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RESUMO

O céancer de ovario ¢ a doenca ginecoldgica que mais mata mulheres no mundo. Este tipo de cancer
tende a ser diagnosticado de maneira tardia, devido a sua natureza assintomatica, sendo utilizado
no tratamento a quimioterapia baseada em taxanos, como o Paclitaxel. Porém, este medicamento
vem sofrendo resisténcia por parte das células neoplésicas ovarianas, comprometendo a
recuperacdo das pacientes. Pesquisas recentes demonstraram que a associacdo entre
quimioterapicos e produtos naturais otimizam a eficacia dos mesmos. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do &cido anacardico, isolado ou combinado com o agente
antineoplasico Paclitaxel, sobre o potencial invasivo de células humanas de cancer de ovario. Para
isso, células da linhagem SKOV-3 foram cultivadas e expostas ao Acido anacérdico e Paclitaxel,
de maneira isolada e combinada, analisando alteracdes morfoldgicas, a viabilidade celular e
migragdo por inserto transwell. De maneira geral, nosso estudo mostrou que o Acido anacardico
diminuiu a capacidade migratoria das células, assim como afetou a viabilidade celular, tanto isolado
guanto em sinergia com o antineoplasico Paclitaxel. Além disso, também identificamos a CXCL6
como um novo potencial alvo terapéutico para o cancer de ovario, através de analises in silico.
Dessa forma acreditamos que nossos resultados possam contribuir com pesquisas futuras
envolvendo aassociacdo entre produtos naturais e tratamentos convencionais, particularmente no

sucesso da aplicacdo do Acido anacardico no tratamento de cancer de ovario.



ABSTRACT

Ovarian cancer is the fifth gynecological disease that kills more women in the world. This type of
cancer tends to be diagnosed late, due to its asymptomatic nature, being used in the treatment
chemotherapy based on taxanes, such as paclitaxel. However, this drug has suffered resistance from
ovarian neoplastic cells, compromising the recovery of patients. Recent researches have
demonstrated that the association between chemotherapy and natural products optimizes their
efficacy. Thus, the present study aimed to evaluate the effect of anacardic acid, alone or combined
with the antineoplastic agent paclitaxel, on the invasive potential of human ovarian cancer cells. To
this end, cells of the SKOV-3 lineage were cultured and exposed to anacardic acid and paclitaxel,
in isolation and synergistically, analyzing morphological changes, cell viability, and migration by
Transwell assay. In general, our study showed that anacardic acid decreased the migratory capacity
of cells, as well as affected cell viability, both alone and in synergy with the antineoplastic
paclitaxel. In addition, we have also identified CXCL6 as a potential new therapeutic target for
ovarian cancer through in silico analyses. Thus, we believe that our results can contribute to future
research on the association between natural products and conventional treatments, particularly in

the successful application of anacardic acid in the treatment of ovarian cancer.



1 INTRODUCAO

1.1 Morfologia e histologia do Ovario

Os ovarios sdo 6rgdos que se encontram em ambos os lados do Gtero, proximos a parede
pélvica lateral, atrds do ligamento largo do Utero e anterior ao reto (Uhlén et al., 2014). Tém a
forma de améndoas, medindo aproximadamente 3 cm de comprimento, 1,5 cm de largura e |
cm de espessura, podendo variar consideravelmente entre mulheres adultas na faixa etaria
reprodutiva (Uhlén et al. 2014). Este 6rgdo tem como funcdo a producdo e a liberagcdo de
odcitos, processos que recebem os nomes de ovogénese e ovulagdo, respectivamente, além da
funcdo enddcrina, produzindo e secretando os horménios sexuais femininos estrogeno e
progesterona (Peckham; Sorenson; Slomianka, 2009). Esses horménios desempenham papel
importante na formacéo dos tracos femininos, tais como desenvolvimento das mamas, formato
corporal e pelos corporais e ainda estdo envolvidos no ciclo menstrual, fertilidade e gravidez
(National Cancer Institute, 2021).

Histologicamente, o ovario humano é revestido por epitélio pavimentoso ou cubico
simples, chamado de epitélio germinativo, e por uma camada de tecido conjuntivo denso, a
tlnica albuginea. Em um corte transversal sdo identificadas duas regides, a medula interna e o
cortex externo com limites indistintos (Figura 1). A medula contém 0s vasos sanguineos,
nervos e tecido conjuntivo frouxo, enquanto o cortex é ocupado por foliculos ovarianos em
desenvolvimento e por estroma rico em fibroblastos (Takizawa, 2013; Junqueira & Carneiro,
2013).



