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Resumo

O céncer se trata de uma doenga complexa, quanto a sua fisiologia, progressdo e alta
mortalidade. Neste contexto, o tumor colorretal apresenta grande destaque, afinal se trata do
segundo mais comum entre ambos 0s sexos, atras apenas de tumores sexo especificos. Um dos
grandes agravantes do cancer em questdo, e a sua progressao lenta e silenciosa, o que se
relaciona com um diagnostico tardio e pior progndstico. Como tratamentos possiveis ha a
resseccao cirdrgica, mas a quimioterapia assume papel fundamental pois em muitos momentos
a resseccdo € impraticavel. Contudo tal tumor, apresenta resisténcia ao tratamento
quimioterapico, e assim a busca de biomarcadores para este cancer é de suma importancia, pois
fornece indicadores prognosticos e terapéuticos que possibilitem tratamento personalizado e
precoce. Desta forma, nosso estudo verificou os genes diferencialmente expressos que sao
secretados pelo CRC e atuam como ligantes e receptores das células tumorais, para assim
compreender vias relacionadas com a carcinogénese deste tumor, bem como alvos passiveis de
intervencdo. Para melhor compreensdo e elucidacdo de como tais marcadores interagem,
realizamos o interatoma deste tumor. Para elencar os marcadores mais relevantes no interatoma
formado, realizamos a clusterizacdo dos 10 genes que mais apresentaram relacdes no interatoma
formado, para assim verificar quais tinham interacGes descritas com farmacos. Logo,
identificamos MMP9, EFGR e PLAU como possiveis alvos terapéuticos e marcadores
diagnosticos, e para verificar o comportamento destes no microambiente tumoral, realizamos
estudos de single-cell, verificando em qual tipo celular estes ocorriam. Desta forma, ficou
evidente a importancia destes no ambiente tumoral do CRC, bem como a possivel possibilidade
destes serem fatores terapéuticos, pois interagem com farmacos que ndo sdo comumente
utilizados no tratamento deste tumor, sendo eles Sirolimus, Curcumina, Geldanamicina,

Celecoxib.

Palavras chave: Cancer colorretal, Interactoma, terapia personalizada, bioinformatica.

9 | Pagina



Abstract

Cancer is a complex disease in terms of its physiology, progression, and high mortality. In this
context, the colorectal tumor stands out, after all, it is the second most common among both
sexes, behind only gender-specific tumors. One of the major aggravating factors of cancer in
question is its slow and silent progression, which is related to a late diagnosis and a worse
prognosis. As a possible treatment, there is surgical resection, but chemotherapy plays a
fundamental role because in many moments resection is impracticable. However, such a tumor
is resistant to chemotherapy treatment, and thus the search for biomarkers for this cancer is of
paramount importance, as it provides prognostic and therapeutic indicators that enable
personalized and early treatment. In this way, our study verified the differentially expressed
genes that are secreted by the CRC and act as ligands and receptors of tumor cells, in order to
understand pathways related to the carcinogenesis of this tumor, as well as possible targets for
intervention. For a better understanding and elucidation of how such markers interact, we
performed an interactome of this tumor. To list the most relevant markers in the formed
interatom, we performed the clustering of the 10 genes that presented the most relationships in
the formed interactome, in order to verify which ones had interactions described with drugs.
Therefore, we identified MMP9, EFGR, and PLAU as possible therapeutic targets and
diagnostic markers, and to verify their behavior in the tumor microenvironment, we performed
single-cell studies, verifying in which cell type they occurred. Thus, their importance in the
CRC tumor environment was evident, as well as the possible possibility that they are therapeutic
factors, as they interact with drugs that are not commonly used in the treatment of this tumor,

namely Sirolimus, Curcumin, Geldanamycin, Celecoxib.

Keywords: Colorectal cancer, Interactome, personalized therapy , bioinformatics.
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1. Introducéo

1.1. O Cancer de Colon e Reto

O céncer se trata do principal problema de sadde publica mundial, sendo a segunda
maior causa de morte nos Estados Unidos. Estima-se que em 2022 tenham surgido
aproximadamente 1.918.030 novos casos desta patologia neste pais, ocasionando
aproximadamente 609.030 mortes (SIEGEL et al., 2022). No Brasil, a situacéo é bem parecida,
onde estudos do INCA para o triénio 2020-2022 estimaram que surgissem aproximadamente
685.960 novos casos desta patologia em todo o pais durante o periodo (INCA, 2019).

Dentre os tipos tumorais mais incidentes em ambos o0s sexos, o cancer de célon e reto
(CRC) ganha destaque, sendo o terceiro mais incidente tanto em homens quanto em mulheres,
ficando atras apenas de tumores especificos para cada um, prostata e mama. No triénio entre
2020-2022 foram estimados aproximadamente, 41 mil novos casos deste tumor no Brasil. Esta
prevaléncia em ambos 0s sexos, se deve ao fato da progressdo deste tumor estar associada a
comportamentos comuns em ambos e que séo considerados de risco, tais como fumo, consumo
de bebidas alcodlicas, uso de antibidticos que afetam a microbiota intestinal, e 0 comportamento
mais prevalente, que é a adesdo a chamada dieta ocidental, composta por alto consumo de
alimentos rico em gorduras, altamente processados e pouco consumo de frutas e legumes
(DEKKER et al., 2019; LI, J. et al., 2021).

Um dos grandes fatores de risco deste cancer é a sua lenta progresséo, que ocasiona uma
deteccdo tardia, geralmente em estadgio de metastase. Desta forma, a taxa de sobrevida dos
pacientes nos préximos 5 anos, € de aproximadamente 60%, mas metade destes acaba falecendo
antes mesmo da resseccdo cirurgica do tumor. Analisando a progressdo tumoral, nota-se que
ela ocorre seguindo uma sequéncia de passos conhecida como progressdo adenona-carcinoma,
onde ocorrem modifica¢bes de vias especificas levando ao desenvolvimento tumoral. Esta
progressao se divide em 4 estagios gerais (Figura 1), que apresentam subdivisdes especificas
de acordo com a classificacdo TMN, evoluindo de um pélipo que posteriormente se torna um
carcinoma in situ, até o desenvolvimento do cancer (LA VECCHIA; SEBASTIAN, 2020).

No estagio 1, hd uma evolucdo de um carcinoma in situ, para as camadas submucosa e
muscular propria do intestino grosso, mas ainda ndo se observa a presenca de tumores em
linfonodos préximos e metastase. Ja no estagio 2, o tumor se torna mais invasivo, atingindo a
chamada parede do intestino grosso e alguns 6rgdos proximos. No estagio 3, ocorre a migragédo

para linfonodos préximos, mas ainda ndo ha metastase. Por fim, no estagio 4 é possivel observar
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metastases para demais 6rgdos da cavidade abdominal, podendo haver ou ndo tumores em
6rgdos mais distantes (AMERCAN CANCER SOCIETY, 2020; LA VECCHIA; SEBASTIAN,
2020; SIMON, 2016).

Displasia de Alto-Grau

Céncer

Figura 1: Diferentes estagios do desenvolvimento do CCR, adaptada de SIMON, 2016.

1.2. Tratamentos para o Cancer de Col6n e Reto

Os tratamentos para 0 CRC se baseiam na resseccdo cirurgica combinada com a
quimioterapia. No caso de tumores classificados como pdlipos, ou seja, no estagio 1, é
recomendada a chamada ressec¢do endoscopica, que pode se dar de diferentes maneiras,
utilizando a chamada polipectomia, responsavel pela remocdo dos pélipos de diferentes
tamanhos. Para pdlipos menores, até 9mm, utiliza-se a técnica de “Cold Snare”, na qual ocorre
cauterizacdo por congelamento deste. Para lesdes maiores sdo utilizadas técnicas de corte, que
acabam abrangendo regides mais profundas da mucosa intestinal (DUMOULIN;
HILDENBRAND, 2019).

