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RESUMO

O cancer gastrico (CG) ¢ a quinta neoplasia mais incidente e letal no mundo, sendo
caracterizado por sua heterogeneidade e natureza multifatorial. O diagnostico, na maioria dos
casos, ocorre em estagios avangados, o que dificulta o tratamento da malignidade. A abordagem
terapéutica ¢ definida a partir do estadiamento pré-operatorio do tumor, sendo a quimioterapia
com resseccao cirurgica a principal escolha de tratamento, porém restritiva para casos que o
tumor esta localizado. Apesar de amplamente utilizada, a quimioterapia convencional enfrenta
limitagdes significativas, como efeitos adversos graves e a ocorréncia de quimiorresisténcia,
que restringe sua eficacia. Nesse contexto, a terapia-alvo vem ganhando destaque nos ultimos
anos, com o objetivo de superar a quimiorresisténcia e minimizar os efeitos colaterais,
oferecendo tratamentos mais especificos e eficazes. Uma estratégia promissora para a
identificacdo de novos biomarcadores e alvos terapéuticos € o target fishing, que consiste em
explorar novos alvos a partir de drogas previamente desenvolvidas, permitindo a descoberta de
alvos ainda inexplorados, mas com potencial clinico relevante. Dessa forma, o presente trabalho
teve como principal objetivo a identificacio de um novo alvo molecular como alternativa
terapéutica para tratamento de CG. Para isso, um painel com 28 inibidores moleculares foi
testado em duas linhagens celulares gastricas de CG, sendo selecionado o inibidor molecular
de melhor agdo citotoxica em ambos os modelos. O inibidor selecionado foi o BTZO-1, um
inibidor seletivo para o fator inibitorio de migracdo de macrofagos (MIF). Em seguida, foram
avaliados a expressdo génica diferencial de MIF a partir do dataset transcriptomico do TCGA
para CG, a expressao génica de MIF nas linhagens gastricas tumorais, a inibicdo do MIF apos
o tratamento com BTZO-1 e seus efeitos na integridade de membrana, migracdo celular,
alteracdes no ciclo celular, ativacdo das caspases 3/7 e na expressdo proteica. As andlises de
bioinformatica do MIF no CG mostraram que MIF apresenta expressdo aumentada no CG,
especialmente no subtipo intestinal. Além disso, o aumento da expressio de MIF foi
correlacionada com a sobrevida dos pacientes, o tamanho do tumor, a auséncia de metastase em
linfonodos regionais e a presenga de metastase a distancia. A andlise de expressdo génica
revelou que o gene MIF tem sua expressao aumentada nas 3 linhagens gastricas neoplésicas
avaliadas (AGP-01, ACP-02 e ACP-03). A linhagem AGP-01, derivada de uma metastase do
subtipo intestinal, apresentou a maior expressao de MIF e foi a mais sensivel ao inibidor BTZO-
1 (CIso = 1,1 uM). J4 a linhagem ACP-03, originaria de um tumor primario do mesmo subtipo,
exibiu a menor expressdo de MIF e uma resisténcia trés vezes maior ao inibidor (Clso = 3,1

puM). A inibi¢do de MIF na linhagem AGP-01 resultou em altos niveis de comprometimento da



integridade de membrana, redu¢ao da migracdo celular a partir de 6h de tratamento, acimulo
de células na fase G2/M no ciclo celular e um impacto significativo em processos biologicos
essenciais, conforme demonstrado na anélise protedmica. Os principais processos bioldgicos
incluiram a regulagcdo metabolica mRNA, splicing do RNA e sua regulagdo, ¢ o dobramento de
proteinas. A avaliagdo da fun¢do molecular das proteinas diferencialmente expressas revelou
que muitas delas atuam como constituintes estruturais da cromatina e chaperonas envolvidas
no dobramento de proteinas. Além disso, o inibidor BTZO-1 demostrou-se um candidato
promissor como estratégia terapéutica para a neoplasia. Os achados desse trabalho indicam que
o MIF ¢ um potencial alvo terapéutico para o CG, dada a sua importancia clinica e seu papel na
progressdo tumoral. A inibi¢do afetou diferentes processos bioldgicos essenciais para o

desenvolvimento do tumor.

Palavras-chave: Cancer Gastrico; MIF; Terapia Alvo; Analise Protedmica.



ABSTRACT

MIF AS A POSSIBLE THERAPEUTIC TARGET IN GASTRIC CANCER

Gastric cancer (GC) is the fifth most common and lethal neoplasm worldwide, characterized by
its heterogeneity and multifactorial nature. In most cases, diagnosis occurs at advanced stages,
making malignancy treatment challenging. The therapeutic approach is defined based on the
tumor’s preoperative staging, with chemotherapy combined with surgical resection being the
primary treatment choice, though it is restrictive to cases where the tumor is localized. Despite
its widespread use, conventional chemotherapy faces significant limitations, such as severe
adverse effects and the occurrence of chemoresistance, which restricts its efficacy. In this
context, targeted therapy has gained prominence in recent years, aiming to overcome
chemoresistance and minimize side effects, offering more specific and effective treatments. A
promising strategy for identifying new biomarkers and therapeutic targets is target fishing,
which involves exploring new targets from previously developed drugs, enabling the discovery
of unexplored targets with relevant clinical potential. Thus, the main objective of this study was
to identify a new molecular target as a therapeutic alternative for GC treatment. To achieve this,
a panel of 28 molecular inhibitors was tested in two GC cell lines, selecting the molecular
inhibitor with the best cytotoxic action in both models. The selected inhibitor was BTZO-1, a
selective inhibitor of macrophage migration inhibitory factor (MIF). Subsequently, we
evaluated MIF’s differential gene expression using the TCGA transcriptomic dataset for GC,
MIF gene expression in gastric tumor cell lines, MIF inhibition after treatment with BTZO-1,
and its effects on membrane integrity, cell migration, cell cycle alterations, caspase-3/7
activation, and protein expression. Bioinformatics analyses of MIF in GC showed that MIF is
overexpressed in GC, particularly in the intestinal subtype. Furthermore, increased MIF
expression correlated with patient survival, tumor size, absence of metastasis in regional lymph
nodes, and the presence of distant metastases. Gene expression analysis revealed that the MIF
gene is upregulated in all three evaluated gastric neoplastic cell lines (AGP-01, ACP-02, and
ACP-03). The AGP-01 cell line, derived from a metastasis of the intestinal subtype, showed the
highest MIF expression and was the most sensitive to the BTZO-1 inhibitor (IC50 = 1.1 puM).
In contrast, the ACP-03 cell line, originating from a primary tumor of the same subtype,
exhibited the lowest MIF expression and was three times more resistant to the inhibitor (IC50
= 3.1 uM). MIF inhibition in the AGP-01 cell line resulted in high levels of membrane integrity

impairment, reduced cell migration after 6 hours of treatment, accumulation of cells in the



G2/M phase of the cell cycle, and a significant impact on essential biological processes, as
demonstrated by proteomic analysis. The main biological processes affected included mRNA
metabolic regulation, RNA splicing and its regulation, and protein folding. The functional
evaluation of differentially expressed proteins revealed that many act as structural chromatin
constituents and chaperones involved in protein folding. Additionally, the BTZO-1 inhibitor
proved to be a promising candidate as a therapeutic strategy for this neoplasm, further
reinforcing the need for additional studies to validate its efficacy. The findings of this study
indicate that MIF is a potential therapeutic target for GC, given its clinical significance and role
in tumor progression. Its inhibition affected different biological processes essential for tumor

development.

Keywords: Gastric Cancer; MIF; Target Therapy; Proteomic Analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer ¢ um conjunto de doengas caracterizadas por um crescimento anormal de
células devido a alteracdes dindmicas e complexas na homeostase celular, gerando alteragdes
no genoma, no metabolismo e no microambiente celular. Os diferentes tipos de cancer podem
ser classificados de acordo com o tipo de célula originaria: sdo denominados carcinomas o0s
tumores que tiveram origem de células epiteliais, como pele e mucosa; sarcomas sao os tumores
de origem do tecido conjuntivo; e leucemias, linfomas/mielomas, os tumores que derivam de
c¢lulas hematopoiéticas e de células do sistema imune, respectivamente (WALDUM; MJONES,

2021).

A formagdo de células tumorais (carcinogénese) ¢ um processo multifatorial que,
macroscopicamente, pode se desenvolver a partir de lesdes que progridem a estados pré-
malignos e metastases. Os agentes carcindgenos sdo agentes quimicos, fisicos ou biolégicos
que podem ser endogenos ou exdgenos, € podem ativar ou afetar indiretamente a carcinogénese,
devido a uma exposi¢do prolongada ou excessiva a esses agentes (IRIGARAY; BELPOMME,
2010; LIU et al., 2015).

Sob um olhar celular, a carcinogénese pode ser dividida em 3 principais estagios: a
iniciagdo, a promocao e a progressao (Figura 1). A iniciagdo € caracterizada por uma mudanga
genética irreversivel, através da ligagdo covalente de iniciadores em macromoléculas, como o
DNA. Diferentemente, a proxima etapa, a etapa de promogao, geralmente ¢ caracterizada pela
ligagcdo nao-covalente de promotores especificos ou inespecificos para receptores celulares, a
fim de influenciar a expressdo génica para uma maior proliferacdo celular das células que
sofreram a iniciacdo. Por fim, a etapa de progressdo refere-se a alteragdes, majoritariamente
cariotipicas, que progridem de um tumor benigno para um tumor maligno/neoplasia (LIU et al.,

2015).
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Figura 1 — Estagios da Carcinogénese
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Fonte: Adaptado de freepik.com.

Ao longo das ultimas décadas, Hanahan e Weinberg (HANAHAN, 2022; HANAHAN;
WEINBERG, 2000, 2011) descreveram as principais caracteristicas que as células tumorais
possuem entre si € que permitem o seu desenvolvimento e disseminagdo, chamando-as de
Hallmarks do cancer. Os primeiros Hallmarks do cancer foram a evasdao da via apoptoética, a
autossuficiéncia em sinais de crescimento celular, a insensibilidade a sinais que impedem o
crescimento, a invasdo tecidual e metastase, o potencial replicativo ilimitado e a capacidade das
c€lulas cancerosas em criar vasculaturas para a nutri¢do do tumor (HANAHAN; WEINBERG,
2000).

Em uma nova revisao dos Hallmarks do cancer, os autores destacaram a relevancia do
microambiente tumoral para a tumorigénese, visto que a constituicdo e sinalizacdo desse
microambiente formam uma rede integrada de apoio para o desenvolvimento do tumor. Os
mesmos autores também adicionaram mais dois grandes fenomenos, denominados de marcas
registradas emergentes, que fazem parte da caracterizagdo tumoral: a reprogramacgdo do
metabolismo celular das células tumorais e o escape da destruicdo imunoldgica. Além disso,
mais duas caracteristicas facilitadoras foram adicionadas: a instabilidade de mutacao do

genoma e a inflamag¢do motora de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em 2022, ap6s o avango de evidéncias cientificas nas areas molecular e celular do cancer,

Hanahan consolidou, em sua nova revisao cientifica, a reprogramacao do metabolismo celular,
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0 escape imunologico, a instabilidade de mutag¢ao do genoma e a inflamacao motora de tumores
como essenciais Hallmarks do cancer (HANAHAN, 2022). O autor também propde que mais
quatro novas caracteristicas sejam analisadas e, posteriormente, incorporadas como Hallmarks
do cancer, sendo elas: o desbloqueio da plasticidade fenotipica, a reprogramagao epigenética

ndo mutacional, os microbiomas polimorficos e as células senescentes (Figura 2).

Figura 2 — Caracteristicas do Cancer
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Fonte: Adaptada de HANAHAN, 2022.

1.2 Epidemiologia e Etiologia do Cancer Gastrico

O cancer tornou-se um dos mais significativos problemas de satide publica do século 21.
De acordo com o projeto GLOBOCAN (2022) da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer) da Organizacdo Mundial de
Satde (OMS), em 2022 foram declarados 18.741.966 novos casos de cancer no mundo, com

exce¢do do cancer de pele ndo-melanoma (FERLAY J ef al., 2024).