Figura 1- Corte histologico de ovario normal, corado com hematoxilina e eosina, representando sua composicao
histoldgica: Cdrtex - parte externa do ovario, composta por epitélio germinativo contendo elementos foliculares;
Medula - regido central do ovario, composta por uma rede neuro-vascular no estroma. Fonte: The Histology Guide,
2021.

1.2 Céancer de ovario

Dentre todas as causas de morte do mundo, o cancer é responsavel por mais de 45%
delas (Who, 2017), sendo a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda
principal causa de morte nos paises em desenvolvimento. No Brasil, esta doenca é superada
apenas pelas doencas cardiovasculares (Garéfolo et al., 2004). Para o ano de 2020, o Instituto
Nacional de Cancer (INCA, 2020), estimou a ocorréncia de 600 mil casos novos no pais, sendo
157 mil apenas no estado de Sao de Paulo.

Para as mulheres, o cancer de ovério (CO) é considerado uma das neoplasias malignas
mais frequentemente diagnosticadas na ginecologia, sendo mundialmente a quinta doenga mais
mortal, e a décima quando se considera ambos os sexos (Ghoneum et al., 2018; Siegel et al.,
2020). No Brasil, segundo o INCA, a estimativa de novos casos no ano de 2020 para este cancer
aumentou em 3%, sendo considerado o setimo tipo de cancer mais incidente no pais.

O CO deriva principalmente da transformacdo maligna do epitélio da superficie
ovariana, que é contigua ao mesotélio peritoneal (Cannistra, 2004; Ottevanger, 2017). Sua



classificacdo baseada na histologia se deve a morfologia das células tumorais. A figura 2 ilustra
0S quatro tipos principais de tumores epiteliais de ovario existentes: células serosas,
endometrioides, mucinosas e claras (Seidman et al., 2004; Ferreira et al., 2012; Kaldawy et al.,
2016; Ottevanger, 2017). Esta atribuicdo é dada baseando-se na semelhanca das células
cancerigenas com as células normais que revestem os diferentes 6rgdos do sistema genital
feminino. Independentemente do tipo histolégico, os tumores ovarianos podem ser
subdivididos em tumores benignos, malignos limitrofes (ou tumores de baixo potencial
maligno) e malignos (Fernandes et al., 2003; Kaldawy et al., 2016).

Figura 2 - Classificacdo histoldgica dos tipos de tumores epiteliais de ovario existentes. (A) Cancer seroso. (B)
Cancer endometrioide. (C) Cancer mucinoso. (D) Cancer de células claras. Fonte: Imagens adaptadas do site The
Human Protein Atlas, 2021.



Alguns estudos epidemioldgicos tem apontado os principais fatores de risco para
mulheres com CO, sendo o fator genético um dos mais importantes (Cannistra, 2004; La
Vecchia, 2017). A nuliparidade também esta associada a um risco aumentado de CO, assim
como a falta de amamentacdo. J& 0 uso de contraceptivos orais, gravidez e lactacdo estdo
associados a um risco reduzido (Cannistra, 2004; La Vecchia, 2017). A influéncia das idades
da menarca e da menopausa séo pouco embasadas na literatura.

Os sintomas sdo considerados inespecificos, e na maioria das vezes em estagio inicial
s&o assintomaticos. E relatado pelos pacientes desconforto ou plenitude abdominal, dispepsia,
saciedade precoce ou inchago, como resultado do aumento da pressdo abdominal (Cannistra,
2004; Liu et al., 2018). Porém, esses sintomas sdo propensos a serem identificados e
diagnosticados imprecisamente como sinais de outras doencas, causando atrasos na detec¢do
(Gaitskell et al., 2011). Consequentemente, 40% a 50% dos pacientes sdo identificados apenas
quando o CO ja se desenvolveu em estagios avancgados (Liu et al., 2018). Este diagnostico tardio
tende a levar a uma baixa taxa de sobrevivéncia entre as mulheres com CO. Qutra razéo para
este incidente € que, embora muitos pacientes alcancem uma remissao clinica completa apés a
terapia primaria, a doenca se repete em 70% dos casos, levando a uma resisténcia aos
medicamentos (Chiou et al., 2003; Heintz et al., 2006; Ottevanger, 2017).