Porém, embora préatico, o procedimento acima se limita a tumores locais, em estagio
inicial da doenga. Ao se abordar a resseccéo cirurgica de metastase, nota-se que esta se trata de
um procedimento altamente invasivo. Observando o comportamento do CRC, um dos locais
mais comuns para que se ocorra a metastase € o figado, e a resseccao cirdrgica deste exige uma
recuperacdo continua que pode levar de 5 a 10 dias. A resseccdo, de fato apresenta uma melhora

do prognoéstico do paciente metastatico, onde a taxa e sobrevida nos primeiros 5 anos acaba
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sendo de aproximadamente 71%, e quando combinada com quimioterapia, esta chega a
apresentar até 86% de eficacia. Contudo, ainda ha a possibilidade de recorréncia metastatica
mesmo apos a ressec¢do, em taxas que podem chegar a 70% nos préximos 2 anos, podendo
ocorrer nos 0ssos, pulmao, cérebro e préprio figado, além de haver metastases que sdo
inoperaveis, logo também ha utilizacdo da quimioterapia associada (AKGUL et al., 2014).

Associada a ressecgdo ha a utilizacdo da quimioterapia. Essa € inicialmente
recomendada em situacdes de metéastases que sao inoperaveis, buscando diminuir o tamanho
do tumor para que assim seja possivel uma ressec¢cdo posterior com técnicas adequadas. Tal
tratamento auxilia muito nessa situacdo fazendo com que a taxa de sobrevida de pacientes
inicialmente inoperaveis saia de 12% para 33% (AKGUL et al., 2014).

Passando agora para os tumores na qual a ressec¢cdo é possivel, nota-se que com o
aumento do grau de desenvolvimento tumoral, a taxa de sobrevida nos proximos 5 anos diminui
gradativamente, passando de 90% no estagio I, para ate 40% no estagio I11. Alem disso, é muito
comum o desenvolvimento de metastases, e assim a combinacdo da ressecgdo com a
quimioterapia pode levar a um melhor progndstico, e diminui as chances de recorréncia
(POLASTRO; EL HACHEM; HENDLISZ, 2018). Os tratamentos quimioterapicos para o
CRC se baseiam em trés linhas de tratamento, onde s&o combinados farmacos citotdxicos com
anticorpos especificos para VEGF e EGFR. Além disso, alguns marcadores moleculares
tumorais, sdo fundamentais para verificar a eficacia de cada combinacgéo de tratamento, como
mutacOes em RAS e BRAF. A resposta do paciente a primeira linha de tratamento é fundamental
para determinar o sucesso da quimioterapia no CRC, onde o principal farmaco de todo o
tratamento € o 5-Flouroracil (5-FU), com combinacgdes deste (POLASTRO; EL HACHEM,;
HENDLISZ, 2018).

Na primeira linha, had a combinacdo deste farmaco com o &cido folinico, oxiplatina e
irinotecano (FOLFOXIRI), enquanto na segunda linha ha a combinagdo com acido folinico e
irinotecan ou oxiplatina, FOLFIRI e FOLFOXI respectivamente (BENSON et al., 2021; VAN
CUTSEM et al., 2016). Por fim, na terceira linha, hd a mudanca das combinacgdes de anti-
VEGF e anti-EGFR, mas neste caso, a taxa de sobrevida é amplamente reduzida (Tabela 1)
(MODEST; PANT; SARTORE-BIANCHI, 2019).
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Tabela 1: Eficacia das linhas farmacoldgicas no decorrer do tratamento do céncer colorretal. Adaptada de
(MODEST; PANT; SARTORE-BIANCHI, 2019)

Taxas de Resposta 38-65% 5-36% 1-31%

Taxa de Controle 81-90% 59-86% 41-75%

Sobrevida Livre de 9-12 4-7 2-5
Progressdo meses meses meses

Observando a tabela acima, conclui-se que a presenca de 3 linhas de tratamento, além
de variadas combinagdes, indica que o tumor pode desenvolver quimioresisténcia. Dentre as
causas conhecidas para este fendmeno ha inativacdo da droga, efluxo acelerado da droga e
modificacOes celulares (MARIN et al., 2012). Isso se trata de algo muito comum, que ocorre
com diferentes farmacos amplamente utilizados. Wei e colaboradores, 2019, demonstraram a
quimioresisténcia em diferentes farmacos utilizados no tratamento do CRC, tais como 5-FU,
oxiplatina, irinotecan, entre outros, adicionando papel para os RNAs ndo codificantes na
modulacdo deste fendmeno. Ficou demonstrado que, tais RNAs acabaram por gerar a
quimioresisténcia ao atuarem em genes alvos para os farmacos. Além disso, o proprio sistema
imune contribui para a modulacdo da quimioresisténcia, atraves de macrofagos associados ao
tumor, maior secrecdo de IL-6 e da inibicdo do miR-204-5p, que originalmente, torna as células
mais sensiveis ao 5-FU (YIN et al., 2017). Por fim, existem estudos que demonstram que até
mesmo a prépria microbiota pode auxiliar na promocéo da quimioresisténcia tumoral no CRC,
como no caso da Fusobacterium nucleatum, que modula a autofagia em linhagens celulares
HT-29 e HCT-116, e assim garante resisténcia ao 5-FU e oxiplatina (YU et al., 2017).

A toxicidade atrelada ao tratamento quimioterapico também deve ser lembrada, visto
que muitos dos farmacos utilizados para combater o CRC apresentam efeitos adversos. Entre
eles, cita-se o Irinotecan, que induz alopecia e toxicidade gastrointestinal, e a Oxiplatina, que
promove neurotoxicidade cumulativa (EISTERER; PRAGER, 2019). No caso dos farmacos
baseados no 5-FU, é descrito toxicidade no figado além de toxicidade cardiaca
(ALESSANDRINO et al., 2019; DEPETRIS et al., 2018).

Contudo, o avancgo cientifico atrelado a grande quantidade de dados disponiveis,
permitiu que fossem desenvolvidos tratamentos baseados em aspectos individuais dos
pacientes, sejam estes comportamentais, mas principalmente genéticos, através da chamada

medicina de preciséo, que ganhou destaque a partir de 2006, com o surgimento das tecnologias
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de sequenciamento de préxima geracdo (NGS). Na oncologia, a medicina de precisdo envolve
a identificacdo de mutacOes génicas, que sirvam de biomarcadores preditivos da doenca e
permitam assim prever eficacia ou resisténcia a terapias (TSIMBERIDOU et al., 2020). Tudo
isso, pode ser realizado de maneira muito mais préatica, afinal a busca por biomarcadores
circulantes se vale da chamada bidpsia liquida, na qual estes podem ser detectados através de
uma amostra de sangue, sem a necessidade de procedimentos invasivos no
paciente(TSIMBERIDOU et al., 2020). Um dos métodos de deteccdo de biomarcadores, se da
através do chamado interactoma, na qual ao listar os ligantes e receptores consegue-se mensurar
a ligacdo entre estes e se obter uma lista de interagdo entre proteinas, para assim mensurar locais
passiveis de intervencao médica.
1.3. Interactoma e sua aplicacdo na medicina de precisdo oncolégica

Como citado anteriormente, desde que surgiram as NGS, os estudos geneticos e dmicos
ampliaram muito mais as possibilidades de abordagem. Dentre as abordagens que foram
desenvolvidas, uma é a compreensdo das mudancas da biologia celular durante uma
determinada doenca (LEMBERGER, 2007). Um dos métodos mais eficazes de se realizar esta
analise, ¢ através do chamado Interactoma, que ¢ definido como: “Todo 0 complemento de
associagdes moleculares funcionais que podem ocorrer em uma célula”, permitindo que haja
uma compreensdo funcional da biologia celular em um determinado espaco, tempo e/ou
condicdo (JAMES; WIPAT; COCKELL, 2022).