O cancer gastrico (CG) € o 5° cancer com maior incidéncia de casos no mundo, sendo
responsavel por 968.784 novos casos (4.8% do total de novos casos). Ademais, ele também ¢
reconhecido como o 5° cancer com maior numero de mortes no mundo, ocasionando 660.175
mortes (6.8% do total de mortes) (FERLAY J et al., 2024). O continente americano possui a 3?
maior prevaléncia de CG no mundo (FERLAY J ef al., 2024). A Sociedade Americana do

Cancer (CAS) estima que em 2024, 26.890 novos casos ¢ 10.880 mortes sejam relatadas por
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cancer apenas em territorio norte-americano (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2024). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NIH), a taxa de sobrevivéncia
relativa de 5 anos para pacientes de CG ¢ de 36,4%, sendo observada uma maior taxa em
pacientes do sexo feminino (41,7%) em relacdo ao sexo masculino (32,9%). Além disso, a taxa
de sobrevivéncia também varia a depender do estagio no qual o tumor ¢ classificado. Os
tumores localizados possuem o melhor progndstico, com uma taxa de sobrevivéncia relativa de
5 anos de 75,4%. Apds a disseminacdo do tumor pelos ganglios linfaticos ou 6rgaos proximos,
a taxa cai para 35,8% e com metastase a distdncia 7% de sobrevivéncia (SURVEILLANCE
RESEARCH PROGRAM, 2024).

No Brasil, a estimativa para o triénio 2023-2025 ¢ de 21.480 casos de CG no pais, com
uma maior prevaléncia de casos em homens (SANTOS et al., 2023). As regides com maiores
taxas de incidéncia por 100 mil habitantes sdo as regides Norte (8,65%) e Nordeste (7,47%) do
pais. A regido Norte apresenta o dobro da taxa ajustada observada na regido Sudeste (4,18%),
de modo a destacar um mesmo padrido observado na incidéncia do CG entre paises ou
continentes de menor ¢ maior Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) (SANTOS et al.,
2023). Com relagao ao tratamento, a regido Norte apresentou, diferente das demais regides, um
longo periodo entre o diagnostico da malignidade e o inicio do tratamento, além de também
possuir uma maior média de duragdo de tratamento, diminuindo a sobrevida e a eficacia do

tratamento (SOUZA et al., 2024).

O CG ¢ um cancer multifatorial que, em sua maioria, possui seu diagndstico inicial
tardio. Isso acontece devido a muitos pacientes serem assintomaticos durante as fases iniciais
da doenca (XIA; AADAM, 2022). Quando se inicia as manifestagdes de sintomas, como perda
de peso inespecifica, dor abdominal persistente e anemia com ou sem deficiéncia de ferro,
muitos pacientes ja sdo diagnosticados em estdgios avancados ou metastaticos da doenca
(MUKKAMALLA SKR; RECIO-BOILES A; BABIKER HM, 2024; YUSEFI et al., 2018). Em
relacdo a heterogeneidade de fatores de risco, que podem contribuir na incidéncia ou
agravamento do quadro clinico, seus principais sdo dieta e habitos alimentares, estilo de vida
nao-saudavel, fatores genéticos, historico familiar e infec¢des por H. pylori ou Epstein—Barr
(EBV) (MUKKAMALLA SKR; RECIO-BOILES A; BABIKER HM, 2024; YUSEFI ef al.,
2018).

Em 2023, TRINH e colaboradores analisaram a influéncia dos fatores de risco
relacionados ao estilo de vida no CG em adultos coreanos, além da sua associagdo com a adesao

de comportamentos de rastreamento da doenca. Foram avaliados seis fatores de risco, incluindo
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tabagismo, uso excessivo de bebidas alcoodlicas, inatividade fisica, obesidade, ingestdo de carne
e ingestdo de alimentos salgados. Observou-se que homens tendem a exibir mais agrupamento
de multiplos fatores de risco do que mulheres. Além disso, quando o paciente exibia mais de 3
fatores de risco, menos propenso ele era de aderir ao programa de rastreamento do cancer de

estomago. No estudo, o fator mais frequente entre os pacientes foi a inatividade fisica.

Outro fator de risco dietético importante ¢ o consumo excessivo de sal. O Fundo
Mundial de Pesquisa do Cancer e o Instituto Americano de Pesquisa do Cancer (WCRF/AICR)
classificou o sal como um dos fatores de risco mais importantes para o CG. Na revisao
sistematica de Ge e colaboradores (2012), observou-se que a alta ingestdo de sal foi
significativamente associada a um risco 105% maior de cancer de estbmago em comparagdo a
uma baixa ingestdo de sal. Os potenciais mecanismos que sugerem essa relagdo de risco sdo a
destruicdo da barreira mucosa do estdmago e estimulo da producdo de mucina na mucosa
gastrica, gerando um aumento da sintese de DNA e proliferacao celular que leva a uma
inflamacao e gastrite atréfica, além da criagdo de um ambiente favoravel para a colonizagdo por

H. pylori (GE et al., 2012; XIA; AADAM, 2022).

O historico familiar e os fatores genéticos sdo fatores de risco importantes para a escolha
da abordagem clinica e terapéutica de pacientes com CG. A heranca genética pode influenciar
a prevaléncia da doenga, com uma suscetibilidade de 2 a 10 vezes mais em pessoas com
historico familiar (YAGHOOBI et al., 2004). Entretanto, os casos hereditarios sdo responsaveis
por apenas 1-3% do nimero de casos globais de CG (OLIVEIRA et al., 2015). O rastreio
genético das sindromes hereditarias baseia-se, principalmente, na idade do paciente no
momento do diagnoéstico (cancer de inicio precoce ¢ definido como cancer entre 18 e 49 anos),
raridade do tipo de tumor e/ou histérico familiar de cancer. Na principal sindrome hereditaria
do CG, o cancer gastrico difuso hereditario (HDGC), seu diagnostico também ¢ associado ao
sequenciamento de mutagdes nos genes da E-caderina (CDH1) e da alfa-E-catenina (CTNNAI)
(OLIVEIRA et al., 2015; RUSTGI; CHING; KASTRINOS, 2021).

Em 1994, a IARC classificou a infec¢do por H. pylori como um carcindégeno humano
de classe 1, devido a sua relacdo com o surgimento de lesdes gastricas e suas progressoes a
gastrite e ulceras (International Agency for Research on Cancer, 1994). A infec¢ao por H. pylori
¢ reconhecida pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, do inglés Centers for
Disease Control and Prevention) como uma das infec¢des bacterianas cronicas mais comuns
no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2024). A capacidade da H. pylori de neutralizar o pH &cido
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do estomago auxilia no seu processo de colonizagdo, gerando um processo inflamatorio que

inicialmente pode progredir para uma gastrite nao atrofica.

Outra infec¢ao associada como um fator de risco para o CG ¢ a infec¢do pelo virus
Epstein-Barr (EBV). Conhecido como cancer gastrico associado ao EBV (EBVaGC), esse
subtipo de CG foi caracterizado na classificagdo do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA, do
inglés The Cancer Genome Atlas) para malignidades géstricas devido as suas particularidades
moleculares e clinicas (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014).
A transmissao do EBV ocorre principalmente via saliva, sendo possivel o virus ficar em estado
de laténcia por anos e ser posteriormente reativado. As primeiras detec¢des de infecgdo de EBV
em células do trato digestivo foi realizada por Burke e colaboradores (1990) e Shibata & Weiss
(1992), demonstrando a presenga de genoma de EBV em células cancerosas e displasicas, e
ndo-infec¢cdo em células normais circundantes. A infec¢do de células digestivas € sustentada por
duas teorias: o EBV infecta células B e células epiteliais orais, de modo que a medida que a
saliva percorre o trato digestivo, o EBV infecta as células do estdbmago. A outra teoria € que o
EBV ¢ reativado pelas células B no estomago, de forma ainda ndo elucidada, e torna-se
disponivel para infeccdo das células epiteliais do estdomago (SALNIKOV; MACNEIL;
MYMRYK, 2024; SUN et al., 2020).

1.3. Classifica¢cao do Cancer Gastrico

Diferentes sistemas de classificacdo para o adenocarcinoma géstrico foram propostos
nas ultimas décadas, com o objetivo de compreender os diferentes fenotipos histopatolégicos e
suas particularidades gendmicas da malignidade. As classifica¢cdes mais comumente utilizadas

sdao de Borrmann, de Lauren, da OMS e a classificacdo TNM para estadiamento.
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Figura 3 — Principais classificacdes para o Cancer Gastrico.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A classificagdo de Borrmann (Figura 3 — A) foi descrita em 1926 e considera as
caracteristicas macroscopicas do tumor para dividi-lo em 4 grupos: lesdo polipoide sem
ulceragao (tipo I), lesdo ulcerada bem delimitada e com bordas elevadas (tipo II), lesdo ulcerada
com infiltragdo difusa em partes ou na base (tipo III) e lesdo difusamente infiltrativa (tipo IV)
(SMYTH et al., 2020). No estudo retrospectivo de Li e colaboradores (2009), observou-se que
os tipos I e I possuem comportamentos bioldgicos semelhantes e ndo apresentaram diferenca
significativa de sobrevida, profundidade de invasdao e envolvimento nodal. Em contrapartida,
os tipos III e IV tiveram pior progndstico, alta propor¢do de tecido diferencialmente pobre e

maiores taxas de metastase em linfonodos quando comparados com os tipos I e II.

Em 1965, propoe-se a classificacdo de Lauren (Figura 3 — B), no qual compreende as
caracteristicas histopatologicas dos adenocarcinomas gastricos em 3 distintos tipos: tipo
intestinal, tipo difuso e tipo indeterminado (LAUREN, 1965). O tipo intestinal é o mais
frequente nos casos de CG e caracteriza-se pela similaridade morfologica com
adenocarcinomas de origem intestinal, assim como glandulas e componentes tubulares, além
de haver coesao entre as cé¢lulas (BOSMAN et al., 2010; LEE et al., 2018). Sua predisposi¢ao
estd associada majoritariamente a exposi¢do ambientais, como infec¢do por H. pylori. O tipo
difuso estd relacionado a fatores familiares e genéticos, e caracteriza-se pela auséncia de
aderéncia entre as células, além de pouca ou nenhuma formagao de glandulas. Por fim, o tipo
indeterminado abrange os demais tipos que nao se enquadram nos tipos histologicos anteriores

(LAUREN, 1965; LEE et al., 2018).

Em razdo da identificacdo de novos tipos de adenocarcinomas gastricos que ndo se

enquadram na classificacdo de Lauren, a OMS, em 2010, sugeriu um novo sistema de
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classificagdo que abrange tipos mais raros da malignidade (BOSMAN et al., 2010). As
classificagdes sdo feitas entre os tipos carcinoma tubular, mucinoso, mal coeso, papilar e misto.
Os tumores classificados em tipo difuso na classificagao de Lauren podem ser classificados
como tipo mal coeso de células em anel de sinete. Ja o tipo intestinal de Lauren, compartilham
semelhancas com os tipos tubular, papilar e mucinoso (Tabela 1) (YAKIREVICH; RESNICK,
2013). Em 2019, a OMS adicionou novos tipos para a classifica¢ao de adenocarcinoma gastrico:
adenocarcinoma micro papilar, adenocarcinoma gastrico do tipo glandula findica e
gastroblastoma (KUSHIMA, 2022).

Tabela 1 — Comparativo entre os sistemas de classificagdo de Lauren (1965) e da OMS (2010)
para tumores gastricos.

Classificacio de Lauren Classificacdo da Organizacao Mundial da Saude (2010)

(1965)
Adenocarcinoma Mucinoso
. . Adenocarcinoma Papilar
Subtipo Intestinal Adenocarcinoma Tubular
Subtipo Difuso Subtipo mal coeso de células em anel de sinete

Carcinoma Indiferenciado
Carcinoma Adenoescamoso
Subtipo Indeterminado Carcinoma com estroma linfoide (Carcinoma Medular)
Adenocarcinoma Hepatoide

Carcinoma de células escamosas
Fonte: Adaptado de YAKIREVICH e RESNICK (2013)

Apesar dos avangos na classificacdo histologica de tumores géstricos para uma melhor
especificagdo dos diferentes tipos existentes, apenas as caracteristicas histopatologicas sao
insuficientes para compreender a vasta heterogeneidade do tumor gastrico. Desse modo, a
classificagdo molecular do TCGA propde uma classificacdo morfo-molecular (Figura 3 — C),
no qual por meio de caracteristicas moleculares, como mutagdes e fusdes génicas, divide-se em
tumores positivos para o virus Epstein-Barr (EBVaGC), tumores instdveis de microssatélites,
tumores genomicamente estaveis e tumores com instabilidade cromossdomica (KUSHIMA,

2022; THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014).

Os tumores EBVaGC apresentam hiper metilagdo no DNA, frequentemente na ilha CpG
e nos genes PIK3CA e ARID1A. Amplificacdes elevadas também foram observadas em JAK2 e
PD-L1/2. Os tumores instaveis de microssatélites sdo caracterizados por um fenotipo metilador
de ilha CpG e silenciamento do gene MLHI. Os tumores genomicamente estaveis possuem

caracteristicas histologicas de pouca coesdo e mutagoes nos genes CDHI, RHOA e CLDNIS. E
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os tumores de instabilidade cromossomica possuem uma histologia tubular/papilar, semelhante
também a histologia intestinal de Lauren, alta frequéncia de mutagdes no gene 7P53 ¢ elevada
amplificacdo de tirosinas quinases ERBB2, EGFR, MET, FGFR2 ¢ KRAS (KUSHIMA, 2022;
ROCKEN, 2023; THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014).

