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RESUMO

Os RNAs circulares sdo uma classe de RNAs ndo codificantes que estdo diretamente
relacionados ao céncer gatrointestinal (GI) e que podem desempenhar um papel
importante na carcinogénese. Neste estudo foi efetuado a analise do papel funcional de
circHIPK3 em tumores Gl e a identificacdo das vias bioldgicas que eles podem controlar.
Foram utilizadas analises dos estudos coletados de Dados secundarios como CAPES,
PubMed, ScienceDirect, BioMedCentral, Google Scholar e a busca de genes alvos de
miRNA que sdo utilizadas nas plataformas miRTargetLink 2.0 por estar diretamente
ligada ao banco de dados do miRTarBase 8.0 e por fim, a analise de enriquecimento
génico selecionados em vias do Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),
Reactome ou Gene Ontology (GO). Em nossas buscas encontramos artigos que
demonstraram que circHIPK3 esta hiper-expresso em 7 tumores malignos do trato Gl e
esses estudos foram capazes de demonstrar que circHIPK3 atua como esponja de pelo
menos 15 miRNAs diferentes e que pode interferir em suas funcées regulatdrias sob seus
genes alvos, e também foi revelado que esses mMiRNAs juntos podem regular 314 genes
alvos, os quais posteriormente foram utilizados na analise de enriquecimento génico com
19 vias do KEGG, 19 vias Reactome e a via do ATP-binding do GO. Dessa forma, fomos
capazes de reconhecer novos genes que podem ser afetados pela desregulacdo da
interacd@o entre circHIPK3/miRNA alvos, e que podem estar diretamente envolvidos na
carcinogénese Gl.

Palavras-chave: circHIPK3, Cancer Gastrointestinal, MicroRNAs.



ABSTRACT

Circular RNAs are a class of non-coding RNAs that are directly related to gastrointestinal
(GI) cancer and that may play an important role in carcinogenesis. In this study, the
functional role of circHIPK3 in GI tumors was analyzed and the biological pathways that
they can control were identified. Secondary data such as PubMed, ScienceDirect,
BioMedCentral, Google Scholar and the search for miRNA target genes that are used in
the miRTargetLink 2.0 platforms because it is directly linked to the miRTarBase 8.0
database and finally, the analysis of selected gene enrichment in the Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) pathways, Reactome or Gene Ontology (GO). In our
searches we found articles that demonstrated that circHIPK3 is overexpressed in 7
malignant tumors of the GI tract and these studies were able to demonstrate that
circHIPKS acts as a sponge of at least 15 different miRNAs and that it can interfere with
their regulatory functions under their target genes, and it was also revealed that these
miRNAs together can regulate 314 target genes, which were later used in the analysis of
gene enrichment with 19 KEGG pathways, 19 Reactome pathways and the ATP-binding
pathway of GO. In this way, we were able to recognize new genes that may be affected
by dysregulation of the interaction between circHIPK3/miRNA targets, and that may be
directly involved in Gl carcinogenesis.

Keywords: circHIPK3, Gastrointestinal Cancer, MicroRNAs.
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1. INTRODUCAO

Com cerca de 4,8 milhdes de novos casos e 3,4 milhdes de mortes em todo o
mundo em 2018, os canceres do trato gastrointestinal (GI) representam mais de um quarto
(26%) da incidéncia global de cancer e mais de um terco (35%) de todas as mortes
relacionadas ao cancer. As principais condi¢gdes malignas do trato gastrointestinal, ou
seja, cancer de estdmago (aproximadamente 1,0 milh&o de novos casos em 2018), figado
(840.000 casos), esdfago (570.000 casos), pancreas (460.000 casos) e colorretal (1,8
milhdo de casos), compartilham alguns fatores de risco comuns, mas sdo amplamente
distintos em suas etiologias e perfis epidemioldgicos descritivos (FERLAY et al., 2021).

Os canceres Gl também sdo conhecidos como um grupo de neoplasias
prevalentes, sendo as mais comuns o cancer de eséfago (CE), o cancer de pancreas (PC),
0 cancer gastrico (GC), o cancer colorretal (CCR) e o carcinoma hepatocelular (CHC).
As neoplasias malignas gastrointestinais sdo responsaveis por metade de todas as mortes
relacionadas ao cancer no mundo (SUNG et al., 2021; BAXTER et al., 2021).