1.3 A quimioterapia no cancer de ovario

Na ultima década, o tratamento padrdo para mulheres com CO foram as cirurgias
citorredutoras e a quimioterapia baseada em platina (Rojas et al., 2016; Kim et al., 2017). Os
analogos da platina, como a Carboplatina e a Cisplatina, sdo os agentes considerados mais
ativos para essa doenca. Seu mecanismo de funcionamento se da através da formagao de adutos
com o DNA (ligagBes irreversiveis) que inviabilizam a divisao celular, levando a célula a entrar
em apoptose (Cannistra, 2004; Neves et al., 2011). Porém, devido a grande eficacia do
quimioterapico Paclitaxel, este, se tornou rapidamente um dos tratamentos de quimioterapia de
primeira linha para o CO (Slichenmyer et al., 1991; Hajek et al., 1996; Cella et al., 2003;
Priyadarshini et al., 2012; Zhu et al., 2015). Junto com o Docetaxel, também da familia dos
taxanos, exercem 0s seus efeitos citotoxicos através de um mecanismo de acgdo Unico,
envolvendo a ligacdo e a estabilizacdo das subunidades de tubulina na formagéo dos
mmicrotubulos (Weaver, 2014).

Hoje, a quimioterapia baseada em taxanos e platina é o padrdo de cuidados para
pacientes com CO (McGuire et al., 1996; Piccart et al., 2000; Cannistra, 2004). Essa



combinacdo do antineopléasico Paclitaxel e a Carboplatina foi relatada como téo eficaz, que é
utilizada como terapia de primeira linha para tratar CO (Katsumata et al., 2009; Chan et al.,
2016), visto que pacientes com a doenca ja em estagios avancados, ao utilizarem destes
farmacos, demonstraram melhor sobrevida global de quase cinco anos (Ozols et al., 2003).

Porém, apesar da sobrevida global mediana melhorada em pacientes com a combinagéo
destes medicamentos, a recaida ainda ocorre na maioria das pessoas com doenca avancada
(Heintz et al., 2006; Monk et al., 2009; Banno et al., 2014) e apenas 10 a 30% desses pacientes
tem sobrevida a longo prazo (Cannistra, 2004; Banno et al., 2014).

Devido a essa resisténcia as drogas, a quimioterapia vem se tornando uma preocupacao
por sua baixa resposta em alguns casos. Particularmente, a resisténcia ao Paclitaxel tem sido
uma das principais causas de resisténcia a terapéuticas clinicas de CO (An et al., 2017; Liu et
al., 2018). Sua inclusédo a terapia de primeira linha reduz em 30% o risco de morte por CO
(Piccart et al., 2000) e, de acordo com a literatura, este medicamento ndo induz resisténcia
cruzada aos farmacos a base de platina (Zhu et al., 2015; Liu et al., 2018). Por essas razdes,
torna-se importante avaliar este farmaco junto a outros compostos na tentativa de otimizar seu

papel antineoplasico, para que possa ser utilizado com maior eficacia contra o CO.

1.4 Paclitaxel — Agente Antineoplasico

Apesar das melhorias e inovagdes no tratamento de varios tipos de cancer nos ultimos
anos, a incidéncia dessa afec¢do continua a aumentar, fornecendo um incentivo crescente no
desenvolvimento de novas abordagens preventivas (Lippman & Hawk, 2009).

O Paclitaxel (também conhecido como Taxol) € um medicamento natural usado como
agente quimioterapico para varios tipos de cancer, sendo usado em primeira linha para o
tratamento do CO e do cancer de mama (Zhu et al., 2015). Ele foi descoberto através de uma
triagem de compostos naturais, na década de 1970, pelo National Cancer Institute (NCI) (Jones
et al., 2005). E um farmaco isolado da casca da arvore do Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia)
(Brandao et al., 2010), que, devido a sua escassez, na qual sua Unica fonte na época era a T.
brevifolia, e esta possuia crescimento lento, varios ensaios clinicos tiveram que ser parados e
sua producdo teve que ser interrompida por mais ou menos uma década. Ainda assim, apesar
da escassez do Taxol, um estudo clinico com CO prosseguiu e, finalmente concluiu-se que 30%
dos pacientes com este cancer em estagio avancado responderam a terapia (McGuire et al.,
1989). Depois disso, houve uma alta demanda pelo Taxol, que resultou em severa deplecédo da

T. brevifolia. Em 1988, estimou-se que o custo da fabricacdo do Taxol era 10 vezes o orgamento



disponivel para o projeto no NCI, e as preocupa¢des ambientais em relacdo as perspectivas de
longo prazo para T. brevifolia eram grandes (Holton et al., 1994; Nicolaou et al., 1994). Dessa
forma, em 1989, o NCI tomou a decisdo de transferir o taxol para uma empresa farmacéutica
particular para sua futura comercializacdo. Foi assim que a Bristol-Myers Squibb (BMS) criou
0 novo nome genérico Paclitaxel (Walsh & Goodman, 2002) e resolveu o problema da
disponibilidade do farmaco (Wang et al., 2015).