O estadiamento ¢ uma classificagdo que objetiva categorizar o grau de disseminacdo do
tumor e ¢ bastante empregada no diagndstico pré-operatorio, pois auxilia no processo de escolha
terapéutica para o paciente (WITTEKIND, 2015). O sistema mais utilizado ¢ o sistema de
classificagdo TNM para tumores malignos, proposto pela Unido Internacional para o Controle
do Cancer (UICC, do inglés Union for International Cancer Control) e pelo Comité Conjunto
Americano sobre Cancer (AJCC, do inglés American Joint Committee on Cancer). O sistema
TNM baseia-se na extensao anatdmica da doenga em trés categorias: a categoria T descreve a
localidade e o tamanho do tumor (T0-T4 ou Tis), a categoria N descreve o comprometimento
dos linfonodos regionais (NO-N3) e a categoria M descreve a presenca ou auséncia de
metastases a distancia (M0 ou M1). Essas categorias podem ser subclassificadas em graduagdes
alfabéticas. Apods estabelecer a classificagdo TNM, o tumor ¢ classificado em estagios que
variam de [ a IV (AMIN et al., 2017). A defini¢do de cada uma das categorias e subcategorias
baseado na 8% edicao do Sistema TNM para cancer gastrico da AJCC sdo apresentadas na tabela

2.
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Tabela 2 — Classificagdo TNM para cancer gastrico do tipo carcinoma.

Estagio Clinico

Classificacio TNM

Estagio 0

(TisNOMO)

Estagio 1

(TINOMO)
(T2NOMO)

Estagio I1A
(TIN1-3M0)

(T2N1-3MO0)

Estagio IIB

(T3NOMO)
(T4aNOMO)

Estagio 111

(T3N1-3MO)
(T4aN1-3M0)

Estagio IVA

(T4bN1-3M0)

Estagio IVB
(T1-4N1-3M1)

Tis: Tumor intraepitelial sem invasdo da ldmina propria, displasia de alto grau.
NO: Sem metéstase de linfonodos regionais.
MO: Auséncia de metastase a distancia.
T1: Tumor invade a ldmina propria, muscular da mucosa ou submucosa.
T2: Tumor invade a muscular propria.
NO: Sem metéastase de linfonodos regionais.
MO: Auséncia de metastase a distancia.
T1: Tumor invade a ldmina propria, muscular da mucosa ou submucosa.
T2: Tumor invade a muscular propria.

N1-3: Pode ser classificado em N1 (metastase em um ou dois linfonodos regionais),
N2 (metastase de em trés a seis linfonodos regionais), N3a (metastase em sete a 15
linfonodos regionais) ou N3b (metéstase em 16 ou mais linfonodos regionais).

MO: Auséncia de metastase a distancia.

T3: Tumor penetra no tecido conjuntivo da subserosa sem invasao do peritonio
visceral ou estruturas adjacentes.

T4a: Tumor invade a serosa (peritdnio visceral).
NO: Sem metastase de linfonodos regionais.
MO: Auséncia de metastase a distancia.

T3: Tumor penetra no tecido conjuntivo da subserosa sem invasao do peritonio
visceral ou estruturas adjacentes.

T4a: Tumor invade a serosa (peritdnio visceral).

N1-3: Pode ser classificado em N1 (metastase em um ou dois linfonodos regionais),
N2 (metastase de em trés a seis linfonodos regionais), N3a (metastase em sete a 15
linfonodos regionais) ou N3b (metastase em 16 ou mais linfonodos regionais).

MO: Auséncia de metastase a distancia.
T4b: Tumor invade estruturas/orgdos adjacentes

N1-3: Pode ser classificado em N1 (metastase em um ou dois linfonodos regionais),
N2 (metastase de em trés a seis linfonodos regionais), N3a (metastase em sete a 15
linfonodos regionais) ou N3b (metastase em 16 ou mais linfonodos regionais).

MO: Auséncia de metastase a distancia.
T1-4: Pode ser classificado em T1, T2, T3 ou T4.
N1-3: Pode ser classificado em N1, N2, N3a ou N3b.

M1: Metastase a distancia.

Fonte: Adaptado de TNM Classification of Malignant Tumours 8" edition.
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1.4 Tratamento do Cancer Gastrico

1.4.1 Estratégias cirurgicas

A escolha da abordagem terapéutica para o cancer de estdbmago varia a partir do
estadiamento pré-operatorio do tumor. A principal abordagem em casos de intengao curativa ¢
a ressecgdo cirargica, que pode ser uma resseccao endoscopica ou uma gastrectomia. A
resseccdo endoscopica ¢ um método minimamente invasivo que pode ser classificado em
ressec¢do endoscopica da mucosa (EMR) e dissec¢ao endoscopica da submucosa (ESD). Essa
abordagem pode ser considerado um tratamento definitivo em casos de pacientes com cancer
gastrico superficial, além de ndo haver metéstase nos linfonodos, ulceragdo e diferenciagdao
pobre do tecido. Devido ao diagnostico tardio da malignidade, muitos casos ja sdo
diagnosticados com espalhamento de lesdes e comprometimento dos linfonodos, o que diminui
a taxa de sucesso da resseccao endoscopica (CONITEC, 2018; MUKKAMALLA SKR et al.,
2024).

A gastrectomia tem como objetivo a ressec¢do local radical, sendo classificada em
gastrectomia distal, ressec¢do de dois tercos distais do estdmago e anastomose do estomago
proximal ao intestino delgado, ou em gastrectomia total, com anastomose do esofago ao
intestino delgado. Quando surge o comprometimento dos linfonodos, a linfadenectomia D2
(resseccdo de todos os linfonodos regionais) ¢ recomendada para complementar a estratégia

terapéutica de pacientes com tumor ressecavel (MUKKAMALLA SKR et al., 2024).

1.4.2 Quimioterapia

A quimioterapia ¢ uma estratégia que consiste na utilizacdo de medicamentos para o
tratamento de pacientes com cancer. Ela ¢ comumente utilizada em combinagdo com a
resseccdo cirargica, sendo conhecida como quimioterapia perioperatdria, e pode ser realizada
na fase pré-operatéria (neoadjuvante) ou na fase pds-operatoria (adjuvante). Diferentes regimes
de quimioterdpicos podem ser utilizados para o CG, a depender do estadiamento e
heterogeneidade do tumor. Por esse motivo, a depender da regido geografica, diferentes

abordagens sdo consideradas padrao ouro (SATO et al., 2023).

A quimioterapia neoadjuvante ¢ altamente recomendada para casos em que o tumor esta

localmente avangado, de modo a diminuir o tamanho do tumor primario, seu estagio e garantir
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uma melhor sobrevida para o paciente (MACHLOWSKA et al., 2020). Essa abordagem ¢
considerada padrio ouro no hemisfério ocidental e em partes da regido Asia-Pacifico (SMYTH
et al., 2020). Por exemplo, nos Estados Unidos da América (EUA), a quimioterapia
neoadjuvante ¢ a mais aceita como diretriz para pacientes de CG, sendo os principais
quimioterapicos utilizados a cisplatina e o 5-fluorouracil (5-FU). Na Europa, o regime padrao
¢ a combinacdo ECF perioperatdria (epirrubicina, cisplatina e 5-FU) (ARAI; NAKAJIMA,
2020). Em contrapartida, no Leste Asiatico, os principais regimes de tratamento sdo baseados

na quimioterapia adjuvante em diferentes combinagdes de S-1, capecitabina e docetaxel (ARAI;

NAKAIJIMA, 2020; JOSHI; BADGWELL, 2021).

1.4.3 Terapia alvo direcionada

Em virtude dos avangos nos estudos moleculares de tumores gastricos ¢ do aumento no
numero de casos de resisténcia a quimioterapia, a terapia alvo direcionada torna-se uma
abordagem promissora para uma melhor especificidade para o tratamento da neoplasia,
reduzindo efeitos adversos da terapia citotoxica convencional. O primeiro medicamento alvo
direcionado aprovado para CG foi o anticorpo monoclonal direcionado ao receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano (HER2), Trastuzumabe. Seu uso ¢ recomendado para
pacientes de CG avancado com superexpressao de HER2 e em combinac¢do com a quimioterapia.
Em um estudo clinico realizado em 2010, a adi¢dao de Trastuzumabe a quimioterapia melhorou

a sobrevida de pacientes em comparacao com a quimioterapia sozinha (BANG et al., 2010).

Atualmente, conjugagdes anticorpo-farmaco sdo alternativas promissoras de farmacos
mais especificos, devido seu mecanismo de agdo estar direcionado as células tumorais que
expressam esses determinados antigenos (Arai & Nakajima, 2020). Além disso, eles sdo
estudados como uma opcao de segunda linha, ou seja, um regime para pacientes que nao
responderam a terapia anterior (SKORZEWSKA; GECA; POLKOWSKI, 2023). A exemplo, o
Trastuzumabe-Deruxtecan, um conjugado anticorpo-farmaco de Trastuzumabe com um
inibidor da topoisomerase I aprovado pelo Departamento de Saude e Servigos Humanos dos
Estados Unidos (FDA). No entanto, estudos subsequentes, como Shitara e colaboradores (2020),
foi observado eventos adversos graves (EAS) (grau 3 ou superior) no grupo de tratamento com
Trastuzumabe Deruxtecan, sendo esses principalmente toxicidades hematologicas, doenga

pulmonar intersticial e pneumonite.
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O microambiente tumoral (TME) ¢ de grande importancia para o desenvolvimento de
um tumor, sendo composto por células estromais, fibroblastos, células endoteliais e células do
sistema imune inato ¢ adaptativo. Desse modo, a imunoterapia surge como uma alternativa de
estimulagdo do proprio sistema imunolédgico do paciente para o tratamento do cancer. Uma das
principais estratégias de imunoterapia € o uso de inibidores de checkpoint imunologico (ICI)
(LI et al.,2021; TRIANTAFILLIDIS; KONSTADOULAKIS; PAPALOIS, 2024). Em geral, os
ICI inibem a ativacdo excessiva da interagdo ligante-receptor de pontos de verificagdo,
mantendo as células do sistema imunolégico ativadas. Os principais exemplos de ICI sdao os
inibidores de PD-1/PD-L1 e CTLA-4. Atualmente, a imunoterapia ¢ utilizada em combinagao
com a quimioterapia, com o objetivo de intensificar a resposta terapéutica do paciente, visto €
uma abordagem que utiliza diferentes mecanismos de agdo (TRIANTAFILLIDIS;
KONSTADOULAKIS; PAPALOIS, 2024). Para o CG avancado, os principais anticorpos anti-
PD-1/PD-L1 aprovados como primeira linha de tratamento sdo pembrolizumabe, nivolumabe e

sintilimabe (NARITA; MURO, 2023).

Apesar das diferentes abordagens terapluticas apresentadas acima, a resisténcia
terapéutica adquirida tornou-se um dos maiores gargalos para o sucesso da terapia de neoplasias.
Os mecanismos de resisténcia surgem como uma resposta do organismo em reverter a agao de
medicamentos, diminuindo sua eficacia. Os principais mecanismos de resisténcia sao efluxo de
drogas, inativacdo de fArmacos, alteracdes no microambiente tumoral e escape do processo de
morte celular (SHI; GAO, 2016). A titulo de exemplo, Yu e colaboradores (2013) constataram
que o silenciamento do gene Bcl-2, uma familia de proteinas regulatorias do processo de
apoptose, aumentou a apoptose celular e diminuiu a resisténcia ao 5-FU em células de
adenocarcinoma géastrico, sugerindo que a expressio do gene pode afetar a

quimiossensibilidade ao farmaco.

Desse modo, a busca por novos alvos terapéuticos para CG torna-se cada vez mais
promissora, visto que com o avango dos estudos moleculares da neoplasia e a evolucdo
tecnologica das Omicas, pode-se desenvolver terapias alvos mais especificas e agentes
farmacologicos mais potentes, proporcionando menos efeitos adversos ao paciente e uma
melhor eficacia da resposta terapé€utica. Dentre os métodos existentes para a descoberta de

novos alvos terapéuticos, encontra-se o método de target fishing.