O cancer ¢ a principal causa de morte e um importante obstaculo para o aumento
da expectativa de vida em todos os paises do mundo (SUNG et al., 2021). Os tumores
gastrointestinais (GI) vem crescendo em todo o mundo, é uma patologia de dificil
diagndstico, manejo e tratamento (LI et al., 2018). Esse grupo de tumor contribui com
cerca de 1.4-1.8 vezes mais, do que outros tipos de cancer, para as mortes relacionadas
ao cancer em todo o mundo (ARNOLD et al., 2020). Colorretal, estbmago e figado se
destacam entre os 10 tipos de tumores com maior incidéncia e mortalidade na populagéo
mundial (ARNOLD et al., 2020; FERLAY et al., 2020; IARC, 2020). No Brasil, mais
precisamente na regido Norte do pais, estima-se que os tumores colorretal, estbmago e
esofago tenham sido um dos mais incidentes em 2020 (INCA, 2019).

microRNAs ou miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA néo codificantes que
sdo responsaveis pela regulacdo pos-transcricional da expressao génica, pela interrupgéo
da expressdo de genes alvos e, quando desregulados, podem favorecer o surgimento e a
progressdo de tumores gastrointestinais (LIU et al., 2021). Essas moleculas sd&o uma
familia de curtos RNAs ndo codificantes que sdo amplamente distribuidos em células e
sdo RNAs de fita simples que consistem em 19-25 nucleotideos. Ja os RNAs circulares

ou circRNAs, sdo uma nova classe de RNAs ndo codificantes longos, capazes de
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circularizagdo pos-transcricional, ligando covalentemente as extremidades 3' e 5' da
prépria molécula de RNA recém-sintetizada podendo atuar como esponja de microRNAS,
ou seja, podem anelar-se ao miRNA alvo de impedi-lo de exercer sua funcédo regulatéria
da expressdo génica (VIDAL et al., 2016; LI et al., 2018). Essas moléculas, sdo geradas
a partir do pré-mRNA num processo conhecido como splicing reverso, o que as torna
mais estaveis comparado a outros RNAs. Em relacdo a estrutura e funcdo Unicas dos
circRNAs, estdo implicados na proliferacdo, migracéo, invasdo, angiogénese, metastase
e resisténcias aos medicamentos (RM). Compreedendo claramente o mecanismo
molecular responsavel pelas RM mediada por circRNA no cancer gastrointestinal (GI),
abrira uma nova janela para o0 manejo dos canceres GI (SAMAVARCHI et al., 2023).

O circRNA tornou-se um foco de pesquisa em tumores malignos e, ao longo do
tempo, algumas fungdes principais dos circRNAs foram descobertas como "esponjas™ de
miRNAS, que se ligam competitivamente aos miRNAs afetando sua expressao; controlam
a expressdo génica como fator regulador transcricional; ligam-se a proteinas para regular
processos bioldgicos. Com o avango das pesquisas sobre a fungdo bioldgica dos
circRNAs, a relacdo entre circRNAs e tumores tem recebido significativa atencdo. O
circRNA é considerado um importante marcador molecular para o diagnéstico precoce
de tumores e um potencial alvo terapéutico (LI et al., 2021)

Essa classe de RNAs nédo codificantes podem estar desregulados em tumores
gastrointestinais e podem favorecer o inicio e a progressao desses tumores (ZHAO et al.,
2020; PEREIRA et al., 2020). Dentre as centenas moléculas de circRNAs desregulados
no cancer, o circHIPK3 (hsa_circ_0000284) se destaca como um dos mais comumente
alterados nos mais diversos tipos de cancer, inclusive em tumores gastrointestinais
(ZHENG et al., 2016; PEREIRA et al., 2020; ZHANG et al., 2020; WEN et al., 2020).