O Paclitaxel foi considerado pelo NCI um dos avancos mais significativos na
quimioterapia (Singla et al., 2002) e os seus resultados se extendem contra outros tipos de
tumores, incluindo cancer de prostata, cancer de pulmao, cancer de péancreas, cancer de
estdbmago entre outros, que sdo resistentes a terapia tradicional (Spencer et al., 1994; Carvalho,
2006; Ishigami et al., 2009; Journo-Gershfeld et al., 2012; Murono et al., 2018), além de ser
ativo também contra outras malignidades como a leucemia (Chang et al., 1992).

Este farmaco mostrou possuir excelente atividade anticancerigena in vitro (Branddo et
al., 2010), o que em 1979, foi ainda mais reforcado, ap6s Susan Horwitz da Faculdade de
Medicina Albert Einstein (Nova York, NY) descobrir suas propriedades estabilizadoras de
microtUbulos, este, um mecanismo de acdo nunca antes observado em outra substancia (Souza,
2004; Weaver, 2014). Isso faz com que seu mecanismo de acdo seja Ginico, capaz de interromper
o equilibrio dindmico dentro do sistema de microtibulos e bloguear as células nas fases tardias
G2 e M do ciclo celular, inibindo assim a replicagdo das células (Schiff et al., 1979; Shigemori
& Kobayashi, 2004; Branddo et al., 2010; Weaver, 2014; Wang et al., 2015). Isso ocorre, pois
adroga se liga a tubulina e estabiliza os microttbulos durante a divisdo celular, portanto, o ciclo
celular é interrompido no limite da metafase-anafase, ja que a placa metafasica ndo se forma
adequadamente devido a estabilizacdo dos microtibulos (Rowinsky, 1977; Ringel & Horwitz,
1991; Weaver, 2014).

A partir desse principio, o Paclitaxel é capaz de promover a morte seletiva das células
cancerigenas sem prejudicar as células normais devido aos pontos de checagem mitdticos. Em
uma celula normal, os pontos de checagem funcionam adequadamente para que a célula pare
de se dividir, ja a célula cancerigena, ndo responde corretamente a essas checagens e continua
a se replicar. Os microttbulos estabilizados sdo incompativeis com a divisdo celular, portanto
essa celula sofre apoptose (Waters et al., 1998; Wang et al., 2015).

Hoje, um dos principais obstaculos do tratamento convencional do cancer é a capacidade
da célula tumoral desenvolver resisténcia a droga quimioterapica ao longo do tempo. Assim, a
inovacdo na abordagem terapéutica que seréa responsavel por sensibilizar as células tumorais

resistentes continua a ser um dos maiores desafios (Bonavida et al., 2006), que se extende ao



uso do Paclitaxel (Fernandes et al., 2015; Pereira et al., 2018). A resisténcia adquirida esta
principalmente relacionada ao fato de que, embora a maioria das células malignas no tumor
possa conter a mutacdo direcionada, uma serie de subclones tumorais abrigam alteracfes
genéticas pré-existentes ou, ap0s a exposic¢do a droga, adquirem mutagdes de novo, apoiando
sua sobrevivéncia e proliferacdo tornando-se assim resistente ao(s) medicamento(s) (Burrell et
al., 2014; Hata et al., 2016; Vasan et al., 2019; Sarmento-Ribeiro et al., 2019).

Isso gera um grande problema nos tratamentos clinicos, fazendo com que haja a
necessidade de intervencao terapéutica complementar. Nesse sentido, estudos experimentais in
vitro e in vivo ilustram que muitos compostos naturais podem otimizar o papel de drogas
antineoplasicas, criando um sinergismo entre 0s compostos e otimizando o tratamento ou
restaurando o potencial antineoplasico de drogas classicas (Schultz et al., 2010; Dinic et al.,
2015; Harsha Raj et al., 2016; Tan et al., 2017; Park et al., 2018; Rege et al., 2018; Kushwah et
al., 2018).

Pashaei-Asl e colaboradores (2018) demonstraram esse sinergismo em seu estudo,
utilizando células da linhagem de cancer de ovario SKOV-3 tratadas com a combina¢do do
Paclitaxel e de um composto natural, a Silibinina. Os resultados indicaram que o tratamento
combinado destes compostos foi mais eficaz do que quando analisados separadamente. Pashaei-
Asl em 2017, também investigou as células SKOV-3 com extrato de gengibre, onde 0 mesmo

foi capaz de inibir seu crescimento.