No céancer, a analise do interactoma permite inferir mecanismos precisos de
comportamento tumoral, desde vias relacionadas com a carcinogénese e mecanismos de
imunoevasao, fornecendo assim informac@es sobre as interacdes estabelecidas entre as células
tumorais e 0 microambiente tumoral (KALKAT et al., 2018; LEE, J. J. et al., 2021). Contudo,
um dos grandes avangos que este tipo de analise permite, € mensurar a acao de farmacos sobre
as celulas tumorais, avaliando genes chaves da sinalizacdo celular tumoral, e verificando se
estes sofrem mutacdes que possam ocasionar quimioresisténcia ou se tornarem alvos de
possiveis tratamentos (NUSSINOV; TSAI; JANG, 2021).

No CRC, alguns estudos com interactoma revelaram achados importantes sobre a
tumorigénese deste. Tal analise revelou uma lista de MOTIFS curtos lineares, que estdo
relacionados com a tumorigénese. Desta forma, é possivel desenvolver moléculas curtas, que
se liguem nesses MOTIFS e assim inibam suas a¢des, revelando assim valor terapéutico

(FASANO et al., 2022). Contudo, um dos grandes enfoques foi o uso dessa abordagem para
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mensurar fArmacos que inibam a tumorigénese deste tumor. A andlise de interactoma do CRC,
demonstrou que drogas como Abacavir, Exemestano, Nortripilina, Hidrocloreto e a Tolcapona
como potenciais farmacos com eficécia terapéutica no tratamento do CRC, mesmo néo estando
diretamente associados ao tratamento do cancer (BEKLEN et al., 2021). Além disso, essa
abordagem permite avaliar também a eficécia e acdo de moléculas naturais no tratamento, como
0 caso do Cacau (ZAMANIAN-AZODI; REZAEI-TAVIRANI, 2019). Tudo isso so é possivel
através da integragdo de ferramentas de bioinformatica, integradas que permitem que sejam
analisadas uma grande quantidade de dados disponiveis. Desta forma, podemos se valer destes
dados para estudos acerca da terapéutica de diversas doencas, principalmente o cancer.

1.4. Bioinformatica no estudo do cancer

O termo in silico foi criado em conjunto com os termos in vivo e in vitro, e se refere a
estudos que utilizam computadores ou através de simulacdo computacional. Essa abordagem,
envolve técnicas que permitem a compreensao de sistemas biologicos como um todo, através
da integracdo de ferramentas que permitem validacdo, classificacdo, inferéncia, e até mesmo
predicdo biologica (JEAN-QUARTIER et al., 2018).

No céncer, inumeras sdo as ferramentas que auxiliam no desenvolvimento de pesquisas,
fornecendo informac6es sobre progndstico, respostas a drogas, alem de permitirem uma maior
compreensdo do comportamento tumoral, tudo isso atrelado a um grande aumento do nimero
de dados disponiveis e do refinamento das analises empregadas (LI, K. et al., 2019; ZHENG et
al., 2020). Contudo, ainda néo foi realizado um estudo integrativo, entre a analise de interacédo
das moléculas secretadas pelo CRC fundamentais na sinalizacdo das vias tumorigénicas deste,
passiveis de serem biomarcadores diagndsticos, progndsticos e terapéuticos, através do uso de

ferramentas de bioinformatica.
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2. Justificativa e Hipdtese

Como demonstrado anteriormente, 0 CRC esta intimamente associado ao padréo
alimentar e comportamental da sociedade atual, afetando de maneira similarmente agressiva
ambos os sexos. Contudo, mesmo conhecendo muito bem os fatores de risco, a deteccdo deste
tipo tumoral ocorre geralmente de maneira tardia, em condicdo de metastase, 0 que acaba

gerando um pior progndstico, associado a reincidéncia e resisténcia ao tratamento.

Sobre o tratamento, como ja foi dito, o principal farmaco utilizado € o 5-flouroracil, e
suas combinagcfes com anti-corpos anti VEGF e EFGR, além de outros farmacos como
Irinotocan (FOLFIRI), e Oxiplatina (FOLFOX). Contudo, € amplamente descrito para a
quimioresisténcia para o CRC, de modo que ja sdo listadas 3 linhas de tratamento, mas com o

passar das linhas, a eficacia € reduzida e consequentemente a taxa de sobrevida também.

Desta forma, é de suma importancia que se consiga tracar padrbes moleculares, que
permitam compreender melhor como ocorre a progressdo deste tipo tumoral, bem como a
interacdo que suas células estabelecem com as demais do microambiente ao redor, através de
proteinas chaves que sdo secretadas pelas células tumorais, para a execuc¢ao de processos chaves
na progressao tumoral. Mapear e compreender tais proteinas, permite a execucdo de processos
fundamentais no combate ao CRC, detec¢do precoce destes atraves de biopsia liquida, bem

como a realizacéo de terapia personalizada, tendo como alvo estas.

Para realizar a deteccdo das proteinas citadas, é fundamental que se analise uma grande
quantidade de amostras, e para isso 0s estudos in silico sdo amplamente utilizados. Isso se deve
ao fato de existir uma grande quantidade de dados ja descritos e disponiveis para analise, que
permitem a realizacdo do chamado interactoma, na qual sdo listados os ligantes e receptores
que estdo com a sua expressao alterada no tumor, e como ocorre a interacdo destes, para assim
compreender melhor vias e processos gque estdo envolvidos na carcinogénese do CRC e assim

permitir a intervencdo precoce e precisa.

A partir disso, nossa hipétese € de que a analise do interactoma dos ligantes e receptores
diferencialmente expressos no CRC, permite a deteccdao de moléculas chave para a sinalizacdo
celular da progressdo deste tumor. Essa deteccdo, se faz fundamental para que ocorra o
diagnostico precoce da doencga, bem como para a descoberta de novas estratégias terapéuticas,

personalizadas, que se baseiam nas moléculas detectadas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o conjunto de ligantes e receptores envolvidos na progressdo do Cancer

Colorretal, para identificar possiveis biomarcadores diagnésticos e terapéuticos e as interacoes

estabelecidas por estes.

3.2. Objetivos Especificos

>

vV V V V V

Verificar e expressdo dos genes listados no secretoma humano, em amostras normais
do banco de dados Genotype Tissue Expression (GTEX) e amostras tumorais de c6lon e
reto do banco de dados The Cancer Genome Atlas (TCGA);

Selecionar as amostras do TCGA com alta pureza tumoral,

Realizar a expressao diferencial nos diferentes grupos;

Identificar ligantes e receptores que apresentaram expressao aumentada no CRC;
Analisar a interagéo (interactoma) dos pares de ligantes e receptores detectados;

Verificar a expressdo dos pares mais significativos em dados de Sequenciamento de
RNA de célula Unica (Single Cell RNA-SEQ/scRNA-seq);

Realizar a rede de Interacdo Proteina Proteina (PPI) do conjunto dos pares identificados

na andlise de interacéo;

Elencar os elementos mais relevantes da rede obtida, através de clusterizacao;

> Realizar analise de predicao de drogas nos alvos identificados apds clusterizacéo.
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Resumo