Muitos estudos tém relatado a desregulacdo de circHIPK3 em cénceres
gastrointestinais e reportaram que ele desempenha um papel importante como esponja de
varios miRNAs, contribuindo para o aparecimento e desenvolvimento desses tumores.
Por exemplo, no cancer de es6fago foi relatado que o circHIPK3 promove a proliferacao
e migracdo de células tumorais por atuar como esponja do miR-599 (BA et al., 2020).
Outros estudos também tém demonstrado que circHIPK3 atua como esponja de
microRNAs também no cancer gastrico (VIDAL et al., 2016; CHENG et al., 2018; JIN
et al., 2020), pancreatico (LIU et al., 2020), figado (CHEN et al., 2018; LI et al., 2020) e
vesicula e vias biliares (WANG et al., 2019; KAl et al., 2018).
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Outro exemplo, podemos citar o miR-124 que é o mais estudado entre 0s mMiRNAs
com o qual interage com o circHIPK3 induzindo a proliferacdo tumoral e invasdo em uma
variedade de tumores, vesicula biliar, osteossarcoma e carcinoma de pulméo (KAl et al.,
2018; WU et al., 2020; YU et al., 2018). Ao contrario da maioria dos casos, quando
circHIPK3 esponja miR-558, causa um efeito oposto que promove a inibicdo da
angiogénese, migracao e invaséo celular (LI et al., 2017).

Em decorréncia dessa desregulacdo, circHIPK3 pode promover proliferagéo,
migracao, invasao, glutamindlise, quimiorresisténcia, metastase e a tumorigénese nesses
tipos de tumores.

Embora muitos estudos tenham avancado no entendimento da relacdo existente
entre a desregulacdo da rede de interagdo envolvendo circHIPK3, miRNAs e seus RNAS
mensageiros alvos (circHIPK3/miRNAs/RNAM), um panorama mais completo quanto o
seu real papel funcional na patogénese desses tumores ainda permanece por ser elucidado.
Portanto, a compreensdo da  desregulagcdo  das  vias  envolvendo
circHIPK3/miRNA/mRNA-alvo é de estrema importancia para entender o papel exercido
durante a patogénese dos tumores gastrointestinais, 0 que pode permitir a identificacdo

de novas perspectivas no campo terapéutico dessas doencas.

2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral
Analisar o papel funcional de circHIPK3 em tumores gastrointestinais e identificar

quais vias biolégicas podem regular.

2.2. Objetivos especificos

1 — Avaliar o papel funcional de circHIPK3 em tumores gastrointestinais;

2 — ldentificar que vias bioldgicas o circHIPK3 pode estar controlando e a sua
relagdo com 0s tumores gastrointestinais;

3 — Avaliar em que processos biologicos o circHIPK3 pode estar envolvido e a
sua relacdo com os tumores gastrointestinais;

4 — ldentificar a relacéo entre a desregulacédo de circHIPKS3 e a patofisiologia dos
tumores gastrointestinais.

3. METODOLOGIA:
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3.1. Aspectos éticos

Seguindo a Resolucdo 510/2016 do Conselho Nacional de Salde, este projeto ndo
precisou de avaliacdo e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa local, uma vez que,

ele utilizou somente dados secundarios obtidos a partir de bancos de dados publicos.

3.2. Estratégia de busca de dados secundarios

Para avaliacdo do papel funcional do circHIPK3, foi avaliado o papel funcional
dos genes alvos dos microRNAs que sdo esponjados por esse CircRNA.

Artigos que demonstraram a associacao de circHIPK3 e tumores gastrointestinais
foram selecionados. Os estudos foram selecionados de banco de dados ou de repositorios
de literatura como, por exemplo, Periédico CAPES, PubMed, ScienceDirect,
BioMedCentral e Google Scholar. Termos que associem “circHIPK3 ¢ tumores
gastrointestinais” foram utilizados durante as buscas. Ndo foram impostas restrigdes
quanto ao ano ou idioma da publicacdo. Foram incluidos nas analises artigos que foram
publicados até o més de junho de 2022.

Somente estudos que realizaram a validagdo experimental por fortes evidéncias
(ex.: RT-gPCR, western blot, ensaios celular e/ou de luciferase reporter) foram incluidos

no estudo. Estudos baseados somente em predicdo in silico foram excluidos das analises.