1.5 Acido Anacardico

O é4cido anacardico (AA) (Acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzéico) (Figura 3) é um
composto natural extraido do liquido da casca da castanha de caju e das folhas do cajueiro
(Anacardium occidentale) (Paul & Yeddanapalli, 1954). Este composto vem atraindo muito
interesse em pesquisas que analisam seu potencial terapéutico para diferentes doencas, por
possuir importante acdo antitumoral (Alam-Escamillaetal., 2015). Tradicionalmente, 0 AA era
utilizado como um remédio medicinal para tratar UGlceras, gastrites, cancer gastricos,
amebicidas, gengivite, malaria e sifilis (Hemshekhar et al., 2012; Alam-Escamilla et al., 2015).
Hoje, com as pesquisas e evidéncias recentes, 0 AA ¢ classificado como excelente agente
terapéutico no tratamento de distarbios fisiopatol6gicos mais graves, como o cancer, danos

oxidativos, inflamagdes e obesidade (Hemshekhar et al., 2012; Rege et al., 2018).



Figura 3 - Representacéo da estrutura tridimensional do Acido anacardico. Fonte: PubChem, 2021.

Algumas pesquisas recentes, também indicam que o AA, além de inibir a proliferacédo
de maltiplas células tumorais e induzir a apoptose, possui efeitos antioxidantes e antibi6ticos
(Seong et al., 2014; Hamad & Mubofu, 2015; Tan et al., 2017). Algumas lesdes celulares que
sdo promovidas por espécies reativas de oxigénio, também vém sendo descritas como uma das
principais causas do desenvolvimento e da progressdo de diversas doencas. O AA previne
efetivamente esses danos celulares induzidos por H20., atuando como um importante
antioxidante (Trevisan et al., 2006). Trevisan e colaboradores (2006) demonstraram que a
capacidade antioxidante do AA relaciona-se mais com a inibicdo da geracdo de superdxido e
xantina oxidase do que com a remocao de radicais hidroxila. Nesse sentido, 0 AA revela ser um
composto importante para o tratamento e prevencdo de doencas cujos danos fisioldgicos
induzem o estresse oxidativo, como distlrbios neurodegenerativos, incluindo déficits
cognitivos que ocorre durante o envelhecimento cerebral normal e no tratamento de doencas
como Alzheimer e Parkinson.

Como antibiotico, os efeitos antimicrobianos do AA foram testados contra alguns tipos
de bactérias responsaveis por infecgdes cutaneas e doencas respiratorias. O composto inibiu,
por exemplo, o crescimento de Propionibacterium acnes, Corynebacterium xerose e S. aureus
utilizando-se concentragdes minimas de 0.0015, 0.0062 ¢ 0.025 mginL, respectivamente
(Bouttier et al., 2002).

Ja o papel antiangiogénico, antiproliferativo, prdéapoptotico, antimetastatico,
antiinflamatério e imunomodulatério do AA, pode ser visto pela primeira vez em uma pesquisa
realizada por Sung e colaboradores (2008), que foi desenvolvida a partir da exposicdo de

diferentes linhagens de cancer humano ao composto. Eles descreveram a agcdo do AA como um



supressor de genes regulados pelo complexo proteico NF-kB, genes esses que controlam
proliferacdo (ciclina D1, ciclooxigenase-2), sobrevivéncia (Bcl-2, Bcl-xL, cFlip, survivina),
invasdo (MMP-9, ICAM-1) e angiogénese (VEGF) do cancer. O mecanismo de a¢do do &cido
anacardico parte de sua propriedade anfipatica, que permite ao composto adentrar as células se
incorporando facilmente a membrana plasmatica das células e induzindo a apoptose em células
de linhagens tranformadas. Foi visto que o mecanismo de acdo do AA estd relacionado
principalmente a capacidade de induzir a apoptose, em leucemia linfocitica crénica e carcinoma
pulmonar, mediado pelo reticulo endoplasmatico e cancer gastrico (AGS) mediado pela
caspase-8 (Toyomizu, 2002).

O papel antiangiogénico do AA foi investigado em detalnes em um estudo in vitro
desenvolvido com cultura primaria de células endoteliais de vasos sanguineos de corddo
umbilical (Wu et al., 2011). Os resultados revelaram que essa atividade antiangiogénica ocorre
através do bloqueio, de maneira dependente de tempo e de concentracdo, da atividade das
quinases Src e FAK, resultando em ativacdo da proteina RhoA-GTPase e inativacdo das
proteinas Racl- e Cdc42-GTPases.

O mecanismo molecular do potencial antimetastatico do AA foi avaliado in vitro, em
linhagem de células pouco metastaticas (MCF-7, células de cancer de mama) e altamente
metastatica (U87, células de glioma) (Shilpa et al., 2015). Os resultados mostraram que a
exposicao das células MCF-7 ao composto resultou na hiper expressdo do marcador epitelial e-
caderina com concomitante diminuicdo na expressdo dos marcadores mesenquimais Twist e
Snail, além de diminuir migracéo e invasao dessas células. Nas células U87, a exposic¢do reduziu
a fosforilacdo de MAP quinases, diminuiu expressdo de VEGF e de Flt-1 (gene que codifica o
VEGFR1, receptor para o fator de crescimento endotelial vascular). Esses achados sdo
importantes na atuacdo do AA como um potente inibidor da transicdo epitélio-mesénquima
através do bloqueio da via de sinaliza¢do do VEGF.