O céncer colorretal, se trata de do terceiro tipo tumoral mais incidente entre ambos 0s sexos,
ficando atrés apenas dos tumores especificos para cada um, mama e prostata. Sua progressao é
lenta, se tratando da evolucdo de um adenoma, para um carcinoma, em um processo que passa
por 4 estagios. Por possuir uma lenta progresséo, em grande parte dos casos a deteccdo desse
tumor ocorre de maneira tardia, geralmente quando ja ha metéstases peritoneais, direcionadas
principalmente para figado e ossos. Como principais tratamentos para este tipo tumoral, ha a
resseccao cirdrgica, associada a quimioterapia. Ainda assim, uma das principais problematicas
é que este tumor ainda apresenta resisténcia ao tratamento quimioterapico. Uma possibilidade
através da grande quantidade de dados disponiveis, é a busca de marcadores através de analise
integrada de banco de dados, permitindo assim que se busquem terapias personalizadas e novas,
que auxiliem no combate a diversos tumores, como 0 CRC. Logo nosso estudo buscou analisar
0 conjunto de proteinas secretadas no CRC, destacando as que atuavam como ligante e
receptores, a fim de caracterizar a interacao entre eles, o chamado Interactoma, e assim observar
novos alvos terapéuticos e drogas que interagem com estes. Ao final, conseguimos identificar
um conjunto de 4 genes (FGF, EGFR, MMP9 e PLAU), que possuem expressdo aumentada em
regides distintas do CRC, de modo que estes sdo passiveis de serem detectados através de
biopsia liquida, atuam em vias fundamentais de progressdao tumoral e interagem possuem
interacdes compartilhadas com 6 farmacos. Dessa forma, acreditamos que nossos resultados
oferecem uma abordagem para realizar a detec¢do precoce do tumor, bem como fornecer

alternativas para novos tratamentos baseados na interacdo dos genes detectados e farmacos.

Palavras-chave: Cancer colorretal, Interactoma, terapia personalizada, bioinformatica.

22 | Pagina



Introducéo

O céncer se trata do maior problema de satide publica mundial, responséavel pela segunda
maior causa de morte nos Estados Unidos, ficando atras apenas das doengas cardiacas (SIEGEL
et al., 2022). No Brasil, temos um padrdo similar, onde ha consideravel aumento do nimero
de tumores diagnosticados nos Gltimos anos, exceto durante o periodo pandémico, na qual a
quarentena afetou drasticamente a diagnose do cancer (INCA, 2019; MARQUES et al., 2021)

Dentre os variados tipos de tumores que afetam a populacdo mundial, o cancer colorretal
apresenta alta prevaléncia entre ambos 0s sexos, sendo 0 segundo mais comuns em mulheres
adultas e o terceiro mais comuns em homens, representando aproximadamente 9,2% de todos
as mortes por tumor ao redor do mundo (LI, J. et al., 2021). A origem deste tumor varia por
toda a extensao do intestino grosso, onde nos Estados Unidos, aproximadamente 41% se origina
no colon proximal, 22% no colon distal e 28% no reto(THANIKACHALAM; KHAN, 2019).
Contudo mesmo apresentando origens em regides distintas, a tumorigénese deste segue um
padrdo bem descrito, onde evolui de um polipo, oriundo de uma cripta com proliferacéo
exacerbada, e passa por 4 estagios até se tornar metastatico (DEKKER et al., 2019; LA
VECCHIA; SEBASTIAN, 2020).

Este tumor se faz altamente incidente em ambos 0s sexos, pois sua patogénese depende
de fatores comuns a ambos. Um dos principais fatores relacionados com a progressao deste
tumor é alimentacdo inadequada, chamada dieta ocidental, rica em gordura e pobre em
nutrientes, representada principalmente pelo alto consumo de carne e processados acaba
contribuindo para tal progressdo (MASDOR et al., 2022).

Dentre os fatores que contribuem para isso, estd a inflamacao local causada por estes
alimentos, o que acaba gerando um desbalangco na microbiota local (NIEDERREITER,;
ADOLPH; TILG, 2018). Outro fator que se encontra intimamente relacionado com a ma
alimentacdo, é o sedentarismo, sendo que a pratica de atividade fisica pode contribuir para uma
reducdo de até 27% na chance do desenvolvimento do CRC (FRIEDENREICH; RYDER-
BURBIDGE; MCNEIL, 2021). Além disso, estudos demonstram que fatores como fumo e
consumo exacerbado de bebidas alcoodlicas também sdo grandes agravantes no
desenvolvimento deste tumor (RAWLA; SUNKARA; BARSOUK, 2019).

A resseccdo cirurgica dos pélipos € um tipo de tratamento deste tumor, porém trata-se
de um procedimento invasivo, visto que é realizada de forma semelhante a uma colonoscopia.

Além disso, em certas regides do intestino grosso, a ressecgdo cirdrgica € impraticavel, e mesmo
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quando realizada existe a possibilidade de recorréncia tumoral (DUMOULIN;
HILDENBRAND, 2019). Logo, atrelado a ressec¢do cirurgica, € muito comum o uso da
quimioterapia associada.

A quimioterapia no CRC, se baseia no uso do quimioterapico 5-Flouroracil (5-FU), que
possui atividade genotoxica. Contudo, ja € descrito o processo de quimioresisténcia tumoral,
assim foram elaboradas 3 linhas de tratamento baseadas na combinagdo do 5-FU, com outras
drogas, como a Oxiplatina, chamado de FOLFOX, com o Irinotecano, chamado de FOLFIRI.
Tais combinacdes ainda sdo associadas com inibidores especificos de EGFR e VEGF, mas
ainda assim ainda existe resisténcia e com o passar das linhas de tratamento, a chance de
sobrevida diminui (BILLER; SCHRAG, 2021; JOHDI; SUKOR, 2020; MODEST; PANT;
SARTORE-BIANCHI, 2019).

Desta forma, uma alternativa € a busca de substancias ou atividades que possam ser
objetivamente avaliada, para mensurar um processo biolégico, normal ou tumoral, os chamados
biomarcadores (WU; QU, 2015). No CRC, alguns genes que apresentam expressao alterada ja
sdo definidos como biomarcadores, tais como VEGF, BRAF e PTEN (LECH et al., 2016). Um
dos metodos mais eficazes para a busca destes biomarcadores, é se valer da abundéancia de

dados disponiveis presentes em variados bancos de dados online, as chamadas analises in silico.

No caso do estudo do céncer, estes tipos de analise permitem a compreensao do
metabolismo tumoral, bem como as vias que sdo alteradas para que esse processo ocorra, e
assim sdo possiveis de detectar alvos terapéuticos e progndsticos passiveis de intervencdo por
drogas (LI et al., 2019). Para conseguir uma informacdo mais precisa, pode-se inferir, como
ocorre a interacdo destes possiveis alvos, atraves do chamado Interactoma, que é definido como
“Todo o complemento de associagdes moleculares funcionais que podem ocorrer em uma
célula”, permitindo que haja uma compreensdo funcional da biologia celular em um
determinado espaco, tempo e/ou condicdo (JAMES; WIPAT; COCKELL, 2022).

Portanto, a integracdo de dados presentes nas demais plataforma disponiveis possibilita
gue sejam elencados novos possiveis alvos para o tratamento do CRC. Tal processo é de suma
importancia, visto que este tumor apresenta resisténcia ao tratamento e prognostico tardio. Logo
0 objetivo deste trabalho é utilizar da integracdo entre o conjunto de proteinas secretadas pelo
organismo que atuam como ligantes e receptores, e a interacdo entre elas, afim de encontrar

novos alvos farmacol6gicos, passiveis de intervencao no tratamento do CRC.
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2.1. Material e Métodos

2.1.1 Escolha do Secretoma de Referéncia
A lista com o secretoma utilizado como referéncia, foi obtida através do banco de dados
The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) (UHLEN et al., 2015). Foi utilizada

a lista que contém 2793 genes, contemplando a secre¢do no sangue, cérebro, sistema digestivo,
sistema reprodutivo masculino e feminino, imunoglobulinas, compartimento intracelular e
membrana, locais desconhecidos, outros tecidos e secretado da matriz extracelular (UHLEN et
al., 2019).