3.3. Buscas por genes alvos dos RNAs nédo codificantes

Com objetivo de compreender o papel funcional de circHIPK3 em tumores
gastrointestinais, foram analisados a interacdo entre circHIPK3-microRNA-mRNA-alvo.
Para isso, foram selecionados microRNAs que sdo esponjados por esse CircRNA e,
posteriormente foram obtidos os seus genes alvos para andlise funcional, com objetivo de
verificar em quais vias e processos biolégicos estdo envolvidos.

A ferramenta online miRTargetLink 2.0 (KERN et al., 2021; https://ccb-
web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/) foi utilizada para a busca de genes alvos. Essa

ferramenta foi escolhida dentre outras, por estar diretamente conectada ao banco de dados
miRTarBase 8.0 (HUANG et al., 2022; http://miRTarBase.cuhk.edu.cn/). Este banco de

dados é o principal repositorio de estudos que validaram experimentalmente a interacdo

entre o microRNA e seu gene alvo (microRNA-mRNA).


https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/
https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/
http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/
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3.4. Anélise de enriquecimento génico

O enriquecimento dos genes alvos selecionados em vias do Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG; https://www.genome.jp/kegg/) e/ou Reactome

(https://reactome.org/) e no Gene Ontology (http://geneontology.org/), foi realizado

utilizando a ferramenta online “STRING: functional protein association networks v.11.5”
(SZKLARCZYK et al., 2021; https://string-db.org/). O KEGG e 0 Reactome sdo banco

de dados de vias de sinalizacao bioldgicas validadas experimentalmente, onde é possivel

reconhecer os genes envolvidos e como eles interagem entre si. O Gene Ontology (GO)
é uma base de dados semelhante aos dois anteriores, entretanto, esse repositorio fornece
informacdes a respeito dos processos bioldgicos em que os genes analisados estdo
envolvidos. Gréaficos foram confeccionados utilizando o pacote estatistico R 4.2.1

(https://www.r-project.org/).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Em nossas buscas foram encontrados 19 artigos que demonstraram que
circHIPKS3 esta hiper-expresso em sete tumores malignos do trato gastrointestinal (Tabela
1). Na Tabela 1 estdo sumarizados os principais achados desses estudos, bem como 0s
miRNAs utilizados em nossas analises funcionais.

Esses estudos foram capazes de demonstrar que circHIPK3 atua como esponja
de pelo menos 15 miRNAs diferentes (Tabela 1; Figura 1), e que pode interferir em suas
funcbes regulatdrias sob seus genes alvos. A desregulacdo desses 15 miRNAs foram
identificados nos canceres colorretal (CCR; miR-7, miR-637 e miR1207-5p),
colangiocarcinoma (COL; miR-637 e miR-148-3p), esofagico (CES; miR-599), vesicula
biliar (CVB; miR-124-3p), gastrico (CG; miR-7, miR-637, miR-124-3p, miR-29b, miR-
653-5p, miR-338-3p e miR-876-5p), carcinoma hepatocelular (CHC; miR-124-3p, miR-
338-3p, miR-582-3p, miR-4524-5p e miR-506) e pancreéatico (CP; miR-330-5p) (Figura
1).


https://reactome.org/
http://geneontology.org/
https://string-db.org/
https://www.r-project.org/
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Tipo de Cancer

miRNA
Esponjado por

circHIPK3

Via ou gene afetados

Significancia bioldgica

e/ou clinica

Ref.