As propriedades de interesse do &cido anacardico também foram testadas quanto a seu
desempenho em modelos in vivo. Carvalho (2011) e colaboradores testaram a toxicidade aguda
e subaguda do &cido anacardico em camundongos Balb/c. Foi visto que a dose letal minima é
superior a 2.000 mg/kg de peso corporal (pc). No teste subagudo foram notadas apenas
anormalidades leves em fémeas, em altas doses de 1.000 mg/kg pc. Quando tratados com 300
mg/kg de peso corporal, os animais ndo apresentaram nenhuma alteragéo significante o que
indica a seguranca da administragdo do composto. Também foi testada a mutagenicidade, em
uma dose inferior a 300 mg/kg pc, obtendo que o AA ndo aumentou a frequéncia de

micronucleos, comparado ao controle positivo (Carvalho, 2011).



1.6 O Acido Anacardico em combinagcdes terapéuticas

Como citado acima, a combinacdo de compostos naturais as drogas terapéuticas
tradicionais tem sido amplamente utilizada no tratamento de doencas como o cancer (van
Vuuren & Viljoen, 2011). A prescricdo de terapias maltiplas buscando o efeito combinado de
dois ou mais compostos promove a atuacdo desses farmacos em varios alvos terapéuticos e
aumenta a eficicia do medicamento comumente utilizado, evitando mecanismos de resisténcia
ao mesmo (Jia et al., 2009; Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). Recentemente, resultados
promissores tém sido descritos ilustrando o efeito combinado do AA combinado a agentes
antineoplasicos.

Park e colaboradores (2018) mostraram que o AA aumentou a citotoxicidade dos
quimioterapicos 5-Fluorouracil (5-FU) e Gemcitabina em linhagem de células de cancer de
pancreas. Os autores evidenciam em seu estudo a grande promessa do AA como composto
complementar no tratamento desse tipo de cancer. Em outro estudo, o AA foi capaz de
sensibilizar células tumorais prostaticas (DU-145 e PC-3) e otimizar o efeito da terapia de
radiacdo, induzindo a diminuicdo na expressdo das histonas da familia H2AX, apoptose e
inibindo o processo de invasdo celular (Yao et I., 2015). Em um experimento utilizando
nanotecnologia, o AA foi conjugado com o Paclitaxel em nanoparticulas hidrofobicas de
gelatina para analisar a influéncia do AA na liberacdo e atuacdo do agente antineoplasico em
células da linhagem tumoral de mama MCF-7 (Rege et al., 2018). As células tratadas com as
nanoparticulas contendo os dois compostos apresentaram maior taxa de apoptose e de
citotoxicidade, quando comparado ao tratamento com nanoparticulas contendo apenas
Paclitaxel.

O efeito antitumoral do AA combinado com o Taxol foi testado em um modelo animal
de cancer de mama de camundongo Balb/c. Para este estudo foram cultivadas células derivadas
de tumor mamario 4T1/balb c e transplantadas em fémeas de camundongos Balb/c. Os animais
foram tratados com AA isolado e em combinagdo com Taxol, sendo que o cotratamento (CoT)
diminuiu mais significamente o tamanho do tumor, quando comparado aos demais grupos
separadamente. Ambos o0s tratamentos diminuiram a metastase pulmonar. O tratamento com
taxol aumentou em apenas 2 dias a taxa de sobrevivéncia, enquanto o AA aumentou em 40% a
taxa de sobrevivéncia de ratos e quando combinado com o taxol, o resultado foi ainda mais
relevante, aumentando em 60% antes que antingisse o limite de 2cm?®. Os animais inoculados
com o tumor, quando tratados com AA e CoT aumentaram 0 peso corporal, concomitantemente

ao aumento da taxa de sobrevivéncia. Também foi visto a diminuicdo dos efeitos colaterais



provocados pelo tratamento com Taxol (Gnanaprakasam, 2021).