2.1.2 Download dos dados de expressao de amostras Normais e Tumorais.

Os genes listados no secretoma, foram submetidos a plataforma Xena Browser
(https://xenabrowser.net/) (GOLDMAN et al., 2020). Nesta, utilizamos o estudo TCGA
TARGET GTEX, para obter as amostras dos tecidos normais disponiveis na plataforma GTEX

(Genotype Tissue Expression) e tumorais oriundos do TCGA (The Cancer Genome Atlas).
Foram selecionadas as amostras de tumor primario de colon (COAD- Colon Adenocarinoma),
e de tumor primario de reto (READ- Rectum Adenocarcinoma). Os dados de expressao foram

obtidos em Log> expected count + 1.

2.1.3 Filtro das Amostras de Alta Pureza tumoral

Apobs download dos dados de expressdo, foi realizada a filtragem das amostras que
apresentavam uma maior propor¢do de células tumorais, ou seja, alta pureza tumoral. Este
processo foi realizado de acordo com o método desenvolvido por Aran; Sirota; Butte, 2015, que
se baseia na utilizacdo de 4 parametros para estimar a pureza de uma amostra tumoral oriunda
do TCGA (ESTIMATE, ABSOLUTE, LUMP E IHC), e elaboram 0 consensus measurement
of purity estimations (CPE). Foram consideradas amostras com alta pureza tumoral, as amostras
cujo CPE >0.8.

2.1.4 Expressao Diferencial das Amostras normais e de alta pureza tumoral
Apds download dos valores de expressdo, foi utilizada a ferramenta Appyters

(https://appyters.maayanlab.cloud/#/) (CLARKE et al., 2021), para realizar a analise de

expressao diferencial das listas obtidas na plataforma XENA Browser. Por se tratarem de dados
de RSEM expected counts, foi utilizado do método de analise edgeR, onde foram considerados

significativos genes em que p-value <0.05 e Log2 Fold Change (Fc) > 1.5.
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2.1.5 Busca de Ligantes e Receptores nos DEGs up regulados identificados

Os genes up regulados detectados nas listas de expressdo diferencial de cdlon e reto
foram comparados com a lista de ligantes e receptores descrita por Ramilowski et al., 2015. Tal
lista contém 2422 pares de genes ligante/receptor descritos, através de consulta em bancos de
dados diversos (ARMINGOL et al., 2021). Foram considerados significativos os pares na qual
ambos componentes (ligante e receptor) apresentassem Log2FC > 1.5. Foi criada uma lista
Unica, contendo os ligantes e receptores de célon e reto, seus respectivos Log2 de FC e False
Discovery Rate (FDR).

2.1.4 Construcao de Redes de Interacdo Proteina Proteina (PPI) dos genes identificados

Os genes detectados foram submetidos a plataforma Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins (STRING) (https://string-db.org) (SZKLARCZYK et al., 2021).
Foram utilizados os parametros definidos OLIVEIRA et al., 2020: Meaning of network edges:

confidence; Active interaction sources: Experiments, database, co-expression, neighborhood,
co-occurrence; Minimum required interaction score: high confidence of 0.900; Display
simplifications: hide disconnected nodes in the network. As redes geradas foram importadas
para o software Cytoscape 3.9.1 (SHANNON et al., 2003), através da extensdo StringApp
(DONCHEVA et al., 2019). Por fim, foi realizada a clusterizacdo da rede importada, utilizando
a extensdo cytoHubba (CHIN et al., 2014), onde foram elencados os 10 genes que mais

apresentavam interacdes, através do método degree.

2.1.5 Verificacdo de alvos terapéuticos através das assinaturas geneticas do CRC

Para verificar os possiveis alvos terapéuticos dos datasets COAD/READ, foi utilizada
a plataforma Open Cancer TherApeutic Discovery (OCTAD) (ZENG et al., 2021). Nesta, foram
selecionadas para analise apenas as amostras do TGCA, que apresentaram alta pureza tumoral,
e amostras normais do GTEx. Para realizar a assinatura genética de ambos os datasets, foi
utilizado o método EdgeR, presente na propria plataforma, considerando significativos os genes
que apresentavam Fold Change > 1.5 e Adjusted p-value < 0.001. Apos isso, na mesma
plataforma, foi realizada a andlise de possiveis alvos terapéuticos, baseados nos resultados da
assinatura genética de cada tipo de tecido. Para isso a plataforma comparou a assinatura
genética obtida em cada analise com o seu banco de dados de compostos relacionados com
expressao de determinado gene, que conta com 19.127 amostras de tecidos de pacientes, além

de 50 tipos tumorais e 12.442 diferentes compostos.
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Apos isso, foram selecionados apenas 0s genes detectados na lista do interactoma que
apresentaram o maior nimero de interacGes detectadas pelo cytoHubba. Para complementar a
lista encontrada na plataforma OCTAD, os mesmos genes foram submetidos a plataforma Drug
Gene Interaction Database (DGldb)(https://www.dgidb.org) (COTTO et al.,, 2018) , que
contém informacgdes de 30 bancos de dados variados sobre a sensibilidade de genes a

determinado farmaco, apresentando em seu banco de dados 41.100 genes, 9.495 drogas e com
29.783 interacOes descritas.

2.1.6 Analise de Enriquecimento Funcional

A lista de genes presentes no interactoma foi submetida a analise de enriquecimento
funcional, através da plataforma EnrichR (XIE et al., 2021). Dentro da plataforma foram
utilizados os bancos de dados GO: Biological Process e GO: Molecular Function.
Posteriormente, foram selecionados apenas 0s processos comuns a ambos 0s componentes do
par (ligante e receptor). Apos isso, a mesma lista foi submetida na plataforma STRING,
seguindo os mesmos parametros descritos anteriormente, mas foram selecionados os termos
enriquecidos em na plataforma EnrichR para que o enriquecimento fosse demonstrado na rede

gerada.

2.1.7 Anélise de dados de sc-RNA-Seq

Para ter maior precisdo da expressao dos genes detectados em cada tipo celular do
microambiente tumoral, foram utilizados dados de single cell RNA-Seq. Utilizamos para isso
os dados de cancer colorretal de Lee. et al., 2020, que conta com 15 amostras de carcinoma

colorretal, oriundas do Samsung Medical Center, em Seul. Os dados dessas amostras foram

obtidos a partir do Curated Cell Cancer Atlas (3CA,; https://www.weizmann.ac.il/sites/3CA/).
Os dados de counts foram processados utilizando o pacote Seurat (v.4.0.6), no software RStudio
(HAO et al., 2021). Para realizar a distincdo das células foi realizada a expressdo diferencial
dentro do pacote, e posterior Analise de Componente Principal (Principal Component Analysis
— PCA). As PCs de 1 a 10 foram usados para clusterizacdo grafica na resolucéo de 0.5 e na
visualizacdo dos clusters foi utilizado o grafico de reducdo dimensional UMAP. Os tipos
celulares distintos foram identificados com base na expressdo diferencial entre os diferentes
clusters, onde foram detectados variados marcadores celulares. Para a identificacdo do tipo
celular correspondente aos marcadores candnicos (Tabela 2), foi utilizada a plataforma
CellMarker 2.0 (http://117.50.127.228/CellMarker/) (HU et al., 2023). Para avaliacéo do perfil

de expressdo génica entre os diferentes tipos celulares foram utilizadas as fungdes dotplot e

vinplot, presentes no pacote Seurat (v.4.0.6).
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Tabela 2: Marcadores Candnicos utilizados na identificacdo dos diferentes tipos celulares presentes nos dados de

sc-RNA-Seq
Tipo Celular Marcadores Candnicos
Célula B IGLC2; IGHA; IGLC3; JCHAIN; CD79a; BANK1; MS4A1,

Cancer Stem Cell
DCLK1+Progenitor
Cell
Enterocyte
Celula Caliciforme
Celula Tumoral
Mondcito

Natural Killer

Célula de Paneth

Musculo Liso

MZB1,; IGLC2; IGLC3; IGLC7; IGHG3; IGHG4;
OLFM4.
COL1A1; COL1AZ; LUM; DCN

FABP1; PHGR1; CKB; PRAP1
SPINK4; TFF1.
UBE2C; CDKN3; RAMP2; PLVAP; GNG11; VWF

S100P; PLACS.