Gastrico

miR-124; miR-29b

miR-124/miR-
29b/COL1A1/COL4AL/C
DK6

Proliferagdo celular,
biomarcador para a
classificagdo histologica

de Ming

miR-653-5p; miR-
338-3p

ERK e AKT

Invasdo e migracao
celular e biomarcador

progndstico

miR-876-5p

miR-876-5p/PIK3R1

Capacidades de
proliferagdo, migragéo,
invasdo e glutamindlise

celular

miR-107

miR-107/BDNF

Proliferagdo e migragao
celular, biomarcador

progndstico

miR-637

miR-637/AKT1

Viabilidade celular,
proliferagdo, migragdo

e invasao

Colorretal

miR-7

c-Myb/circHIPK3/miR-7

Proliferagdo, migragdo
e invasdo celular,
inibicdo do apoptose e

valor prognéstico

(6]

miR-637

miR-637/STAT3/Bcl-
2/beclinl

Resisténcia a
oxaliplatina, inibicdo da
autofagia e preditor
prognostico para
quimioterapia a base de

oxaliplatina

(7]

miR-1207-5p

miR-1207-5p/FMNL2

Migragdo, invasao e
proliferagdo celular e

metastase

Eséfago

miR-599

miR-599/c-MYC

Proliferagdo e invasdo

celular e metastase

miR-124

miR-124/Akt3

Proliferagdo, migragdo,
transicdo epitelial-
mesenquimal e

crescimento celular

[10]

Carcinoma Hepatocelular

miR-124

miR-124/AQP3

Proliferagdo e migragdo

celular

[11]

miR-338-3p

miR-338-3p/ZEB2

Migragdo e invasao

celular e metastase

[12]

miR-582-3p

miR-582-3p/DLX2

Proliferagdo, migragdo
e invasdo celular e

inibicdo da apoptose

(13]
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miR-124-3p; miR- miR-124-3p/miR-4524-
Proliferagdo celular [14]
4524-5p 5p/MRP4
Migragdo e invasao
miR-124; miR-506-5p miR-124/miR-506/PDK2 celular associadas a [15]
caracteristicas clinicas
Proliferagdo, migragdo
miR-637 miR-637/LY6E e invasdo celular e [16]
Colangiocarcinoma inibicdo da apoptose

Proliferagdo, migragdo
miR-148a-3p miR-148a-3p/ULK1 [17]
e invasdo celular

Proliferagdo, invasdo,
migragdo e apoptose
Pancreas miR-330-5p miR-330-5p/RASSF1 celular, resisténcia a [18]
gencitabina e

prognostico ruim

Sobrevivéncia e
Vesicula biliar miR-124 miR-124/ROCK1-CDK6 [19]
proliferagdo celular

Tabela 1: Resumo dos principais achados dos estudos utilizados neste estudo.

Referéncias (Ref): 1. Cheng et al., 2018; 2. Jin et al., 2020; 3. Li et al., 2020; 4. Wei et al.,
2020; 5. Yang et al., 2021; 6. Zeng et al., 2018; 7. Zhang et al., 2019; 8. Yan et al., 2020; 9.
Baetal., 2020; 30. Gou et al., 2019; 10. Yao et al., 2022; 11. Chen et al., 2018; 12. Li et al.,
2020; 13. Zhang et al., 2020; 14. Hu et al., 2021; 15. Yu et al., 2022; 16. Wang et al., 2019;
17. You et al., 2021; 18. Liu et al., 2020; 19. Kai et al., 2018.
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M CVB, CG, CHC
I CCR, COL, CG
CG, CHC

. CCR
circHIPK3 CoL

de-z8s-yiw = ggs
CHC

H CcP

hsa_circ_0000284

Figura 1: Representacdo da estrutura do RNA circular circHIPK3 e os miRNAs que
podem ser esponjados por ele, em diferentes tipos de tumores gastrointestinais. CCR:
cancer colorretal; COL: Colangiocarcinoma; ESC: cancer de es6fago; CVB: cancer da
vesicula biliar; CG: cancer gastrico, CHC: carcinoma hepatocelular; CP: cancer de
pancreas.

A desregulacgéo de circHIPK3/miR-124-3p (CVB, CG e CHC), circHIPK3/miR-
637 (CCR, COL e CG) e circHIPK3/miR-338-3p (CG e CHC) ocorreu em mais de um
tipo de tumor (Figura 1), sugerindo que a desregulacdo dessa interacdo possa ser um
mecanismo chave para a carcinogénese gastrointestinal.

