considerados valores de p < 0,05 como estatisticamente significativos.
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Esses achados reforcam que, como células saudaveis também apresentam
atividades de sinalizagdo relacionadas aos genes avaliados, € esperado que
possuam niveis de expressao consideraveis. Entretanto, genes que apresentam
expressdo aumentada nos tumores podem estar associados a fungcbes mais
relevantes no contexto tumoral, sugerindo um papel potencialmente mais ativo na

progressao da doenca.
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5. DISCUSSAO

A capacidade de uma célula de alterar seu comportamento do restante da
populacdo gera a heterogeneidade intratumoral (Barzgar Barough et al., 2021).
Dessa forma, a expressdo génica variada dentro de um mesmo tumor, isto &,
subpopulagdes celulares com comportamentos distintos entre si, reflete a
heterogeneidade intratumoral presente nas pacientes. Além disso, as variagdes
tumorais observadas entre diferentes pacientes com cancer de mama caracterizam
a heterogeneidade intertumoral, a qual esta associada com diferentes subtipos
histologicos, resposta ao tratamento e desfechos clinicos (Fumagalli, Barberis,
2021). A heterogeneidade pode surgir a partir de alteragées a nivel de genoma,
epigenoma, transcriptoma e proteoma, sendo refletida em diversos aspectos
tumorais como biomarcadores, metabolismo, ciclo celular e microambiente (Guo et
al.,, 2023). Nesse sentido, o sequenciamento de células unicas torna-se uma
ferramenta poderosa para explorar, mensurar e compreender a heterogeneidade
tumoral (Guo et al., 2023).

A avaliagao da heterogeneidade de genes relacionados a vias de sinalizagao
ativadas por RTKs em cancer de mama fornece diversos conceitos relevantes para a
compreensao da complexidade tumoral. Os dados apresentados neste trabalho
demonstram a existéncia da heterogeneidade intratumoral em diferentes niveis para
todos os tumores de mama analisados (Figuras 08, 09 e 10). Os resultados de todos
0s genes avaliados revelam grande distribuicdo nos niveis de expressdo génica,
variando desde células com expressdo ausente até células individuais com valores
elevados. Sendo assim, a populacdo tumoral possui plasticidade epigenética,
constituindo-se de multiplos estados celulares que coexistem, o que permite
mudangas reversiveis e dinamicas que contribuem para a heterogeneidade
intratumoral (Naffar-Abu Amara et al., 2020; lvanov, Lashin, 2023).

A heterogeneidade intertumoral, por sua vez, representa as variagdes
existentes entre diferentes pacientes e seus respectivos tumores. Portanto,
pacientes com tumores mamarios do mesmo subtipo molecular e recebendo o
mesmo tratamento podem apresentar respostas clinicas diferentes (EBCTCG et al.,
2011). Aqui, pode-se observar a diversidade génica entre os tumores, tanto entre
paciente do mesmo subtipo tumoral quanto em subtipos diferentes (Figura 11). Para

os tumores com expressao positiva de receptores de estrogénio (ER+), foi possivel
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notar mais homogeneidade na expressao dos genes de interesse, enquanto tumores
HER2+ e triplo-negativos apresentaram niveis mais variados (Figura 11). Na pratica
clinica, tumores ER+ representam o grupo mais bem sucedido em relagdo a
previsdo de comportamento biolégicos e respostas terapéuticas, sendo HER2+ e
triplo negativos os mais agressivos (Zhang, 2023). Ademais, estudos indicam que a
heterogeneidade presente em tumores triplo negativos consiste em um fator
determinante para a doenca, sugerindo que pacientes precisam ser analisadas
individualmente (Koren, Bentires, 2015; Shah et al., 2012).

Por fim, a expressdo média dos genes de interesse dos subtipos tumorais em
comparagdo com amostras de pacientes saudaveis também contribui para a
compreensao do comportamento celular (Figura 12). De maneira geral, os genes
KRAS, HRAS, NRAS, BRAF, MAP2K1, MAP2K2, MAPK3 e MAPK1, que constituem
a via de sinalizacdo de RAS/RAF/MEK/ERK, estéo significativamente mais ativos ou
com expressao média muito similar aos subtipos tumorais de cancer de mama. O
gene MAPKS3, o qual corresponde a proteina ERK1, possui maior expressao na
amostra controle tanto em relagdo ao subtipo tumoral ER+ quando triplo negativo.
De fato, MAPKs correspondem as proteinas efetoras dessa via de sinalizacdo, isto
€, sao as proteinas responsaveis pela associacdo com fatores de transcricdo que
promovem a manutencao de diversas fung¢des celulares (Martin-Vega, Cobb, 2023).
Sendo assim, é esperado que células saudaveis apresentem expressao de MAPKs.
Em células tumorais, por outro lado, a ativacdo da via de MAPKs esta mais
relacionada com tumores que apresentam receptores de fatores de crescimento,
como HER2, o que também foi observado neste trabalho (Figura 12) (Von Lintig et
al., 2000).