CD3D; TRAC; KLRB1; CCL5; CD7; IFNG; GZMA,; CD8A,;

GZMB; IRF7; NR3C1

IL1B; CCL3; CXCLS; IL1IRN; SOD2; C1QA; C1QB; C1QC,;
HLA-DRA/DPB1
ACTAZ2; CALD1
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2.1.8 Construcéo dos Volcano Plots e Diagrama de Venn
Os Volcano Plots com os dados de expresséo foram feitos a partir daplataforma online
VolcanoseR (https://huygens.science.uva.nl/\VVolcaNoseR/) (GOEDHART, 2020). Os dados de

expressao foram representados em Log2FC e com Log10 de p-value. Foram criados 2 graficos,
um para a analise de expressdo em COAD e outro para READ. Além disso, foi criado um
diagrama de Venn para verificar os genes up regulados comuns e exclusivos entre COAD e
READ, através da ferramenta Venn Diagram

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/VVenn/) .

2.2 Resultados

2.2.1 O perfil de expressado varia entre as amostras de alta pureza de COAD e READ

Apos submeter a lista do secretoma na plataforma Xena, foram obtidos os dados de
expressdo de 2696 genes, nas diferentes amostras disponiveis nos bancos de dados GTEX e
TCGA. No caso de COAD, foram obtidas no total, 594 amostras, sendo 307 amostras de tecido
normal de intestino grosso, e 287 de tecido tumoral. Contudo, destas 287 tumorais, apenas 114
apresentavam alta pureza segundo a lista de Aran; Sirota; Butte, 2015. No caso de READ, néo
haviam amostras de tecido normal presentes no banco de dados GTEX, logo optamos por utilizar
as amostras selecionadas para COAD. Desta forma, foram obtidas no total, 399 amostras, sendo
307 normais e 92 tumorais. Destas 92 amostras tumorais, apenas 39 apresentavam alta pureza
(Tabela 3). Com a anélise de expresséo diferencial, foi possivel notar que a quantidade de genes
diferencialmente expressos varia entre os tecidos, onde em COAD foram encontrados 377 genes
up regulados e 460 down regulados e em READ foram encontrados 405 genes up regulados e

474 genes down regulados (Figura 1) Os genes estdo detalhados na Tabela Suplementar 1.
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Figura 1: Volcano Plots dos dados de expressdo de COAD (A) e de READ (B). Os pontos vermelhos
representam genes na qual houve aumento de expressdao e 0s azuis genes na qual houve redugdo. Dados
representados em Log2FC e -log10 de p-value.

Posteriormente, foram comparados 0s genes up apresentados em cada um dos grupos.
Neste aspecto, notou-se que ha diferenca considerdvel entre os DEGs up regulados em cada
tecido. Isso fica evidente ao vermos que apenas 76 genes up sdo compartilhados entre colon e
reto (Figura 2), demonstrando comportamento especifico entre a expressdo das células
tumorais de cada tecido. Isso ficou demonstrado ao analisarmos PPI de cada um dos tecidos,
onde apos clusterizagdo com o cytoHubba, foram obtidas redes distintas (Figura Suplementar
1 A-B).

COAD

READ

Figura 2: Diagrama de Venn dos genes up regulados detectados nas amostras tumorais de colon e reto do TCGA.

2.2.2 As interagdes mais significativas variam entre os diferentes tecidos analisados

Os genes up regulados totais em ambos 0s estudos, ao serem comparados com a lista do
conectoma de Ramilowski 2016, apresentou 30 pares na qual ligante e receptor formavam um
com aumento de expressdo significativo (FC > 1.5 e p-value < 0.05). Esta lista foi submetida
ao STRING, onde obteve-se o interatoma (Figura 3B) destes tumores. Ao se analisar o
comunication score dos pares, foi possivel notar padrdes de interacdo diferentes entre colon e
reto, onde o primeiro apresentou como pares mais significativos: MMP9 EPHB2 e
TNFSF11 TNFRSF11B. J& para reto os pares mais significativos foram: FGF2_FGFR3,

SERPINA1 LRP1. Ainda tivemos pares, cujo o communication score ficou semelhante,
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[

revelando expressdo similar em ambos, como: MMP12_PLAUR e PLAU_PLAUR (Figura
3A).
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Figura 3: Caracterizacgado dos 30 pares detectados no secretoma das amostras de tumor colorretal. (A) Bubble
Heatmap dos 20 pares up regulados nos tumores de Colon e Reto. A intensidade do vermelho da bolha representa
os valores combinados de Log2 Fold Change e o tamanho destas o FDR. (B) Interactoma dos genes up regulados
detectados nos 30 pares identificados como ligantes e receptores.

2.2.3 Os genes destacados dos pares se relacionam com vias fundamentais de tumorigénese

O enriquecimento dos genes presentes no interactoma formado demonstrou que grande
parte destes se relacionam com processos muito bem descritos na progressdo tumoral (Tabela
Suplementar 2). Podemos destacar alguns como Positive Regulation of cell population
proliferation (LTF, THBS1, FGF2, EGFR, CTF1, FGFR3, FGF17, TFRC, MMP9, ANXA1,
IL6ST, MDK, ITGB3, MDK, MMP12, CCL5), Positive regulation of Cell Migration
(SERPINEL, LRP1, THBS1, FGF2, EGFR, MMP9, PLAU, ANXA1, IL6ST, MDK, ITGBS3,
MMP12 e CCL5). Além disso, houve enriquecimento da regulacdo de processos inflamatorios,
como visto em Inflamatory response (LRP1, THBS1, KNG1, EGFR, SERPINC1, ANXAL,
SDC1, MDK, SERPINAL, IL22, CCL5). Tais dados de enriquecimento estdo demonstrados na
Figura 4. Além disso, a clusterizacdo através do método degree, revelou que 0s genes que
apresentam o maior nimero de relacdes na lista sdo: LRP1, SDC1, ITGB3, THBS1, MMP9,
FGF2, PLAU, PLAUR, SERPINEL e EGFR (Figura Suplementar 2).
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Figura 4: Enriquecimento funcional do interactoma gerado, contendo os ligantes e receptores identificados. As
diferentes cores dentro dos nodos indicam o termo com o qual o gene esta relacionado.

2.2.4 Os genes candidatos a biomarcadores apresentam expressao diferencial em diferentes
populac@es celulares do intestino grosso.