A Dbusca pelos genes alvos (validados experimentalmente) dos 15 miRNAs
esponjados por circHIPK3, revelou que esses miRNAs juntos podem regular 314 genes
alvos, os quais posteriormente foram utilizados na analise de enriquecimento génico em
vias do KEGG, Reactome e GO. Além disso, miR-29b-3p (93 genes), miR-124-3p (89
genes), miR-7-5p (47 genes) e miR-148a-3p (42 genes) sdo 0S que possuem 0 maior
namero de genes alvos. Vale ressaltar que durantes as analises, foram identificados genes
alvos que ndo foram reportados nos artigos selecionados para as nossas analises. Portanto,
fomos capazes de reconhecer novos genes que podem ser afetados pela desregulacédo da

interacdo entre circHIPK3/miRNA alvos, e que podem estar diretamente envolvidos
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carcinogénese gastrointestinal. A Figura 2 demonstra o fluxograma de selecdo, busca e

analises dos miRNAs e de genes alvos utilizados neste estudo.

PERIODICO CAPES, PUBMED, SCIENCEDIRECT,
BIOMEDCENTRAL E GOOGLE SCHOLAR
TUMORES GASTROINTESTINAIS (TGI)
19 estudos: circHIPK3 4 /(15)miRNAs
| ccr || coo || ces |[ o |[ e |[ ec | [ o |
N7 v N7 v N N2 N7
p— miR-107, miR- miR-124-3p,
BiRe], ik niR637 637, mif 12 miR-338-3p, ——

627, ik ey | [ mgsw ] | mriesp | | GemRose miR-382-3p,
1207-5p miR-148a-3p miR-653-5g; S

miR-338-3p, ISP,

miR-876-5p miR-506

miRNAs esponjados por circHIPK3 em TGI
I
miRTargetLink 2.0: Busca de genes alvo
| 15 miRNAs esponjados - 314 genes alvo |
| Anilise funcional dos genes alvo (STRING v.11.5) |
PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway in cancer Ciclo celular
[hsa05235] [hsa04110] Gene Ontology (GO)
Fungdo molecular
Inibidor de tirosina quinase EGFR resisténcia Apoptose I
[hs301521] [hsa04210] Ligagdo de ATP
/ [G0:0005524]
Resisténcia ao antifolato Resisténcia a planina
[hsa01523] [hsa01524]

Figura 2: Fluxograma do estudo. 1) 19 estudos relataram a hiperexpressao de circHIPK3
¢ regulado positivamente e atua como uma esponja para 15 miRNAs no TGI; 2) Esses
miRNAs podem regular 314 genes-alvo; 3) Esses genes-alvo estdo envolvidos na
resisténcia a agentes terapéuticos e vias que induzem a tumorigénese.

Os 314 genes alvos foram utilizados para analise funcional. O enriquecimento
génico demonstrou que esses genes estdo envolvidos em 438 vias do Reactome e 159 vias
do KEGG (informag6es ndo demonstradas devido ao tamanho do arquivo). Destacamos
algumas vias criticas (19 vias do KEGG e 19 vias do Reactome) para o surgimento e
sustentacdo do cancer, e que estdo desreguladas em varios tipos tumorais, incluindo os
gastrointestinais (Figuras 3 e 4).

Identificamos que dentre as vias do KEGG enriquecidas pelos genes alvos dos
miRNAs analisados, PI3K-Akt (hsa04151; 53 genes), MAPK (hsa04010; 33 genes),
JAK-STAT (hsa04630, 26 genes), PD-L1 e PD-1 checkpoint (hsa05235; 20 genes), HIF-
1 (hsa04066; 20 genes), TNF (hsa04668; 19 genes), apoptose (hsa04210; 17 genes), ErbB
(hsa04012; 16 genes), AMPK (hsa04152; 15 genes) e p53 (hsa04115; 12 genes) se
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destacam por possuirem um nimero expressivo de genes alvos que podem ser afetados
pela desregulacdo na interacdo entre circHIPK3 e miRNAs esponjados (Figura 3).
Também observamos que muitos desses genes foram enriquecidos em vias relacionadas
a resisténcias de agentes terapéuticos utilizados no tratamento desses tipos tumorais,
como resisténcia ao inibidor de tirosina quinase EGFR (hsa01521; 28 genes), resisténcia
adrogas quimioterapicas a base de platina (hsa01524; 11 genes) e resisténcia ao antifolato
(hsa01523; 5 genes) (Figura 3). Além disso, identificamos que muitos desses genes
participam das vias de desenvolvimento de pelo menos quatro tipos de tumores
gastrointestinais, como o carcinoma hepatocelular (hsa05225; 29 genes), cancer gastrico
(hsa05226, 27 genes), cancer pancredtico (hsa05212, 22 genes) e céancer colorretal
(hsa05210; 22 genes) (Figura 3). Salientamos que muitas dessas vias séo desreguladas
em tumores gastrointestinais (TABIBZADEH et al., 2020).