Target fishing ou identificac¢do de alvos ¢ um método para a predi¢ao de alvos biologicos,
a partir de ferramentas de bioinformatica, como algoritmos baseados em espectros de

bioatividade ou similaridade de estrutura quimica, ou de ensaios experimentais, como a triagem
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de bibliotecas de compostos quimicos e andlise de poténcia de ligacao ou viabilidade. (WANG;
XIE, 2014). Esse método, apesar de ser comumente empregado em estudos de triagem virtual,
a abordagem experimental ¢ incentivada principalmente por iniciativas de validacao de alvos
terapéuticos, a exemplo o Programa de Doagdao de Sondas Quimicas, um recurso publico e
gratuito de alta qualidade que visa a selecdo e validacdo de sondas quimicas de alvo pré-
determinado para a descoberta de novas estratégias terapéuticas (ANTOLIN et al., 2023). A
exemplo, Mesquita e colaboradores (2020) identificaram MAPK14 como um potencial
biomarcador e alvo terapéutico para o CG, através de uma triagem de alto rendimento de uma
biblioteca de 17 inibidores de quinases, no qual o inibidor de MAPK 14, SB-245392, resultou
em percentuais significativos de inibi¢do da proliferagdo celular e induziu o processo de

apoptose em células tumorais.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo a identificagdo de inibidores com
potencial terapéutico no CG, através de uma triagem de alto rendimento de um painel
constituido de inibidores com alvos especificos diversificados e definidos, de modo a selecionar
a molécula com maior potencial citotoxico e investigar seus efeitos antitumorais da molécula

escolhida em linhagens tumorais géstricas.

2 JUSTIFICATIVA

O cancer gastrico (CG) ¢ o quinto cancer com maior incidéncia no mundo, sendo
responsavel por mais de 600 mil mortes, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC). No Brasil, a estimativa para o triénio 2023-2025 ¢ de 21.480 casos de CG,
sendo as maiores taxas de incidéncia nas regides norte € nordeste do pais. O CG ¢ um cancer
multifatorial caracterizado por uma heterogeneidade morfo-molecular, sendo seus principais
fatores de risco, os fatores dietéticos, estilo de vida ndo-saudavel, infec¢oes por H. pylori e
Epstein—Barr, e fatores genéticos. A escolha da abordagem terapéutica depende do estadiamento
pré-operatério do tumor, no qual muitas vezes o tumor € diagnosticado em estagios avangados,
0 que pode diminuir a taxa de sucesso do tratamento, principalmente pelo surgimento
resisténcia quimioterapica. Devido ao CG ser de natureza heterogénea, a combinacdo de
terapias e a identificagdo de novos alvos moleculares tornam-se abordagens promissoras para

desenvolver terapias mais eficientes € com menos efeitos adversos aos pacientes.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar novos alvos moleculares como alternativa terapéutica para tratamento de

cancer gastrico.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar uma triagem in vitro em uma biblioteca de inibidores quimicos para a selecao
do inibidor mais relevante na inibicao do crescimento celular tumoral de células de
cancer gastrico;

Avaliar a citotoxicidade do inibidor selecionado em linhagens géstricas;

Avaliar a expressdo génica diferencial do alvo molecular do inibidor selecionado no
dataset transcriptdomico de cancer gastrico;

Avaliar o efeito do inibidor na expressdo génica do seu alvo em células tumorais
gastricas;

Analisar o efeito do inibidor na integridade de membrana celular, no perfil migratorio,
no ciclo celular e na ativagao de caspases 3 e 7 em linhagens géstricas;

Analisar o efeito do inibidor selecionado no perfil de expressao proteica em linhagens

gastricas;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Painel de inibidores moleculares

Um painel de 28 inibidores moleculares fora disponibilizado pelo programa Doagao de
Sondas Quimicas do Consorcio de Genomica Estrutural (SGC, do inglés Structural Genomics
Consortium) através da colaboragdo com a Dr* Susanne Miiller-Knapp da Universidade Goethe
de Frankfurt. Os inibidores foram enviados em solucdes estoques de 1mM e de 10mM, diluidos
DMSO e posteriormente diluidos para as concentracdes desejadas. As caracteristicas funcionais

das proteinas-alvo de cada inibidor quimico utilizado foram descritas na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas funcionais das proteinas alvo dos inibidores quimicos disponiveis
no painel de inibidores do Programa de Doagao de Sondas Quimicas do Consorcio de Gendmica
Estrutural.

Inibidores Proteina Alvo Func¢io da Proteina Alvo
A-485 EP300, CREBBP Histonas acetiltransferases
ABT-546 EDNRA Receptor de endotelina-1
ABT-724 DRD4 Receptor de dopamina
BAY-1797 P2RX4 Receptor purinérgico P2X 4
BAY-293 30S1 Fator de troca d’e nucleotideos em
proteinas Ras
BAY-474 MET Receptor de tirosina quinase
BAY-707 NUDTI1 Hidrolase de nucleosideos oxidados
BAY-7598 MMP12 Metaloproteinase de matriz 12
Receptor do hormonio liberador de
BAY-784 GNRHR
gonadotrofina
BAY-985 TBK1, IKBKE Serina/treonina quinase
BI-1935 EPHX2 Hidrolase de compostos epoxidos
BI-1950 ITGAL Subunidade alfa L de Integrina
BI-2545 ENPP2 Lisofosfolipase D
BI-4394 MMP13 Metaloproteinase de matriz 13
BI-639667 CCRI1 Receptor de quimiocina do motivo CC1
BI-653048 NR3C1 Receptor nuclear de glicocorticoides
BI-665915 ALOX5AP Proteina ativadora da 5-lipoxigenase
BI-99179 FASN Sintetase de acido graxo
BTZO-1 MIF Fator inib’it()rio de r.nigr.ac;éo de
macrofagos (Citocina)
Mli-2 LRKK?2 Serina/treonina quinase
MRK-560 PSEN] Subunidade catalitica do c-o.mplexo gama-
secretase (Presenilina 1)
MRL 650 CNRI1 Receptor de canabinoides enddgenos
MRL-SYKi SYK Tirosina quinase ndo receptora
PF-05105679 TRPMS Canal i6nico dependente de voltagem
R-9s ADRAI1D Receptor alfal de adrenérgicos
TP-008 ACVI1B, TGFBRI1 Receptor de treonina/serina quinases

TP-020
TP-024

MGAT2
GPR52

Transferase da n-glicosilagdo de proteinas
Receptor 52 acoplado a proteina G

Fonte: Elaborada pela autora (2025)
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4.2 Cultivo celular

Foram utilizadas trés linhagens celulares de adenocarcinoma géstrico estabelecidas pelo
grupo de pesquisa: as linhagens ACP-02, ACP-03 e AGP-01, sendo respectivamente derivadas
de tumor primario do tipo difuso, tumor primario do tipo intestinal e fluido ascitico gastrico do
tipo intestinal (LEAL et al., 2009). Foi utilizada também a linhagem gastrica ndo-neoplasica
MNP-01 (MESQUITA et al., 2018). As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM
(Meio Eagle - Modificado por Dulbecco), suplementado com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal)
e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina 5000U/5000pug/mL), sendo mantidas em estufa

de cultura com atmosfera de CO; a 5% e temperatura de 37°C.

Tabela 4 — Caracteristicas das linhagens celulares utilizadas no estudo.

Linhagem Classificacio Origem Referéncia
celular histologica

ACP-02 Difuso Adenocarcinoma géstrico (LEAL et al., 2009)
primario

ACP-03 Intestinal Adenocarcinoma géstrico (LEAL et al., 2009)
primario

AGP-01 Intestinal Fluido ascético de (LEAL et al., 2009)

adenocarcinoma gastrico
MNP-01 - Mucosa estomacal nao (MESQUITA et al., 2018)
neoplésica

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
4.3 Ensaio de Citotoxicidade pelo método de Alamar Blue

As linhagens neoplasicas ACP-02 e ACP-03 foram semeadas em uma placa de 384
pocos na concentracdo de 3x10* células/poco. Apds a aderéncia celular, as células foram
tratadas com 1 uM de cada um dos inibidores moleculares disponibilizados pelo SGC. DMSO
0.1% foi utilizado como controle negativo. Apds 72 horas, adicionou-se o reagente
alamarBlue™ HS Cell Viability Reagent da Invitrogen™ seguindo as recomendagdes do
fabricante. A leitura de fluorescéncia foi realizada no leitor de placas Beckman Coulter
Microplate Reader DTX 880 (Ex/Em: 560/590nm). Os dados foram analisados pela média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca
significativa entre os grupos, os dados foram comparados por 2way ANOVA seguido por pos-
teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o software GraphPad

Prism® (v.8.0).
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4.4 Analise de expressido génica diferencial (DGE) e sobrevida

Dados de expressao génica de RNA Sequencing (RNA-Seq) de 412 amostras de
adenocarcinoma gastrico e 36 amostras pareadas de mucosa gastrica ndo-neoplasica foram
extraidos do banco de dados do TCGA (STAD TCGA - GDC v.18.0) no XenaBrowser
(https://xenabrowser.net/datapages/). Os dados clinicos (n=375) foram baixados pelo Portal
cBio (https://www.cbioportal.org/datasets). As amostras que ndo havia dados clinicos pareados
foram excluidas da analise (n=37). A normalizagdo foi feita pelo método trimmed mean of M-
values (TMM) com a fung¢ao “normLibSizes” do pacote edgeR (v.3.40.2) (CHEN et al., 2024).
O pacote limma (v.3.54.2) (RITCHIE et al., 2015) do software R (v.4.2.3) foi utilizado para a
analise dos valores de contagem de RNA-Seq (GENTLEMAN et al., 2004; SMYTH, 2005).
Foi considerado para FDR o valor de corte < 0,05 e um |logFC| (log2 fold-change) > 0,5; como
observado em andlises semelhantes em Wang e colaboradores, (2017) e Liang e colaboradores,
(2020).

Nas andlises de expressao génica diferencial (DGE) dos subtipos de adenocarcinoma
gastrico foi realizado um reagrupamento dessas classificagdes a partir das suas principais
caracteristicas, a fim de otimizar a analise dos resultados. A correla¢do das classificagdes de
Lauren e da OMS foi realizada a partir da semelhanca de morfologia entre os subtipos
(YAKIREVICH; RESNICK, 2013). O grupo de amostras do subtipo intestinal para
classificagdo de Lauren foi composto pelas amostras classificadas no banco de dados como
“adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (do inglés, intestinal type stomach
adenocarcinoma)”, ‘“adenocarcinoma gastrico papilar (do inglés, papillary stomach
adenocarcinoma)”, ‘“adenocarcinoma gastrico tubular (do inglés, tubular stomach
adenocarcinoma)” e “adenocarcinoma gastrico mucinoso (do inglés, mucinous stomach
adenocarcinoma)”. O grupo de amostras do subtipo difuso para classificagdo de Lauren foi
composto por amostras classificadas como “adenocarcinoma géstrico tipo difuso (do inglés,
diffuse type stomach adenocarcinoma)” e “carcinoma gastrico de células em anel de sinete (do
inglés, signet ring cell carcinoma of the stomach)”. O grupo de amostras de tumores com baixa
adesdo na classificagdo da OMS foi composto por amostras classificadas como
“adenocarcinoma gastrico tipo difuso (do inglés, diffuse type stomach adenocarcinoma)” e
“carcinoma gastrico de células em anel de sinete (do inglés, signet ring cell carcinoma of the
stomach)”.

Para as analises da classificagdo TNM de tumores malignos, tumores classificados com

T1, Tla e T1b foram agrupados no grupo T1; T2, T2a e T2b no grupo T2 e T4, T4a e T4b no
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grupo T4 para classificagdo de tamanho do tumor e disseminag¢do. Na classificacdo de
dissemina¢do do tumor para os linfonodos regionais, os tumores classificados em N3, N3a e
N3b foram agrupados no grupo N3. Por fim, para o estadiamento do tumor, foram agrupados
os grupos “Stage III”, “Stage 1[4, “Stage 1IIB” e “Stage IIIC” no grupo “Stage III”; “Stage
I, “Stage 114" e “Stage IIB” no grupo “Stage II”’; “Stage I, “Stage 1A ¢ “Stage IB” em “Stage
I

A analise e elaboragdo de graficos de sobrevida, usando o método de Kaplan-Meier
(KM), foram realizadas a partir dos pacotes survival (v.3.5-8) e survminer (v.0.4.9) do software

R (v.4.2.3). Valores de p < 0,05 foram definidos como estatisticamente significativos.