Para verificar com maior especificidade a expressdo dos genes candidatos a
biomarcadores, utilizamos dados de sScCRNA-Seq, oriundos do estudo de Lee et.al 2020. Ao
realizarmos o processamento dos dados, ficou evidente que PLAU apresenta expressao
aumentada em células intestinais positivas para 0 marcador DCLK1*. Tal marcador é descrito
como associado a progressdo tumoral do CRC, ao participar de processos como transicao
epitélio meséngquima, bem como ao processo inflamatorio atrelado a carcinogénese.
Relacionado a este, temos justamente que EGFR apresentou expressdo aumentada em
Mondcitos, que sdo descritos como associados a células DCLK1*, ocasionando a perda de
funcdo de células CD8", e assim suprimindo a resposta imune (CHHETRI et al., 2022). MMP9
apresentou expressdo exacerbada em células de Paneth, enquanto FGF2 ndo apresentou
deteccdo nos diferentes tipos celulares, corroborando o visto na Figura 5-D (Figura 6). Os
dados contendo a porcentagem de expressao e nivel estdo presentes nas Figuras Suplementares
2e3.
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Figura 6: UMAP plot, representando a distribuicdo dos genes identificados como potenciais biomarcadores nos
diferentes tipos celulares identificados nos dados de scCRNA-Seq. A intensidade da marcacdo azul nas diferentes
populagdes celulares indica a expressdo do gene destacado naquela populagdo. Abaixo os 10 tipos celulares,
destacados em cores distintas. As analises foram realizadas utilizando o pacote Seurat (v.4.0.6), baseado na
linguagem de programacéo R.
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2.2.5 Os genes com expressao diferencial qualitativa e quantitativa possuem interacgoes
descritas com farmacos

Para a deteccdo da interacdo entre as assinaturas genéticas de COAD e READ, e a
interacdo destas com drogas, foi inicialmente utilizada a plataforma OCTAD. As listas obtidas
para ambos os tipos tumorais foram iguais (Tabela Suplementar 3). A partir disso, foram
buscados o0s 10 genes detectados no rankeamento por degree, na qual 6 (EGFR, MMP9, PLAU,
SERPINEL, ITGB3 e FGF2) apresentavam interacfes com farmacos (Figura 6A). Contudo, a
lista dos 10 genes foi submetida a plataforma DGldb (Tabela Suplementar 4) e foram
selecionados apenas 0s genes que tinham interacdes em comum com as drogas descritas. Logo,
obtivemos uma rede de interacdo entre drogas e genes (Figura 6B), na qual foram descritos 4
genes (EGFR, FGF2, MMP9 e PLAU), que apresentavam ligacbes comuns com 6 farmacos

(Curcumina, Sirolimus, Cisplatina, Geldamicina, Celecoxib e Bevacizumab).
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Figura 7: Interagdo detectada entre genes e drogas através da assinatura genética de COAD e READ (A) InteracGes
detectadas através da plataforma OCTAD. Os losangos indicam 0s genes e as elipses as drogas que apresentaram
interacdes. As cores das elipses refletem a etapa de teste na qual a droga se encontra. (B) Genes que compartilham
interacdes com drogas entre si. Os losangos indicam os genes e as elipses as drogas.
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2.3. Discussao

O nosso estudo utilizou a integragé@o das listas do secretoma e do conectoma a fim de
buscar biomarcadores progndsticos e terapéuticos no CRC. Para isso, utilizamos dados
originados das plataformas GTEx e TCGA, verificando se existem alteragdes nos genes do
secretoma humano que sdo ligantes e/ou receptores. Foram identificados 3 genes como
potenciais biomarcadores, PLAU, EGFR e MMP9. Posteriormente, foram utilizados dados de
SscCRNA-Seq para verificar em quais células especificas do tecido intestinal, a expressdo dos
genes identificados, para enfim verificar a interacdo destes com farmacos, onde identificamos
6 farmacos que interagem com o0s genes destacados, Sirolimus, Curcumina, Cisplatina,

Bevacizumab, Celecoxib e Geldanamicina.

Dos genes encontrados, PLAU apresentou expressdo exacerbada em células DCLK1+
presentes no colon. Tal gene sintetiza a Double Cortin Like Kinase, proteina da familia quinase
amplamente descrita como um marcador tumoral em diversos tipos de canceres (CHHETRI et
al., 2022). No CRC, este marcador esta atrelado com processos de imunomodulacéo, estando
diretamente associados com a atracdo de macrofagos associados ao tumor, que auxiliam na
degradacdo de matriz, além de criar um ambiente de imunossupressdo (CAO et al., 2020;
KITAMURA; QIAN; POLLARD, 2015).

Enfatizando o gene PLAU, este ja € amplamente descrito como um possivel fator de
risco pela American Society of Clinical Oncology (ASCO), ocasionando pior progndstico,
sendo descrito pela mesma como alvo terapéutico (DING et al., 2022). 1sso se deve ao fato de
PLAUR estar associado a fatores criticos da progressdo tumoral, como invasdo, migragéo e
consequente metastase tumoral, amplamente descritos para o CRC (MAURO et al., 2017). Tal
padrdo foi igualmente relatado em linhagens deste mesmo tumor, onde a supresséo de PLAU,
através do MIR-193a-3p, ocasionou menor migragdo, invasao e angiogénese em células HT-
29, HCT116 e LOVO (LIN et al., 2019). Outro fator atrelado a PLAU ¢é a modulacdo do
microambiente tumoral, fazendo com que fibroblastos adquiram um fenétipo maligno e
trabalhem a favor da progressdo do tumor (FANG et al., 2021). Contudo, uma a¢do modulatéria
fundamental do PLAUR no microambiente tumoral, é na atividade de macrofagos associados
ao cancer, inclusive no CRC, o que leva a uma imunossupressdo da resposta imune especifica,

para um processo inflamatorio pré tumoral (CUI et al., 2021).

Outro DEG encontrado em nossos resultados é a MMP9, descrita como uma proteina
responsével pela degradacdo da matriz extracelular, mais precisamente uma gelatinase, atuando
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principalmente na remodelagdo da membrana basal em processos patoldgicos, degradando
colagenos do tipo 1V, V, VII, X e XIV. Contudo, na condi¢éo patoldgica tumoral, a MMP9 atua
contribuindo na progressao de diversos tipos tumorais, tais como mama, pulmao e colorretal
(GOBIN et al., 2019; MONDAL et al., 2020). A MMP9, é descrita como proteina participante
de processos chave da progressdo, como metastase, invasdo e angiogénese, visto que para que
tais processos ocorram, ha a necessidade de degradacdo da membrana basal, principalmente do
colageno IV (MONDAL et al., 2020). Contudo um achado importante, é que a liberagdo de
MMP9 no CRC, depende da presenca de neutréfilos associados ao tumor, demonstrando
novamente o papel da imunidade inespecifica no processo de progressdo deste tumor, como
visto anteriormente com PLAU (MIZUNO et al, 2019). Ainda, Moirangthem;
Bondhopadhyay; Mukherjee, 2016, demonstraram que a inibi¢do conjunta de PLAU e MMP9
reduziu a progressdo do tumor de mama ao gerar maior adesdo celula-célula, bem como ao

modular genes envolvidos na transigédo epitélio mesénquima.

O gene EGFR é amplamente descrito como envolvido na progresséo do CRC, pois este
modula diferenciacdo e proliferacdo celular. Inclusive, a quimioterapia padréo utilizada para
este tumor, depende da combinacdo do 5-FU com diversos farmacos, dentre eles inibidores do
EGFR (MODEST; PANT; SARTORE-BIANCHI, 2019). Tais inibidores sdo descritos por
aumentar a permeabilidade tumoral a células T-CD8, e auxiliar no combate ao tumor. Contudo,
ja sdo descritos processos de quimiorresisténcia aos tratamentos baseados na inibicdo do EGFR
(ZHOU; JI; LI, 2021). Assim, a busca por novos farmacos que atuem em um gene que possui
tdo crucial é fundamental. Nossos resultados demonstraram que além do Bevacizumab, que ja
é descrito no tratamento do CRC (XIE, Y. H.; CHEN; FANG, 2020), outras moléculas como
Cisplatina, Curcumina, Sirolimus e Geldanamicina podem ser utilizadas como tratamento

combinado, ou adjuvante para a quebra desse processo de resisténcia.