KEGG Enrichment

Enrichment Score [-log10(P-value)]
20 40 60

=]

PI3K-Akt signaling pathway -

#* EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance -
#* Hepatocellular carcinoma -

*Pancreatic cancer

* Gastric cancer 1

* Colorectal cancer -

MAPK signaling pathway -

JAK-STAT signaling pathway 1

*PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway in cancer -
HIF-1 signaling pathway

TNF signaling pathway

ErbB signaling pathway

mTOR signaling pathway 4

* Apoptosis 1

AMPK signaling pathway -

P53 signaling pathway

* Cell cycle 4

* Platinum drug resistance -

* Antifolate resistance 4

Figura 3: Enriquecimento génico dos 314 genes alvo em vias do KEGG. Em destaque
algumas vias importantes para a tumorigénese gastrointestinal. (*) Vias importantes para
a resisténcia e estabelecimento de tumores gastrointestinais.



20

Considerando as vias do banco de dados Reactome, esses genes alvos foram
enriquecidos principalmente em vias relacionadas ao ciclo celular, proliferacdo e
motilidade celular, como por exemplo, PI3K/AKT (HSA-2219528; 24 genes),
organizacdo da matriz extracelular (HSA-1474244; 41 genes), mitose (HSA-69278, 28
genes), transicdo G1/S (HSA-69206; 12 genes) e ciclina D associada a eventos em G1
(HSA-69231; 8 genes) (Figura 4). E amplamente reconhecido que a desregulagio do ciclo
celular é um ponto critico para o surgimento e estabelecimento do cancer, e é considerado
uma das marcas registradas do cancer — “Hallmarks of Cancer” (HANAHAN, 2022).
Portanto, os miRNAs analisados podem estar interferindo nas funcdes normais desses

genes, favorecendo o descontrole do ciclo celular frequentemente observado no cancer.

Vias Reactome (TGI)

Enrichment Score [-log10(P-value)]
1.0 2.0 SIO 4.0

Fo

Extracellular matrix organization -

PIP3 activates AKT signaling

PI3K/AKT Signaling in Cancer

MET promotes cell motility -

Cyclin A:Cdk2-associated events at S phase entry -
PTEN Regulation -

Cyclin E associated events during G1/S transition
Mitotic G1 phase and G1/S transition -

PTK6 Regulates Cell Cycle 1

Apoptosis

Cyclin D associated events in G1 1

G1/S Transition -

FOXO-mediated transcription of cell cycle genes -
PIBK/AKT activation -

Cell Cycle, Mitotic

TP53 Regulates Transcription of Genes Involved in G1 Cell Cycle Arrest
Cell Cycle -

Figura 4: Enriquecimento génico dos 314 genes alvo em vias do Reactome. Em destaque
vias relacionadas ao ciclo e proliferacao celular.

Ao analisar o enriguecimento génico no Gene ontology (GO), observamos que
muitos desses genes possuem como funcdo molecular a participagdo no controle e
composicao de processos que envolvem proteinas de ligagdo ao ATP ou ATP-binding
(GO:0005524; 54 genes). Esse grupo de proteinas pertencem a classe de transportadores