Sendo assim, 0 AA tem se tornado um composto de interesse médico nos Gltimos anos,
principalmente devido as suas propriedades antitumorais evidenciadas em diversos tumores
avaliados, como os tumores de pancreas, colon, melanoma, mama, pulmao, cervical, rim, em
que 0 composto suprimiu a angiogénese, resultando na reducgéo dos tumores (Wu et al., 2011).
Este composto junto ao agente antineoplésico Paclitaxel, pode nos trazer grandes resultados
sobre importantes vias celulares como o ciclo celular, proliferacdo e morte celular, e a
sinalizacdo celular no cancer de ovario, podendo contribuir na atualizacdo de tratamentos

preventivos ou adjuvantes para pacientes pré-dispostos ou que desenvolvam o cancer estudado.

1.7 Estudos in silico e cancer de ovario

Modelos de estudos clinicos que contemplem estudos in vivo, in vitro e in silico sdo
necessarios para integracao de resultados visando compreender a complexidade do tumor. Um
sistema biologico compreende uma gama de diferentes fatores dindmicos interconectados, 0s
quais dependem de diferentes estratégias para serem estudados. A integracdo de experimentos
bioldgicos com analises computacionais pode ajudar a diminuir o numero de experimentos
necessarios e consequentemente, o uso de animais, além de melhorar a qualidade das
informacdes obtidas a partir deles (Schwartz et al., 2009).

Atualmente, dados 6micos e modelos computacionais tem sido colocados em pratica.
Modelos computacionais de cancer incluem a utilizacédo de dados gendémicos, transcriptdmicos,
proteomicos e metabolémicos, através dos quais € possivel obter informagfes acerca da
identificacdo de mutacBes especificas ligadas a resposta a drogas, identificacdo de novos
biomarcadores e alvos terapéuticos, abordagens moleculares para avaliacdo de vias
relacionadas a toxicidade, além da rapida e robusta geracdo de dados (Sajjad et al., 2021).

Estudos baseados em computador tém sido amplamente aplicados para diagnosticar,
observar e prever o crescimento do cancer. Além disso, a modelagem computacional e
matematica sdo usadas para entender a evolucdo do cancer. Ferramentas computacionais
fornecem a perspectiva de identificar novos biomarcadores em cascatas de sinalizagéo e alvos
favoraveis para terapia antitumoral (Sajjad et al., 2021).

Através de ferramentas de bioinformatica, (Guo et al., 2019) identificaram seis RNA
circulares (circ_0031356, 0093477, 0110166, 0126526, 0130590 e 0135175) como biomarcadores
prognosticos. Foram utilizados dados de sequenciamento disponiveis na base de dados Gene
Expression Omnibus. A partir disso, foi estabelecido um modelo de “risk score” onde os

pacientes foram divididos em alto e baixo risco, associando em seguida dados de sobrevivéncia



global, sobrevivéncia livre de progressdo e sobrevivéncia livre de doenca em pacientes com
cancer de ovario. Outro estudo também utilizando a base de dados Gene Expression Omnibus,
além de meta-analise, identificou uma familia de microRNAs (miR200A, miR200B, miR200C
e miR429) altamente expressa no cancer de ovario como possiveis biomarcadores prognasticos.
Essa familia de miRNAs esta relacionada a metastase, favorecendo a transi¢do epitélio-
mesenquimal, reforcando a relevancia no diagndstico (Wu et al., 2019).

A busca pela utilizacdo de marcadores circulantes vem ocupando cada vez mais espaco

nas pesquisas atuais, pois consiste em um método pouco invasivo e de resultado rapido.

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O CO ¢ a segunda neoplasia maligna do sistema genital mais frequentemente
diagnosticada, sendo o cancer ginecoldgico que mais promove 6bitos em mulheres no mundo.
Sabe-se que o CO é assintomatico nos estagios iniciais, assim, seu diagndstico ocorre de
maneira tardia, culminando em reincidéncia da doenga e resisténcia ao tratamento, o que
interfere diretamente na qualidade de vida das pacientes.

Atualmente padrdo ouro de tratamento de cancer de ovario consiste na administracao de
guimioterapicos da classe dos taxanos como o Paclitaxel, aliado as cirurgias citorredutoras, tem
sido muito utilizado para o tratamento desse tipo de cancer, Este tratamento apresenta bons
resultados, entretanto as células tumorais tem apresentado resisténcia, culminando em
reincidéncia. devido ao estagio avancado em que o tratamento muitas vezes € iniciado, acaba-
se por ocorrer a reincidéncia, e/ou resisténcia das células ao medicamento.

O beneficio em aliar produtos naturais no tratamento de cancer tem sido demonstrado
na literatura, como o AA, produto de nosso estudo. Dessa forma, considerando a problemética
da resisténcia ao Paclitaxel, faz-se necessério o estudo de novas abordagens para otimizar a
acdo do farmaco. Assim, este estudo torna-se essencial para contribuir com novos achados
cientificos para o tratamento do CO, na tentativa de prolongar a expectativa de vida com maior
qualidade das pacientes acometidas por esta afeccéo.