4.5 Determinacao da Concentracao de Inibi¢cao (Clso) do inibidor BTZO-1

As linhagens neoplasicas ACP-02, ACP-03 e AGP-01 foram semeadas em uma placa de
384 pogos na concentragdo de 3x10? células/pogo. Apods a aderéncia celular, foi realizada uma
curva de concentragdo-resposta (0.1 uM - 10 uM) com o inibidor BTZO-1. DMSO 0.1% foi
utilizado como controle negativo. Ap6s 72 horas, utilizou-se o alamarBlue™ HS Cell Viability
Reagent da Invitrogen™ para a medicao da fluorescéncia. A concentragao de inibi¢do de 50%
do crescimento celular (Clso) do inibidor molecular foi estimada com o software GraphPad
Prism® (v.8.0) . Os ensaios foram realizados em triplicata independentes. Os resultados foram
normalizados e apresentados em regressdo ndo linear. Diferengas significativas foram

consideradas com intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).
4.6 Analise de expressdo génica por RT-qPCR

As linhagens neoplésicas AGP-01, ACP-02, ACP-03 e a linhagem nao-neoplasica MNP-
01 foram coletadas e seus RNA totais foram extraidos usando TRIzol® Reagent (Life
Technologies®, USA). A quantificagio de mRNA foi determinada usando NanoDrop®
(Thermo Scientific) e todas as amostras foram normalizadas para a concentracao de 20ng/ulL.
Em seguida, foi realizado a transcri¢cdo reversa usando o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcriptase® (Thermo Scientific, EUA) e a PCR quantitativa em tempo real (qQRT-PCR) foi
executada pelo kit SYBR® Green Master Mix (Life Technologies, EUA) no equipamento
QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems, USA). O nivel de expressdo relativa de MIF
(NM_002415.2) foi normalizado usando o gene RPLP(O (NM_001002.4) como um controle
endégeno e calculado usando o método 22A¢T (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). A linhagem
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celular MNP-01 foi utilizada com calibradora do experimento e para verificar a ocorréncia de
diferenca significativa entre os grupos, os dados foram comparados por 1way ANOVA seguido
por pos-teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando GraphPad

Prism® (v.8.0).

Tabela 5 — Sequéncias de oligonucleotideos usados na RT-qPCR.

GENE Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (5°-3’)
MIF GAACCGCTCCTACAGCAAG GGCGAAGGTGGAGTTGTT
RPLPO GCAATGTTGCCAGTGTCTG GCCTTGACCTTTTCAGCAA

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
4.7 Ensaio de Integridade da Membrana

As linhagens neoplasicas AGP-01 e ACP-03 foram semeadas na concentragdo de
2,5%10° células/pogo em placa de 96 pocos. Apos atingir uma monocamada celular, as células
foram tratadas com BTZO-1 (1 uM) e 5-FU (1 uM) para os pogos de controle positivo. Células
sem tratamento foram utilizadas como controle negativo do experimento. A metodologia do
experimento foi realizada a partir do trabalho de Pei e colaboradores (2020). Apds 72 horas de
tratamento, os pocos foram lavados com PBS 1x e adicionado 80 uL de uma solugdo de Hoechst
33342 (20 uM) (Thermo Scientific, EUA) (Ex/Em: 350/461 nm) e iodeto de propidio (PI)
(5pg/mL) (Thermo Scientific, EUA) (Ex/Em: 493/636 nm) em cada poco. A placa foi incubada
por 20 minutos no escuro, seguido por uma centrifugacdo a 500 RPM por 5 minutos. As imagens
e a intensidade de fluorescéncia foram mensuradas no leitor de placas Cytation™3 (BioTek®)
e o niimero de células positivas para PI foi quantificado com auxilio do programa ImageJ® (SA
et al., 2015). Os dados foram analisados pela média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os grupos, realizou-
se tratamentos por Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni, com

nivel de significancia de 95% (p<0,05) no software GraphPad Prism® (v.8.0).

4.8 Ensaio de Migrac¢ao Celular

As linhagens neoplésicas AGP-01 e ACP-03 foram semeadas em placa de 96 pogos na
concentragdo de 2x10* células/poco. Apos atingir uma monocamada celular, foi realizado um
risco no fundo do pogo com auxilio de uma ponteira de 10 pL estéril. Em seguida, os pogos
foram lavados com PBS 1x e adicionados meio DMEM e BTZO-1 (1 uM). O processo

migratdrio foi acompanhado e fotografado nos intervalos de 0, 6, 12, 18 e 24 horas. A anélise
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das imagens foi realizada com o programa ImageJ® (CAPPIELLO; CASCIARO; MANGONI,
2018; YUE et al., 2010). Os dados foram analisados pela média + desvio padrio de 3
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferencga significativa entre os
grupos, os dados foram comparados por 2way ANOVA seguido por pds-teste de Bonferroni,

com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o software GraphPad Prism® (v.8.0).

4.9 Analise de ciclo celular por citometria de fluxo

As linhagens neoplasicas AGP-01 e ACP-03 foram semeadas em placa de 96 pocos
(2,5x10° células/pogo) e apds atingir uma monocamada celular, células foram tratadas com
BTZO-1 (1 uM) e 5-FU (2 uM) para controle positivo. Células sem tratamento foram utilizadas
como controle negativo do experimento. Apds 72 horas, cada grupo de células foi lavado com
PBS 1x e centrifugado a 2000 RPM por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o pellet de células foi
ressuspendido em dlcool etanol 80% e incubado a -20°C por 30 minutos. Apds uma nova
centrifugacdo a 2500 RPM por 10 minutos a 4°C, foi adicionado iodeto de propidio (PI) Spg/mL
(Thermo Scientific, EUA) e incubado por 30 minutos a 4°C. Uma nova centrifugagdo foi
realizada e o pellet foi ressuspendido em PBS 1x. As analises foram realizadas no citdmetro de
fluxo Attune NxT (Thermo Scientific, EUA). A porcentagem de células em cada fase do ciclo
celular foi avaliada através da fluorescéncia do Iodeto de Propidio e extraidas utilizando o
software FlowJo® (v10.10.0). Os dados foram analisados pela média + desvio padrdo de 3
experimentos independentes. Utilizou-se tratamentos por Analise de Variancia (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) no software

GraphPad Prism® (v.8.0).

4.10 Ensaio de Ativacao de Caspase-3/7

As linhagens neoplédsicas AGP-01 e ACP-03 foram semeadas em placa de 96 pocos
(2,5x10° células/pogo) e apds atingir uma monocamada celular, células foram tratadas com
BTZO-1 (1 uM) e 5-FU (1 pM) para controle positivo. Células sem tratamento foram utilizadas
como controle negativo do experimento. Apds 72 horas, cada grupo de células foi lavado com
PBS 1x e centrifugado a 2000 RPM por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o pellet de células foi
ressuspendido em uma solug¢do contendo o reagente CellEvent™ Caspase-3/7 3uM (Thermo
Scientific, EUA) em 5% de SBF e PBS 1x, sendo posteriormente incubado a 37°C por 30
minutos. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo Attune NxT (Thermo Scientific,

EUA) e avaliadas pelo software FlowJo® (v10.10.0). A analise estatistica foi realizada por
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Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Bonferroni, com nivel de

significancia de 95% (p<0,05) no sofiware GraphPad Prism® (v.8.0).

4.11 Preparacao das amostras para analise proteéomica

Em uma placa de 6 pocos, a linhagem celular AGP-01 foi semeada por 24 horas a uma
concentragio de 5x10° células/pogo e posteriormente tratada com 1uM do inibidor BTZO-1.
Ap0s 48 horas de tratamento, as células foram coletadas e submetidas a 3 ciclos de lavagens
com tampao acetato de sodio SOmM em pH 5,2, e por fim, ressuspendidas e armazenadas em
-20°C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram sonicadas por 60 minutos e armazenadas
novamente em -20°C por 24 horas. Apos o término do intervalo, as amostras foram submetidas
a uma nova sonicagao, centrifugacdo e coleta do sobrenadante para a quantificagdo total de
proteinas no NanoDrop® (Thermo Scientific).

A digestdo das proteinas foi iniciada a partir da adi¢cdo do agente redutor ditiotreitol
(DTT) 10mM e incubadas no escuro por 60 minutos a 37°C em banho maria seco. Nas mesmas
condi¢des, foi adicionado iodoacetamida (IAA) 15mM por 30 minutos, seguido da digestao
proteica com tripsina 20ug/uL por 17 horas. Os peptideos digeridos foram dessalinizados em
um dispositivo de vacuo acoplado a uma coluna de extra¢do de fase solida (SPE) Cis e
concentrados no concentrador de vacuo SpeedVac. Por fim, os peptideos foram ressuspensos
em acido férmico (0,1%), quantificados usando o Qubit Protein Assay Kit™ (ThermoFisher) e
injetados em um cromatografo UHPLC (Thermo Scientific) com uma coluna capilar acoplada

ao espectrometro de massas Q Exactive Plus Orbitrap® (Thermo Scientific).

4.12 Extracao, digestdo, analise dos dados protedmicos e enriquecimento funcional de
ontologia genética (GO)

A andlise dos dados gerados pela espectrometria de massas foi realizada através do
protocolo de Carvalho e colaboradores (2015) para utilizagdo do software ParttenLab®.
Utilizou-se dados de referéncia de proteoma humano do banco de dados UniProt
(https://www.uniprot.org/). A digestdo com tripsina, a modificacdo fixa da carbamidometilagado
da cisteina e a modifica¢do variavel da oxidacao da metionina foram incluidas na analise. Foi
realizado a Peptide Spectrum Matching (PSM) e o Extracte lon Chromatogram (XIC), obtendo
uma tolerancia méaxima de 10 ppm. O SEPro2 foi escolhido para selecionar os resultados com
maior confianga, mantendo uma Taxa de Descoberta Falsa (FDR) de 1%. A analise foi baseada

no trabalho de (SOUZA et al., 2025).



38

Considerou-se para as proteinas encontradas em ambos os grupos um valor de corte
<0.05 e fold-change > 1,5 para aumento na regulagdo proteica, fold-change < 0,5 para
diminui¢do da regulagao proteica e fold-change entre 0.5 e 1.5 para proteinas que nao obtiveram
alteragoes significativas. Uma analise de enriquecimento funcional foi realizada considerando
o proteoma humano do banco de dados UniProt. As proteinas mais reguladas de cada grupo e
as proteinas em comum dos dois grupos foram determinadas e suas principais vias foram
caracterizadas quanto a sua funcdo molecular, processo bioldgico e localizagao subcelular
através do software R (v.4.2.3) no qual os resultados com valor de corte < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

4.13 Analise Estatistica

Em todas as analises, os resultados foram apresentados como média & desvio padrao de
experimentos independentes, utilizando o software GraphPad Prism® (v.8.0) para andlises
estatisticas dos ensaios experimentais, enquanto o sofiware R (v.4.2.3) foi empregado para
analise transcriptdmica e protedmica. Para andlise de significancia, foram utilizados a analise
de variancia (ANOVA) one-way e 2way, de acordo com o nimero de condi¢des avaliadas,

seguido pelo pos-teste de Bonferroni, considerando um nivel de significdncia de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 Triagem do painel de inibidores quimicos

A triagem dos inibidores quimicos foi realizada a partir da andlise de Alamar Blue,
estimando o percentual de inibi¢ao da biblioteca de inibidores avaliada. Todos os inibidores
foram testados nas linhagens neoplasicas gastricas de tumor priméario do subtipo difuso (ACP-
02) e de tumor primario do subtipo intestinal (ACP-03), a fim de investigar a diferenga de
resposta nos dois principais subtipos de adenocarcinoma gastrico.

Na linhagem ACP-02, os inibidores TP-024, BTZO-1, PF-05105679 e BI-1950 tiveram
os melhores percentuais de inibicdo do crescimento celular (Figura 4 — A), enquanto na
linhagem ACP-03 foram os inibidores A-485, BAY-985, ABT-724 ¢ BTZO-1 (Figura 4 — B). O
inibidor BTZO-1 se destaca como o Unico entre os inibidores que apresentaram os maiores
percentuais de inibi¢do do crescimento celular em ambas as linhagens géstricas. Por isso, foi
selecionado para as proximas andlises, visando avaliar seu potencial como uma nova estratégia
terapéutica para o cancer gastrico.

Figura 4 — Analise da inibi¢do do crescimento celular das linhagens celulares ACP-02 (subtipo
difuso) e ACP-03 (subtipo intestinal) ap6s o tratamento com 28 diferentes inibidores quimicos.
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Fonte: Dados da pesquisa. Representacdo grafica das linhagens celulares ACP-02 (A) e ACP-03 (B) tratadas com
28 inibidores ap6s 72 horas de exposi¢ao na concentragao 1 uM.
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5.2 Expressao Génica Diferencial (DGE) do gene MIF in silico

O alvo molecular do inibidor BTZO-1 ¢ a citocina MIF. Desse modo, prosseguiu-se com
a caracterizacao in silico da expressao génica diferencial de MIF no cancer gastrico a partir de
dados do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA, do inglés The Cancer Genome Atlas Program).
Para obter uma maior confiabilidade nos dados de expressdo génica diferencial (DGE), foram
utilizados os valores de FDR < 0,05 ¢ um |logFC| > 0,5 para a classificacdo de resultados
estatisticamente significativos (LIANG et al., 2020; WANG et al., 2017). Os resultados
mostraram que o gene MIF tem um aumento de expressdao estatisticamente significativo no
grupo de amostras de adenocarcinoma gastrico (AG) em relagdo ao grupo de amostras pareadas
de mucosa gastrica ndo-neoplasica, com |[logFC| = 0,5063 e FDR < 0,05 (Tabela 6).