A respeito das novas drogas descritas em nosso trabalho, a curcumina tem recebido
bastante atencdo no tratamento de diversos tumores. Esse destaque se deve ao fato deste ser um
composto natural, que demonstrou ter atividades antitumorais diversas, inclusive no CRC, onde
ja é demonstrado que a curcumina apresentou efeito antiproliferativo, anti-angiogénico e
consequente antitumoral (CALIBASI-KOCAL et al., 2019). Além disso, no CRC a curcumina
apresentou atuar modulando os principais alvos do tratamento deste tumor, VEGF e EGFR, o
gue acentua o efeito anti-angiogénico, bem como atuar na quebra da resisténcia aos tratamentos
anti- EGFR (PRICCI et al., 2020; RUIZ DE PORRAS; LAYOS; MARTINEZ-BALIBREA,

2021). Além disso, este composto atua na regulacdo da microbiota intestinal, o que pode ser
38 | Pagina



benéfico no combate ao CRC, visto que a microbiota possui papel fundamental, tanto na
progressao quanto no combate ao tumor (JABCZYK et al., 2021; WENG; GOEL, 2022; XU et
al., 2018). Por fim ha de se destacar, que ja é demonstrada a acdo da curcumina inibindo a
invasdo do CRC, através da modulacdo de PLAU e MMP, logo héa evidéncias relacionando o
composto e genes propostos como biomarcadores neste estudo. (TONG et al., 2016).

O Celecoxib, outro composto destacado em nossos resultados, trata-se de um inibidor
especifico da Ciclo Oxigenase 2 (COX-2), inicialmente prescrito como um farmaco anti-
inflamatorio. Contudo ja é descrita atividade antitumoral associada ao farmaco, visto que no
microambiente tumoral, o aumento de atividade da COX-2, gera aumento local de
prostaglandinas, o que contribui para desbalango imune, crescimento tumoral e angiogénese
(SAXENA; SHARMA; PUROHIT, 2020). Especificamente falando sobre a acdo deste no
CRC, ja é demonstrado que a inibicdo de COX-2 ocasiona melhor progndstico e representa um
alvo chave na progressdo deste tipo tumoral, visto que esta se encontra muito ativas em
macrdfagos associados ao tumor, levando a maior sintese de prostaglandina-2 e aumento da
inflamagdo associada a progressdo tumoral (TUYNMAN; PEPPELENBOSCH; RICHEL,
2004).

No caso da Cisplatina, trata-se de um antineoplasico ja utilizado em diversos tumores
solidos, como ovario, testiculo e cabeca e pescoco. Seu mecanismo de acdo se baseia na
formacéo de adutos de DNA, que interrompem a divisao celular (MAKOVEC, 2019). Contudo,
a resisténcia ao tratamento com este farmaco € descrita para diversos tumores, dentre eles o
CRC (GHOSH, 2019). Ainda assim, ja ficou demonstrado que tal resisténcia pode ser diminuida
com aumento da expressdo de IRF6, através de transfeccdo (TAN et al., 2022). Assim, verifica-
se a necessidade de maiores estudos para o desenvolvimento de terapias combinadas que

quebrem essa resisténcia.

Sirolimus, que também é conhecido como Rampamicina, € um farmaco inicialmente
prescrito como um imunossupressor, mas sempre houve interesse em verificar a sua atividade
antitumoral. Isso ocorre pelo fato da acdo deste composto inibir mTOR, uma serina treolina
Kinase, cuja expressdo estd aumentada em diversos tumores, atuando principalmente na
proliferacdo exacerbada celular, pois leva a maior expressdo de oncogenes como PI3K e Akt, e
inibicdo de supressores, como PTEN, LKB 1 e 2(LAW, 2005; LI, JING; KIM; BLENIS, 2014).

Pouco se sabe sobre a atuacdo deste no CRC, mas um estudo realizado por Fujishita et al., 2008
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demonstrou que a inibicdo de mTOR, através da Rampamicina levou ao menor

desenvolvimento de polipos em camundongos e consequente reducédo da proliferagdo tumoral.

Acerca da Geldanamicina, esta se trata de uma molécula inibidora da HSP90, uma
proteina que atua em diversos processos celulares, mas principalmente na regulacdo da célula
para sobrevida em situacdes de estresse, tais como alteragdes de ph, lesdes, entre outras. Este
farmaco foi inicialmente descrito como um antibiético, contudo estudos indicam o aumento de
expressao da HSP90 em diversos canceres, fazendo com que esse se torne um possivel alvo
terapéutico (FRANKE et al., 2013; FUKUYO; HUNT; HORIKOSHI, 2010). No caso de CRC,
estudo utilizando esta molécula demonstraram que ela é capaz de gerar apoptose nas células
tumorais, através do aumento da expressao de genes pro-apoptéticos, como caspase-9, Apf-1 e
citocromo-c, e decréscimo de genes anti-apoptéticos, como Bcl-2 (KOSOVA et al., 2017).
Além disso séo descritas interagdes desse farmaco com outros alvos anteriormente descritos no
trabalho, como por exemplo a inibicdo de Cox-2 atraves da Geldanamicina, gerando menor
producdo de prostaglandina-2, em células HT-29 (MOHAMMADI et al., 2016), bem como a
diminuicio MMP9 e VEGF através da combinacdo desta molécula com o Irinotecano
(ZEYNALI-MOGHADDAM et al., 2019).

Conclusao

Desta forma, o nosso trabalho demonstrou uma nova abordagem para a busca de alvos
terapéuticos e prognosticos para o CRC. Através da integracdo de plataformas e filtros,
demonstramos que MMP9, PLAU, e EGFR podem ser utilizados para deteccdo precoce deste
tumor, bem como serem suscetiveis a drogas para tratamento. A respeito das drogas, a
integracdo de plataforma permitiu que encontrassemos 6 drogas que possuem interacdes
descritas com tais genes, das quais 5 ndo sao utilizadas como tratamento padrdo para este tumor.
Desta forma, nosso estudo demonstra que a integracao de dados pode ser um fator crucial para
0 descoberta de novas moléculas bioativas no tratamento do CRC, abordando uma variedade
de substancias, desde compostos naturais, representados neste estudo pela Curcumina e
Geldanamicina, até mesmo por farmacos que possuem fungbes descritas para outras doengas,

mas podem ser testados para o tratamento tumoral, na chamada medicina reversa.
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Apéndices

Figuras Suplementares
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Figura Suplementar 1: Redes de interacdo proteina/proteina obtidas a partir dos genes up regulados ranqueados
por degree em c6lon (A) e reto (B).
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Figura Suplementar 2: Top 10 genes que apresentam o maior nimero de interacdes, clusterizados pelo método
degree. As cores sdo relativas as posicOes destes genes no rank.

49 | Pagina



EGFR FGF2

5-
2 E -
3 O AT W - 3
- -
S S e oo s31 " 1
w w
w 7]
o g
& o
LLJ L. Lﬁ L . L + —
1 - ——— — —— a———
é%é’ oé\ cf}\ cﬁ:‘" c;é\ oé\ oé\ cﬁ;\\ cP.\\ d}\
& O S LN
R S N T ¥ ¥ 0
& \6@ < £ Qeg(‘ O IS w@&
%
d S
Identity Identity
PLAU MMP9
100 A
1001 )
E E ;
(] D 1
- -
o oy
k=l > o
w N (1]
g 01 8
(o o
» =g
L L
1_
&

Identity Identity

Figura Suplementar 3: Violin plots demonstrando os niveis de expressdo nos diferentes tipos celulares dos genes
elencados como potenciais biomarcadores progndsticos e diagnésticos do CRC, atraves da analise de sScRNA-Seq.
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Figura Suplementar 4: Dotplot indicando a expressao dos genes candidatos a biomarcadores diagndésticos e
prognésticos do CRC, nos diferentes tipos celulares identificados na analise de dados de scRNA-Seq. A
intensidade da cor e o tamanho da bola sdo, respectivamente, a expressao média de cada gene e o percentual

expresso em cada tipo celular.
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