A via de sinalizacdo JAK/STAT demonstrou expressao significativamente mais
alta em tumores do subtipo ER+ e triplo negativos em comparagdo ao controle
saudavel (Figura 12). Em condi¢des normais, a ativagao de STAT3 é controlada por
diversos inibidores intrinsecos, e seu papel no tecido mamario esta relacionado com
a involugcéo da glandula mamaria (Qin et al., 2019; Watson, 2001). No cancer de
mama, STAT3 atua como um ativador transcricional, regulando diversos alvos
oncogénicos e afetando a progressado, proliferacdo, apoptose, metastase e
resisténcia da doenga (Ma, Qin, Li, 2020). A alta expressdo de STAT3 em todos os
subtipos tumorais de cancer de mama esta relacionada com resisténcia ao

tratamento e pior progndstico (Manore et al., 2022). Ademais, tratamentos baseados
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em inibidores de STAT3 tém demonstrado eficacia no controle de crescimento e
metastases de tumores triplo negativos (Qin et al., 2019).

Por fim, genes relacionados a via PI3BK/AKT/MTOR apresentaram diferencas
significativas em relagdo ao controle. Em tumores ER+, os genes MTOR e PIK3CA
demonstram expressdo meédia inferior as células saudaveis. Contudo, de maneira
similar a via de sinalizacdo de MAPKSs, a via de PI3SK/AKT/MTOR também possui
papel fundamental na manutengdo e controle de processos celulares como
crescimento, metabolismo e autofagia (Asati, Mahapatra, Bharti, 2016; Popova,
Jucker, 2021). Entretanto, o gene AKT1 demonstrou maior expressao media em
tumores HER2+ em comparacdo ao controle. Dados apontam que a expressao de
HER2+ presente em tumores de mama resulta na ativagdo da via de sinalizagao
AKT, que por sua vez atua no estimulo de proliferagéo e sobrevivéncia nas células
tumorais (Tokunaga et al., 2006). Ademais, a relagédo entre a expressao de HER2 e
AKT revela um potencial uso de AKT1 como fator progndstico especificamente para
pacientes com tumores de mama do subtipo HER2+ (Kim et al., 2022).

Os resultados obtidos neste trabalho revelam aspectos da heterogeneidade
intra e intertumoral do cancer de mama através da avaliagdo de genes relacionados
a vias de sinalizacdo ativadas por RTKs. Contudo, devido as limitacdes
bioinformaticas e o numero reduzido de pacientes analisadas, mais estudos sao

necessarios para validar e aprofundar os resultados.
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6. CONCLUSAO

Este estudo destaca a complexidade da heterogeneidade intra e intertumoral
no cancer de mama por meio da analise de genes envolvidos em vias de sinalizagao
ativadas por RTKs. Os resultados evidenciam a diversidade de perfis de expressao
génica entre subtipos tumorais e entre pacientes, refletindo variagdes na biologia
tumoral. Apesar das limitacbes, esses achados reforcam a importancia do
sequenciamento de células unicas para um entendimento mais detalhado da
heterogeneidade tumoral, permitindo avangos no desenvolvimento de terapias
personalizadas e progndsticos mais precisos para pacientes com cancer de mama.
Além disso, a identificagdo de assinaturas moleculares especificas pode ser
explorada em testes clinicos para a selecdo de biomarcadores preditivos de
resposta terapéutica, viabilizando a personalizagdo do tratamento com maior
eficacia. Dessa forma, o uso de tecnologias avangadas, como o sequenciamento de
células unicas, possibilita ndo apenas a compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes ao cancer, mas também a aplicacdo desses conhecimentos na pratica
clinica, favorecendo estratégias terapéuticas mais direcionadas e eficazes. Assim, a
ampliagdo dessas investigagbes podera contribuir significativamente para a
otimizagcao das abordagens terapéuticas e para uma melhor resposta ao tratamento

do cancer de mama.
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