Quando analisado a DGE nas classificagdes de subtipos de CG por histologia e pela
classificagdo da OMS (2010), apenas o subtipo intestinal e o subtipo mucinoso apresentaram
um aumento estatisticamente significativo de expressdo do gene MIF em comparacao com as

amostras pareadas ndo-neoplasicas (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparagdo da expressdo diferencial do gene MIF entre adenocarcinoma gastrico
e diferentes subtipos de cancer em relagdo ao grupo de amostras pareadas de mucosa gastrica
nao-neoplasica.

Grupos logFC FDR
Adenocarcinoma gastrico vs nao-neoplasica 0.5063 1,09E-02
Subtipo difuso vs ndo-neoplésica 0.2704 2,72E-01
Subtipo intestinal vs ndo-neoplasica 0.6241 4,38E-03
Subtipo Papilar vs ndo-neoplasica 0.5351 3,40E-01
Subtipo mal coeso de células em anel de sinete vs ndo-neoplasica 0.2704 2,72E-01
Subtipo mucinoso vs nio-neoplasica 0.6729 3,05E-02
Subtipo Tubular vs ndo-neoplésica 0.3839 8,34E-02

Fonte: Dados da pesquisa.
Os valores de logFC indicam o aumento ou redugdo da expressdo do gene MIF, enquanto os valores de FDR
indicam a significancia estatistica.

Na classificagdo TNM para tumores gastricos, os tumores classificados como estagio I,
IT e 1V, e as subclassificacdes T3, NO e M1 mostraram um aumento na expressao do gene MIF
em comparagdo ao grupo de amostras pareadas nao-neoplésicas (Tabela 7). Entretanto, ndo

houve diferenga estatisticamente significativa entre os estagios e entre suas subclassificagdes.
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Tabela 7 — Comparacdo da expressao diferencial do gene MIF entre o grupo de amostras
pareadas de mucosa gastrica ndo-neoplésica e as subcategorias da classificacdo TNM para
tumores gastricos.

Localidade e tamanho do tumor (T) LogFC FDR
T1 vs ndo-neoplasica 0.6324 5,05E-02
T2 vs ndo-neoplasica 0.4523 3,64E-02
T3 vs nao-neoplasica 0.5723 3,36E-03
T4 vs ndo-neoplasica 0.4112 7,11E-02
T1vs T2 0.1579 7,43E-01
T1vs T3 0.0276 9,56E-01
T1vs T4 0.1761 7,01E-01
T2 vs T3 -0.088 8,55E-01
T2 vs T4 0.0834 7,93E-01
T3 vs T4 0.1581 4,47E-01
Comprometimento dos linfonodos (N)
NO vs nao-neoplasica 0.5684 8,98E-03
N1 vs ndo-neoplasica 0.4944 3,94E-02
N2 vs ndo-neoplasica 0.4159 2,52E-02
N3 vs ndo-neoplasica 0.4674 3,57E-02
NO vs N1 0.0934 9,89E-01
NO vs N2 0.1780 8,28E-01
NO vs N3 0.1423 8,12E-01
N1 vs N2 0.0825 1,00E+01
N1 vs N3 0.0462 9,98E-01
N2 vs N3 -0.036 1,00E+01
Metastase a distancia (M)
MO vs ndo-neoplasica 0.4969 1,19E-02
M1 vs nao-neoplasica 0.7992 6,87E-03
MO vs M1 0.2666 1,00E+00
Estagio do tumor
Estagio 1 vs ndo-neoplasica 0.5273 4,10E-02
Estagio 2 vs ndo-neoplasica 0.5662 4,99E-03
Estagio 3 vs ndo-neoplasica 0.4548 2,53E-02
Estagio 4 vs ndo-neoplasica 0.5464 4,22E-02
Estagio 1 vs Estagio 2 -0.046 7,85E-01
Estagio 1 vs Estagio 3 0.0762 8,30E-01
Estagio 1 vs Estagio 4 -0.021 9,89E-01
Estagio 2 vs Estagio 3 0.1327 6,15E-01
Estagio 2 vs Estagio 4 0.0262 9,74E-01
Estagio 3 vs Estagio 4 -0.087 9,16E-01

Fonte: Dados da pesquisa.
Os valores de logFC indicam o aumento ou redugao da expressao do gene MIF, enquanto os valores de FDR
indicam a significéncia estatistica.
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5.3 Analise da sobrevida de pacientes com alta expressio do gene MIF

Em seguida, para verificar a relagdo da expressao do gene MIF com a sobrevida dos
pacientes com adenocarcinoma gastrico, foi realizada a andlise da taxa de sobrevida dos
pacientes com alta e baixa expressao de MIF com dados do TCGA. O aumento da expressao do
gene MIF impactou significativamente na sobrevida de pacientes diagnosticados com
adenocarcinoma gastrico (p = 0,019) (Figura 5 — A), mostrando que pacientes com alta
expressdo desse alvo tem menor expectativa de vida. Entretanto, por meio de andlises
individuais de pacientes portadores dos subtipos difuso e intestinal em grupos separados, nao
foi verificada uma correlacdo entre o aumento de expressao do gene e a sobrevida dos pacientes

(Figura 5 — B,C).

Figura 5 — Analise de sobrevida entre alta e baixa expressdo de MIF nos dados do TCGA.
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Fonte: Dados da pesquisa. Representagdo grafica da variacdo da sobrevida entre amostras com alta e baixa
expressao do gene MIF classificadas em adenocarcinoma gastrico (A), subtipo difuso (B) e subtipo intestinal (C).
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5.4 Determinacio da Clso do inibidor BTZO-1

Apoés a caracterizacdo de MIF no banco de dados TCGA, prosseguiu-se com a
caracterizagdo do MIF em linhagens gastricas tumorais. Devido aos resultados encontrados na
analise de bioinformatica, adicionou-se a linhagem neoplésica metastatica de subtipo intestinal,
AGP-01. Dessa forma, determinou-se a concentracao inibitéria média (Clso) do inibidor BTZO-
1 nas linhagens ACP-02, ACP-03 e AGP-01. O inibidor obteve uma maior poténcia inibitoria
na linhagem AGP-01 (metastatica subtipo intestinal) (1,1 pM), seguida pelas linhagens ACP-
02 (tumor primario subtipo difuso) (1,9 uM) e ACP-03 (tumor primario subtipo intestinal) (3,1
uM) (Tabela 8).

Tabela 8 — Determinacdo da Clso do inibidor BTZO-1 e do fdrmaco 5-FU nas linhagens
gastricas AGP-01, ACP-02 e ACP-03.

Linhagem Celular Clso ?(;[‘I Z9(5);/1)[”M] CIS(OCSI-EE‘VE;M]
Akl (0595 - 1285) 02140487
ACHe2 (1265 3a1) (0,103 042
ACHD (1515 - 6417) 0151 0.456)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela com os valores da concentragdo inibitoria média (CI50) e seu intervalo de confianga, do inibidor de MIF,
BTZO-1, e do farmaco 5-fluorouracil (5-FU) apos 72 horas de tratamento nas linhagens neoplasicas AGP-01,
ACP-02 e ACP-03.

5.5 Analise da expressao de mRNA do gene MIF nas linhagens celulares gastricas antes e
apos o tratamento com o inibidor BTZ0O-1

Por conseguinte, avaliou-se o perfil de expressao de mRNA do MIF nas linhagens ACP-
02, ACP-03, AGP-01 e na linhagem de mucosa gastrica ndo-neoplasica, MNP-01. Todas as
linhagens tumorais gastricas mostraram um aumento significativo na expressao do mRNA do
gene MIF em comparagdo a linhagem nao neoplasica (Figura 6 — A). A linhagem metastatica
de subtipo intestinal, AGP-01, foi a linhagem com maior aumento na expressao génica do MIF
(p<0,001), seguida respectivamente pela ACP-02 (p<0,05) e ACP-03 (p<0,01).

A partir desses resultados, nota-se os resultados de expressao génica obtidos no TCGA
e os resultados nas linhagens gastricas foram semelhantes, demonstrando que o estdgio de
metastase tumoral esta relacionado com uma maior expressao génica de MIF. Vale ressaltar que
a linhagem AGP-01, representativa de adenocarcinomas gastricos metastaticos do subtipo

intestinal, além de ter uma maior expressao de mRNA de MIF, mostrou-se também uma maior
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sensibilidade ao inibidor BTZO-1. Sua sensibilidade foi quase trés vezes maior do que a
observada na linhagem origindria de tumor primario de mesmo subtipo (ACP-03). Dessa forma,
apos verificar a relevancia do processo metastatico nos dados in silico e in vitro aumento da
expressao de MIF no CG, as linhagens AGP-01 e ACP-03 foram selecionadas para as proximas
etapas do projeto, com o objetivo de compreender as particularidades celulares e moleculares
do inibidor, assim como do alvo molecular entre esses dois diferentes estidgios de

desenvolvimento do cancer gastrico.

Por conseguinte, avaliou-se resposta das linhagens AGP-01 ¢ ACP-03, a nivel génico,
apos 24 horas de tratamento com o inibidor BTZO-1. As duas linhagens apresentaram uma
reducdo significativa na expressdao do MIF (p < 0,01). Vale destacar que, embora a linhagem
ACP-03 tenha exibido menor expressdo basal de MIF' e maior resisténcia ao inibidor, o nivel
de redugdo da expressdo génica foi semelhante ao observado na linhagem AGP-01 (Figura 6 —
B).

Figura 6 — Expressdo de mRNA do gene MIF antes e apos o tratamento com o inibidor
BTZO-1 nas linhagens gastricas utilizadas no estudo.

A

g
‘J ke
a
% a 0
2 21 b e
E -
= —_
4
4% 14
w0
wn
&
a
Ee
w g T T T T
B MNP-01 ACP-03 ACP-02 AGP-01
AGP-01 ACP-03
g 151 s 15
o -
£ . ®
2 10 3 I
= S 1.01
-} =
= N = »
= [
S 0.5 ] s I
2 7 @ 0.59
E o
g 5
0.0 T N W oo T T
- +
BTZO-1 p—

Fonte: Dados da pesquisa. (A) Representagao grafica da expressao de mRNA de M/F nas linhagens gastricas ACP-
02, ACP-03, AGP-01 e MNP-01. As barras representam a média + desvio padrdo da média da triplicata. * p<0,05,
** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparadas a linhagem gastrica nao-neoplasica MNP-01. a,b representam p<0,05
e p<0,01, respectivamente, quando comparadas a linhagem AGP-01. (B) Representacdo grafica da expressdo de
mRNA de MIF nas linhagens AGP-01 e ACP-03 ap6s o tratamento (+) de 24 horas com o inibidor BTZO-1 em
relagdo ao grupo controle (-). As barras representam a média + desvio padrdo da média da triplicata. * p<0,05
quando comparadas com CN. A comparagdo de ambos os graficos foi realizada por 1way ANOVA seguida por
teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05).



45

5.5 Avaliac¢io da integridade da membrana celular

Para andlise e quantificagao de células com dano na integridade da membrana celular
apos o tratamento com BTZO-1, foi utilizada a marcagdo com o fluoréforo ndo permeavel em
células vidveis, iodeto de propidio (IP), e o marcador de DNA, HOECHST-33342. Como
controle positivo, utilizou-se o farmaco 5-FU.

A linhagem AGP-01 apresentou um aumento significativo na detec¢ao da fluorescéncia
do IP (p<0,05) e na quantificagdo de células marcadas com IP (p<0,001) apds o tratamento com
BTZO-1, sendo esse aumento no percentual de células com dano na membrana celular
semelhante ao observado no grupo de tratamento com o farmaco 5-FU (Figura 7). Por outro
lado, na linhagem ACP-03, ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas

entre o grupo tratado com BTZO-1 e o grupo controle (Figura 8).
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Figura 7 — Analise do efeito do inibidor BTZO-1 na integridade da membrana das células
AGP-01.