ABC — ATP-binding cassette transporters (ABC transporters) — que sdo proteinas
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(translocases) associadas a membrana e que exercem a funcdo de transporte dos mais
variados tipos de moléculas entre os meios extra e intracelular (VASILIOU, et al., 2009).
Muitos desses transportadores podem atuar no efluxo de drogas como, por exemplo, o
efluxo de quimioterapicos a base de platina (Ex.: Cisplatina e Carboplatina), e assim,
causar quimioressisténcia tumoral (SUN et al., 2012; ORTIZ et al., 2022). Um dos
principais genes associados a esse processo € o da proteina 1 associada a resisténcia a
multiplas drogas (MRP1) codificado pelo gene ABCC1 (KUNICKA, T & SOUCEK,
2014). Interessantemente, observamos que o miR-7-5p possui esse gene como alvo, e
pode estar atuando como um indutor da quimioressisténcia em tumores gastrointestinais
pela desregulacdo de circHIPK3/miR-7-5p/ABCC1. Além disso, circHIPK3 pode estar
atuando sobre os 53 genes que compdem a via de transportadores ABC e alterando a
homeostase desses genes, favorecendo a resisténcias a outros agentes terapéuticos usados
no tratamento de tumores gastrointestinais.

Embora tenhamos realizados somente andlises computacionais, tais analises
foram baseadas em dados validados experimentalmente e com uso de bancos de dados
confiaveis e amplamente utilizados em estudos de enriquecimento génico. Além disso,
nossos resultados corroboram estudos prévios disponiveis na literatura. Portanto, 0s
nossos resultados séo contundentes e trazem novas informages a luz da patofisiologia
molecular dos tumores gastrointestinais. Como resultado do rigor cientifico utilizado
neste estudo, este trabalho foi publicado no evento cientifico internacional intitulado
NEXT FRONTIERS TO CURE CANCER 2022, organizado pelo A.C. Camargo Cancer
Center, dias 22 a 25 de junho de 2022 (Certificado em anexo — Anexo I).

5. PERSPECTIVAS:

A finalidade com este trabalho é futuramente produzir mais material cientifico a
respeito da temética do circHIPK3 e os seus potenciais usos para detec¢do de patologias
ou mesmo como mecanismo terapéutico (A escrita do artigo cientifico ja estd em
andamento). Esses avangos podem servir como base para que outros pesquisadores
realizem descobertas significativas a respeito do papel dos circHIPK3 na fisiologia
humana e em diversos papeis patoldgicos, tais como no cancer gastrintestinal. Além
disso, vale ressaltar que a populacéo brasileira é afetada de maneira pronunciada pelo
cancer gastrointestinal; portanto, € mais do que necessario realizar mais estudos que falem

a respeito de como o circHIPK3 podem auxiliar no diagnostico e tratamento desses
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tumores malignos gastrointestinais. Por fim, este estudo também fara parte do meu
Trabalho de Concluséo de Curso (TCC).

6. DIFICULDADES:

N&o houve dificuldades para realizacdo da pesquisa, apenas inicialmente houve
um problema quanto ao uso das ferramentas para analise, contudo, conseguimos realizar

a pesquisa de forma plena, objetiva e dentro do prazo estabelecido.

7. CONCLUSOES:

Nesse estudo observamos que circHIPK3 estd hiperexpresso em tumores
gastrointestinais, e que pode regular (por meio de sua fungédo de esponja de miRNASs) 15
miRNAs diferentes, em sete tipo de tumores gastrointestinais. Esses 15 miRNAs juntos,
podem regular 314 genes alvos, dos quais, muitos deles, estdo envolvidos em vias
bioldgicas criticas para o surgimento e manutencdo desses tumores. Muitos desses genes
também foram enriquecidos em vias de resisténcia a diferentes formas de tratamentos,
com destaque para a desregulacdo da via circHIPK3/miR-7-5p/ABCC1, que pode
favorecer o surgimento e estabelecimento de resisténcia ao tratamento a quimioterapicos
a base de platina em pacientes portadores dessas doencas. Portanto, nosso estudo foi capaz
de identificar novos genes que podem ser afetados pela desregulacéo da via de sinalizagédo
circHIPK3/miRNA/RNAm-alvo e, contribuir para a patofisiologia de tumores
gastrointestinais. Por fim, sugerimos que circHIPK3 pode atuar como potencial alvo

terapéutico para esses tipos de tumores.
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