A CN BTZO-1 [1 uM] 5-FU [1 pM]

(80
0

150 ’ . 50+ k . {
R s
«aQ
3y ~ 40 [
,§§ sy §.:°_
) ) —_
e 3 100 o T
c s v'a 30+
30 B0
=q ex
a
33 2o
S 8 w O 20
T & © O
g5 oo 58
% 9 33
$o 02 104
29
£
CN BTZO-1[1uM] 5-FU [1 uM) CN BTZO-1[1uM] 5-FU [1 M)

Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Imagem de marcagdo com HOECHST 33342 (azul), iodeto de propidio (vermelho) e dupla-marcagdo em
células de AGP-01 sem tratamento (CN), tratadas com 1uM de BTZO-1 e com 1uM de 5-fluorouracil (5-FU) apos
72 horas de tratamento. (B) Representacdo grafica da intensidade de fluorescéncia do iodeto de propidio e (C)
representacdo grafica da quantificagdo de células marcadas com iodeto de propidio.* p < 0,05, ** p < 0,01 e ***
p < 0,001 quando comparado com o controle negativo. As andlises foram realizadas por 1way ANOVA seguida
por teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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Figura 8 — Analise do efeito do inibidor BTZO-1 na integridade da membrana das células
ACP-03.
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Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Imagem de marcagdo com HOECHST 33342 (azul), iodeto de propidio (vermelho) e dupla-marcagdo em
células de ACP-03 sem tratamento (CN), tratadas com 1pM de BTZO-1 e com 1uM de 5-fluorouracil (5-FU) apds
72 horas de tratamento. (B) Representacdo grafica da intensidade de fluorescéncia do iodeto de propidio e (C)
representagdo grafica da quantificagdo de células marcadas com iodeto de propidio. ** p <0,01 e **** p <0,0001
quando comparado com o controle negativo. As analises foram realizadas por 1way ANOVA seguida por teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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5.6 Ensaio de Migrac¢iao Celular

A fim de verificar possiveis alteragdes no perfil migratério das linhagens AGP-01 e
ACP-03 apds o tratamento com o inibidor BTZO-1, analisou-se a migragao celular em cinco
diferentes tempos: 0, 6, 12, 18 e 24 horas. A partir de 6 horas de tratamento, a linhagem
metastatica AGP-01 apresentou uma reducao estatisticamente significativa em seu perfil
migratério em comparagdo ao grupo controle, efeito que se manteve até o ultimo tempo
analisado - 24 horas. Por outro lado, embora a linhagem ACP-03 tenha exibido uma redu¢do na

migragdo em relacdo ao controle, essa diferenga ndo atingiu significancia estatistica (Figura 9).
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Figura 9 — Inibi¢do da citocina MIF influencia o perfil migratério das linhagens neoplasicas gastricas
AGP-01 e ACP-03.
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Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Imagens nos tempos 0, 6, 12, 18 e 24 horas ap6s exposi¢ao ao inibidor BTZO-1 mostrando o processo de
migragdo celular caracterizado pelo fechamento da area “arranhada” nas linhagens AGP-01 ¢ ACP-03. (B)
Representagdo grafica da migragdo celular nas linhagens AGP-01 e ACP-03. O comprimento do arranh@o nos
diferentes tempos foi estimado através programa Image]®. As barras representam a média + desvio padrao da
média de 3 experimentos independentes. *p<0,05 e ****p<0,0001 quando comparado com o respectivo tempo no
controle negativo. As analises foram realizadas por 2way ANOVA seguida de teste de Bonferroni, com nivel de
significancia de 95% (p<0,05).
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5.7 Avaliacao de alteracdes no ciclo celular

Para avaliar os efeitos do inibidor BTZO-1 na progressao do ciclo celular, realizou-se
uma analise por citometria de fluxo nas linhagens AGP-01 e ACP-03 apds 72 horas de
tratamento. Na linhagem AGP-01, o tratamento com o inibidor resultou em um actimulo de
células diploides, ou seja, nas fases G2/M do ciclo celular (p<0,01) (Figura 10 - A). Em relagao
a linhagem ACP-03, o inibidor nao apresentou alteracdes significativas no ciclo celular (Figura

10 - B).

Figura 10 — Anadlise do ciclo celular das células neoplasicas AGP-01 e ACP-03 apds o
tratamento com o inibidor BTZO-1 e o farmaco 5-FU.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Representagdo grafica e histograma da distribuicdo de células das linhagens AGP-01 (A) e ACP-03 (B) nas fases
do ciclo celular apds o tratamento com 1pM de BTZO-1, 1uM de 5-fluorouracil (5-FU) e sem tratamento (grupo
controle - CN). * p<0,05, ** p<0,01 e **** p<0,0001 quando comparadas ao grupo controle. As analises foram
realizadas por 2way ANOVA seguida de teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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5.8 Avaliaciao da ativacdo das Caspases 3 e 7

Para avaliar a indugdo de apoptose em células tratadas com BTZO-1, realizou-se uma
analise de citometria de fluxo nas linhagens AGP-01 e ACP-03 para a determinagdo do nivel de
ativacdo das caspases 3 e 7, proteases essenciais na via apoptdtica em resposta a sinais de morte
celular. Como controle positivo, foi utilizado o farmaco 5-FU. O tratamento com 5-FU induziu
um aumento significativo na ativacao das enzimas, enquanto a inibi¢ao de MIF nao apresentou
efeito significativo (Figura 11), o que sugere que outra via de morte celular pode estar sendo
ativada com a inibi¢ao de MIF.

Figura 11 — Ativagdo de Caspase-3/7 em células AGP-01 e ACP-03 apos tratamento com
BTZO-1.

AGP-01
100+ 00 < EL1-A- IBTZD-" BL1-A+
r
= f
ﬁi B0= L] c | | CN
+ [T
S g™ || 5FU
60— = '
% g II
3 : |
" 40+ ﬁ 100 |
K} —
=z .' T —
g8 A
. N,
U-—*—* T o u“"l l'"""‘ :'“""I 3'"""1 ‘; T ::1 "rvn
CN BTZO-1[1 pM] 5-FU [1 uM] o e e e
BL1-ABL1-A
ACP-03
100 = NO_BL‘I-A- BL1-A+
BTZ0-1
= 3 A
i_g' . 5 - '-‘Ill CN
__f"-‘ - % I|I
2 60~ E 150 = I'.
7] 2 [ )
< I [ |
b 40 S w0 |
: ST
E! [
-2 20 50 = | |
o ’\5.Fu
— . Zd
0= y ! OI‘II‘EI‘QI"lI'ﬁIB
CN BTZO-1[1 uM] 5-FU [1 pM] weoowowt et w0

BLi-ABL1-A

Fonte: Dados da pesquisa.

Representacdo grafica da porcentagem de células positivas para caspase-3/7 ativada (CASP 3/7+) nas linhagens
de cancer gastrico AGP-01 (A) e ACP-03 (B) ap6s tratamento com 5-FU ou BTZO-1. **** p < 0,0001 quando
comparado com o controle negativo (CN). As andlises foram realizadas por 1way ANOVA seguida de teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). Os histogramas de citometria de fluxo mostram a
fluorescéncia associada a ativacdo da caspase-3/7, indicando apoptose celular.
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5.9 Analise do perfil proteémico

As proteinas sdo importantes elementos reguladores dos processos biologicos que, em
resposta ao estresse, podem ter sua expressao afetada. Uma analise protedmica pode refletir
essas alteragdes e predizer resultados importantes sobre a resposta celular a uma condi¢ao
especifica. Desse modo, realizou-se uma espectrometria de massas de alto rendimento das
c¢lulas metastaticas AGP-01 com e sem tratamento com BTZO-1.

Foram identificadas 626 proteinas, sendo 350 no grupo controle, composto de células
de AGP-01 sem tratamento, e 276 proteinas no grupo de células AGP-01 tratadas com BTZO-
1 (Figura 12 — A). 98 proteinas foram identificadas como exclusivas do grupo controle e 24
proteinas no grupo tratado. Um total de 252 proteinas foi identificado em ambos os grupos e
classificado com base no aumento ou na diminui¢do de sua expressao.

Na analise das proteinas com expressao reduzida apoés o tratamento com BTZO-1, os
principais componentes celulares afetados estdo relacionados a migragdo e diferencial celular,
incluindo adesdo focal e jungdo célula-substrato, além do empacotamento do DNA. Em relagao
aos processos bioldgicos impactados pelo tratamento, os principais foram o processo
metabolico de regulacdo do mRNA, splicing do RNA e sua regulagdo, ¢ o dobramento de
proteinas. A avaliacdo da funcdo molecular dessas proteinas revelou que elas atuam como
constituintes estruturais da cromatina, chaperonas envolvidas no dobramento de proteinas e

proteinas com funcdo de ligagdo a proteina desdobrada (Figura 12 — B).
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Figura 12 — Perfil protedmico de células AGP-01 tratadas com BTZO-1.
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Fonte: Dados da pesquisa.

(A) Representagdo em diagrama de Venn mostrando as proteinas em comum e exclusivas do grupo controle e do
grupo tratado com BTZO-1. (B) Analise de enriquecimento funcional de proteinas com expressdo reduzida entre
o grupo controle e o grupo tratado, enfatizando o processo bioldgico, o componente celular e a fungdo molecular.
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6 DISCUSSAO

Apoés a avaliagdo do potencial citotoxico de uma biblioteca de 28 inibidores em
linhagens tumorais gastricas, identificou-se o fator inibitério da migragcdo de macréfagos (MIF)
como um promissor alvo terapéutico para o cancer gastrico, além de constatar a potencialidade
do inibidor especifico de MIF, BTZO-1, na inibi¢ao celular de células derivadas dos dois
principais subtipos de cancer gastrico: subtipos difuso e intestinal. O MIF ¢ uma molécula
multifuncional que exerce atividade em diferentes vias de sinalizagdo celular. Ele esta
localizado em compartimentos extracelulares e intracelulares, atuando de forma autdcrina e
paréacrina por meio de quatro diferentes receptores: CD74/CD44, CXCR2, CXCR4 e CXCR?7.
Conhecido como um importante mediador pré-inflamatorio, sua presenca estimula a expressao
de TNF-a, IL-1 e IL-6, além de estimular células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs)
e os macrofagos associados a tumores (TAMs), permitindo que as células tumorais escapem da
imunidade antitumoral (NOE; MITCHELL, 2020; SUMAIYA et al., 2022).

O inibidor quimico BTZO-1 ¢ uma molécula pequena especifica para MIF que possui
240,28 g/mol de peso molecular, desenvolvida pela companhia farmacéutica Takeda e doada
para o Programa de Doagdo de Sondas Quimicas do Consércio de Gendmica Estrutural. A
principio, a molécula BTZO-1 foi descrita como um importante agente protetor de
cardiomidcitos, devido a sua atividade ativadora da expressdo de elementos de resposta
oxidante (ARE) e a supressdo da apoptose induzida por estresse oxidativo em cardiomiocitos
(KIMURA et al., 2010). No entanto, devido a ampla diversidade de atividades biologicas do
MIF, alvo do inibidor BTZO-1, e seu papel regulador em diversas vias de sinalizacdo celular,
como a MAPK/PI3K/Akt, seu estudo tornou-se fundamental para compreender sua influéncia
na promogao do desenvolvimento tumoral (NOBRE et al., 2017).

Observou-se que a expressao de MIF ¢ alterada em diversos tipos de neoplasias,
incluindo neuroblastoma. (GARCIA-GERIQUE et al., 2022), carcinoma de células escamosas
do esdfago (REN et al., 2005), carcinoma de células escamosas cervical (CHENG et al., 2011),
hepatocarcinoma (REN et al., 2003), cancer de pulmao de células nao pequenas (WHITE et al.,
2003), cancer pancreatico (TAN et al., 2014), cancer de mama (BANDO et al., 2002; XU et al.,
2008), cancer no ovario (KROCKENBERGER et al., 2012) e cancer géstrico, com destaque
para a avalia¢do dos niveis de expressdo do MIF no soro sanguineo de pacientes com cancer
gastrico (HE et al., 2006; SHIMWELL et al., 2012; ZHENG, 2012). Adicionalmente, tém sido

investigado o aumento na expressao génica do MIF no cancer gastrico e sua relagdo com
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polimorfismos na regido promotora do gene, os quais podem estar associados a progressao da
inflamacao da mucosa gastrica (ARISAWA et al., 2008).

A correlagao da expressao de MIF com a progressao do tumor ainda ¢ controvérsia. No
entanto, o estudo desenvolvido indicou que o aumento da expressao génica de MIF foi
identificado no processo de metastase tumoral, em dados in silico e in vitro, principalmente no
subtipo intestinal. Outros trabalhos, como He e colaboradores (2015), demonstraram que o
aumento da expressao génica e proteica de MIF foi associado a estdgios avancados do tumor,
metastase nos linfonodos regionais e pouca diferenciacao. No cancer de mama, o aumento da
expressao de MIF foi associado com o subtipo HER-2 positivo (CHOI; JUNG; KOO, 2012).
As variagdes observadas nos estudos mencionados acima podem estar relacionadas a diferentes
metodologias, incluindo o tipo de anélise realizada (génica ou proteica) e a origem do material
bioldgico (soro sanguineo ou célula gastrica). Vale ressaltar que além das variagdes
metodologicas, existe variabilidade nas caracteristicas clinicas, moleculares e morfologicas de
tumores de pacientes com localizagdo geografica diferente. Esse fendmeno acontece devido as
diferengas étnicas e genéticas que influenciam na epidemiologia e na variagcdo dos fatores de
risco para cancer gastrico entre diferentes reas geograficas (LOPEZ et al., 2023).

Diversos inibidores de MIF ja foram investigados em modelos in vitro de diferentes
tipos de cancer. O inibidor ISO-1, por exemplo, foi testado em células tumorais de carcinoma
pancreatico em concentragdes de 400 e 800uM do inibidor (CHENG et al., 2020). O CPSI-
1306 foi avaliado em células de cancer de mama triplo negativo (TNBC), com concentragdes
de 0,5 e 2uM (CHARAN et al.,, 2020), enquanto o 4-IPP foi testado em células de
osteossarcoma em concentracdes entre 5 e 40uM (ZHENG et al., 2022). No presente estudo, a
maior concentragdo inibitoria média (Clso) apresentada pelo inibidor BTZO-1 foi de 3,1uM,
sendo essa concentragdo menor do que as observadas para outros inibidores de MIF nos estudos
anteriores, mostrando que o inibidor BTZO-1 apresenta um melhor desempenho na inibig¢do de
MIF em células tumorais, necessitando de uma menor concentragdo para garantir uma atividade
inibitoria satisfatoria. Entretanto, sabe-se que a diferenca nos tipos de neoplasia pode
influenciar na resposta aos inibidores, sendo assim, necessarios estudos com o inibidor BTZO-
1 em outras linhagens tumorais para confirmar seu desempenho em relagdo ao demais
inibidores.

Nesse estudo, os dados obtidos sugerem que o MIF desempenha um papel fundamental
no crescimento tumoral e na metéstase, a partir do estudo da resposta das linhagens tumorais
gastricas de tumor primdrio e metastatico ao inibidor BTZO-1. A linhagem AGP-01, originaria

de células de tumor géstrico metastatico de subtipo intestinal, apresentou maior expressao
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génica do MIF em comparagdo as linhagens origindrias de tumor primario e de células da
mucosa gastrica ndo neoplasica. Além disso, a AGP-01 demonstrou uma resposta inibitoria
aproximadamente trés vezes maior ao BTZO-1 do que a linhagem derivada de tumor primario
de mesmo subtipo (ACP-03). Durante o processo de desenvolvimento tumoral, diversas vias
sofrem alteragdes, a exemplo das vias de crescimento e proliferacdo celular, vias de
sobrevivéncia e resisténcia a apoptose, vias relacionadas a angiogénese e metdstase e vias
relacionadas ao microambiente tumoral (FEITELSON et al., 2015). Estudos apontam que o
aumento da expressao de MIF, uma caracteristica observada na linhagem metastatica AGP-01,
esta correlacionado também ao aumento do fator induzivel por hipéxia 1 (HIF-1), a redugdo na
expressao de E-caderina e o aumento na expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs),
fatores esses que favorecem a disseminacdo tumoral pela corrente sanguinea e sua invasdo em
outros Orgdos, ou seja, favorecem o processo de desenvolvimento metastitico (BABU;
CHETAL; KUMAR, 2012).

No presente estudo, a inibicdo de MIF pelo inibidor BTZO-1 resultou em um
comprometimento da integridade da membrana celular e a inibi¢do da migragdo celular de
células neoplasicas, sendo estatisticamente significativa na linhagem metastatica AGP-01.
Estudos relatam que a ligagdo do MIF ao seu receptor CD74 leva a ativagdo da via
PI3K/AKT/mTOR, uma das principais vias de sinaliza¢do intracelular. Essa ativagcdo ocorre
apos o receptor CD74 formar um complexo com o CD44 e fosforilar PI3K e AKT. Além disso,
o eixo MIF/CD74 também ativa o fator nuclear kappa B (NF-kB), um fator de transcrigao
crucial para a inflamagao, sobrevivéncia celular e progressao tumoral (JANKAUSKAS et al.,
2019). Zheng e colaboradores (2022) identificaram uma inibi¢ado direta da via PI3K/AKT/NF-
kB apos o tratamento de osteossarcomas com o inibidor de MIF, 4-1PP. Essa regulagdo ¢ feita a
nivel transcricional e a ativagdo de NF-kB via MIF esta relacionada a ativagdo de genes
antiapoptoticos, como Bcl-2 e Bcl-xL, e na indugdo da migragdo pelo aumento da expressao de
metaloproteinases da matriz (MMPs). Em Wang e colaboradores (2019), o silenciamento de
MIF reduziu a proliferagdo e migracao celular, assim como a diminuicao da expressao das
metaloproteinases MMP2 e MMP9Y, proteinas relacionadas com a migragdo e invasao celular,
indicando, assim, que MMP2 e MMP9 sdo alvos a jusante de MIF. Desse modo, o
comprometimento da integridade da membrana celular e a diminuigao significativa da migra¢ao
celular ap6s a inibicao de MIF pelo BTZO-1 pode estar relacionada a uma complexa cascata de
sinaliza¢do intracelular e andlises detalhadas precisam ser feitas para a confirmagao das vias

envolvidas.
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Ademais, o presente trabalho mostrou que a inibi¢do de MIF interrompeu a progressao
do ciclo celular, gerando um acumulo de células na fase G2/M. Um resultado semelhante foi
encontrado por Kindt e colaboradores (2013) apds a inibi¢ao de MIF com a molécula 4-IPP em
células de carcinomas de células escamosas de cabeca e pescogo. Esse acumulo de células na
fase G2/M pode estar relacionado ao envolvimento de MIF com proteinas reguladoras do ciclo
celular. Sabe-se que uma interagdo crucial do MIF na progressdo do ciclo celular ocorre por
meio de sua ligacdo fisica a proteina JAB1, conhecida também como subunidade 5 do
sinalossomo COP9 (CSN5). JAB1 ¢ uma proteina responsavel pela regulacdo do processo de
desneddilagdo das proteinas Cullin do complexo SCF. Com a inibi¢do da atividade da JABI
pela ligagdo com MIF, a regulacdo do ciclo celular pelo complexo SCF ¢ comprometida,
permitindo que ele permaneca ativo e promova uma proliferagdo celular descontrolada (BABU;
CHETAL; KUMAR, 2012; KLEEMANN et al., 2000). Devido a ativagdao continua do
complexo SCF, algumas proteinas reguladoras do ciclo celular sdo degradadas, como o inibidor
de quinase dependente de ciclina (CKI) p27Kipl, permitindo que o complexo ciclina A/CDK2
permanega ativo, e assim levando a um acumulo de células na fase G2/M (JANKAUSKAS et
al., 2019). A interagdo de MIF com a proteina p53 também possui um impacto significativo na
regulacdo do ciclo celular. Estudos ja demonstraram que o MIF estabiliza a ligacdo entre a p53
e seu inibidor, Mdm?2, bloqueando a fosforilagdo da p53 e, consequentemente, impedindo que
a p53 desempenhe sua fung¢do no controle do ciclo celular (NOBRE et al., 2017).

Diversos trabalhos relataram a rela¢do da inibicdo de MIF com o processo de apoptose.
Em linhagens de células de cancer de mama triplo negativo (TNBC), CHARAN et al., (2020)
identificaram resultados semelhantes aos achados neste trabalho, porém utilizando o inibidor
CPSI-1306. Em seu trabalho, ap6s a inibicdo de MIF, ocorreu a inducdo do processo de
apoptose por meio da via mitocondrial, alterando o potencial de membrana mitocondrial,
aumentando a expressdo de proteinas pro-apoptoticas e diminuindo a expressdo de proteinas
anti-apoptoticas. Entretanto, no presente estudo, nao foi observada ativacao das Caspases 3 € 7,
enzimas efetoras da via apoptotica, apds o tratamento com BTZO-1, mesmo havendo inibi¢ao
da proliferacio celular e comprometimento da integridade da membrana celular. E possivel que
outro mecanismo de morte celular esteja sendo ativado apds a inibi¢cao de MIF. Sugere-se entao
a autofagia, um mecanismo de morte celular conectado a apoptose que pode antecedé-la,
aumentar ou inibir sua ocorréncia. Um estudo com linhagens celulares de cancer de mama
demonstrou que o receptor de esteroides 3 (SRC-3), um importante fator oncogénico, regula a
expressdao de MIF, e a supressdo de MIF via SRC-3 aumentou a morte celular autofagica (EL

BOUNKARI; BERNHAGEN, 2012; WU et al., 2012). Além disso, os receptores de MIF, CD74
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e CXCR4, ja foram associados a autofagia. Dessa forma, sdo necessarias novas investigagoes
para avaliar a ativa¢do da morte celular por autofagia em células neoplésicas gastricas tratadas
com BTZO-1, bem como a possivel relacdo desses receptores com a via autofagica.

A analise protedmica também revelou que, apos o tratamento com BTZO-1, houve uma
redugdo na expressao de proteinas envolvidas no dobramento de proteinas, especialmente nas
subunidades que compdem a chaperona HSP90. As chaperonas de choque térmico (HSPs)
desempenham um papel essencial na regulacdo do processo de dobramento de complexos
multiméricos, sendo a HSP90 responsavel pela maturagdo de proteinas envolvidas na
sinalizacdo celular, incluindo fatores oncogénicos. A relacdo da HSP90 e MIF ja fora descrita
por Schulz e colaboradores (2012), que identificaram a HSP90 como uma proteina
estabilizadora de MIF em cancer de mama, demonstrando que a inibicdo de HSP90 reduz a
expressdo de MIF e bloqueia a progressdo tumoral. Estudos posteriores de Klemke e
colaboradores (2021) em cancer colorretal mostraram que, apos a estabilizagdo de MIF pela
HSP90, essa interacdo favorece a infiltracdo de macrofagos associados ao tumor (TAMs), além
de promover a angiogénese ¢ a proliferacdo das células tumorais. Além disso, a HSP90 também
jé& foi associada com o processo de autofagia em células tumorais, fortalecendo a hipotese
levantada anteriormente da ativacdo da via autofagica apds o tratamento com o inibidor BTZO-
1 (CHANG et al., 2023; MORI et al., 2014).

Outros processos biologicos que tiveram redugdo na expressao das suas proteinas foram
o splicing do RNA e sua regulacgdo, e o processo metabolico de regulagdo do mRNA. Como
mencionado anteriormente, MIF pode ativar vias importantes para a regulagcdo génica, como as
vias NF-kB, MAPK/ERK e PI3K/AKT. Com a inibicdo de MIF, essas vias podem alterar a
transcricao de genes relacionados a inflamacao e sobrevivéncia celular (JANKAUSKAS et al.,
2019). Além disso, MIF pode afetar diretamente histonas ou proteinas associadas a cromatina,
pois MIF também pode estar localizado no ntcleo devido a sua atividade nucleésica. A atividade
exonuclease 3’ de MIF foi primeiramente relatado em lesdo cerebral isquémica (WANG et al.,
2016). Posteriormente, relatou-se que a atividade nuclease de MIF esta associada com a enzima
poli ADP-ribose polimerase (PARP1) que estd relacionada ao processo de reparo do DNA
(WANG et al., 2021). Foi observado que o MIF enddgeno ¢ recrutado para o nicleo no
momento da fase de replicagdo do DNA, através de sua relagdo com PARPI. Essa atividade
nucledsica pode modificar a configuragdo da cromatina ou do seu complexo regulador,
impactando processos biologicos fundamentais, como o splicing e a regulacdo do processo

metabolico do mRNA.
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7 CONCLUSAO

Na triagem do painel de inibidores especificos, o inibidor BTZO-1 se destacou pelo seu
potencial terapéutico no CG, demonstrando alta efic4cia na inibi¢do da proliferacdo de células
tumorais gastricas. Paralelamente, seu alvo molecular, MIF, mostrou relevancia nos estudos de
expressao e sobrevida, reforcando sua importancia como um potencial alvo terapéutico.

As andlises de bioinformatica confirmaram a relevancia clinica de MIF no cancer
gastrico, indicando que sua alta expressao estd correlacionada a menor sobrevida dos pacientes,
maior tamanho tumoral ¢ a presenga de metastase a distancia. O efeito do tratamento da
linhagem metastatica AGP-01 com a molécula inibidora de MIF, BTZO-1, resultou em
impactos significativos em mecanismos celulares essenciais para o desenvolvimento tumoral,
como o comprometimento da integridade da membrana celular, redu¢do da migragao, alteragdes
no ciclo celular e na expressao de proteinas envolvidas na regulacdo do RNA e no dobramento
proteico.

A diversidade de mecanismos afetados pelo BTZO-1 pode estar associada a natureza
multifuncional do MIF, que desempenha diferentes papéis conforme suas interagdes
moleculares e sua localizagdo celular. Diante disso, o presente estudo nao apenas valida o MIF
como um alvo terapéutico relevante, mas também destaca o BTZO-1 como um potencial agente

terapéutico para o CG.
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