Ainda levando em conta a problematica do diagnostico tardio, outro ponto a ser
considerado além do tratamento, € a busca por novos biomarcadores progndésticos. Analises in
silico tem se mostrado relevantes para identificar moléculas que possam atuar como marcadores
prognosticos, uma vez que ndo necessitam de métodos invasivos para pesquisa, assim como
diminuem ou ainda excluem o uso de animais.

A partir das informagcdes acima descritas, a hipdtese levantada neste trabalho, € a de que



0 AA seja capaz de potencializar a atividade citotoxica do Paclitaxel, reduzindo a resisténcia
das células neoplésicas ao mesmo, ou que ainda, exerca funcdo antitumoral, diminuindo a
atividade migratdria e, portanto, metastatica do CO quando utilizado isoladamente. Além disso,
espera-se identificar moléculas de alto valor prognostico a partir do secretoma de cancer de

ovario.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do &cido anacardico, isolado ou
combinado com o agente antineoplasico Paclitaxel, sobre o potencial invasivo de células

humanas de cancer de ovario.

3.2 Objetivos Especificos
v Avaliar a viabilidade das células humanas de cancer de ovario da linhagem SKOV-3,
expostas ao acido anacardico isolado ou em combinagdo com o agente antineoplasico
Paclitaxel;

v Analisar o efeito das exposi¢cdes sobre o processo migragédo das células neoplasicas;
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Resumo

O céncer de ovério é a quinta doenca ginecoldgica que mais mata mulheres no mundo. Este tipo
de cancer tende a ser diagnosticado de maneira tardia, devido a sua natureza assintomatica,
sendo utilizado no tratamento a quimioterapia baseada em taxanos, como o Paclitaxel. Porém,
este medicamento vem sofrendo resisténcia por parte das células neoplasicas ovarianas,
comprometendo a recuperacdo das pacientes. Pesquisas recentes demonstraram que a
associacdo entre quimioterapicos e produtos naturais otimizam a eficacia dos mesmos. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do acido anacéardico, isolado ou combinado
com o agente antineoplasico Paclitaxel, sobre o potencial invasivo de células humanas de cancer
de ovério. Para isso, células da linhagem SKOV-3 foram cultivadas e expostas ao Acido
anacardico e Paclitaxel, de maneira isolada e combinada, analisando alteracdes morfolégicas, a
viabilidade celular e migracdo por inserto transwell. De maneira geral, nosso estudo mostrou
que o Acido anacardico diminuiu a capacidade migratdria das células, assim como afetou a
viabilidade celular, tanto isolado quanto em sinergia com o antineoplésico Paclitaxel. Dessa
forma acreditamos que nossos resultados possam contribuir com pesquisas futuras envolvendo
aassociacgdo entre produtos naturais e tratamentos convencionais, particularmente no sucesso da

aplicacdo do Acido anacérdico no tratamento de cancer de ovario.

Plavras-chave: Acido anacéardico, paclitaxel, cancer de ovario, composto natural, quimioterapia



INTRODUCAO

O céancer de ovéario (CO) é considerado uma das neoplasias malignas mais
frequentemente diagnosticadas na ginecologia, sendo mundialmente a quinta doenga mais
mortal, e a décima quando se considera ambos 0s sexos (Ghoneum et al., 2018; (Siegel et al.,
2020)). Possiveis fatores de risco para seu desenvolvimento incluem a hereditariedade, a
nuliparidade, assim como a falta de amamentacao. Ja o uso de contraceptivos orais, gravidez e
lactacdo estdo associados a um risco reduzido (Cannistra, 2004; La Vecchia, 2017). A influéncia
das idades da menarca e da menopausa séo pouco embasadas na literatura.

Os sintomas sdo inespecificos, tais como desconforto ou plenitude abdominal, dispepsia,
saciedade precoce ou incha¢o e na maioria das vezes em estagio inicial sdo assintomaticos.
(Cannistra, 2004; Liu et al., 2018). Consequentemente, 40% a 50% dos pacientes sdo
identificados apenas quando o CO ja se desenvolveu em estagios avancados, levando a uma alta
taxa de mortalidade (Liu et al., 2018). Outra razdo é que embora muitos pacientes alcancem
uma remissdo clinica completa apds a terapia primaria, a doenca se repete em 70% dos casos,
levando a uma resisténcia aos medicamentos (Chiou et al., 2003; Heintz et al., 2006;
Ottevanger, 2017).

Na ultima década, o tratamento padrdo para mulheres com CO foram as cirurgias
citorredutoras e a quimioterapia baseada em platina (Rojas et al., 2016; Kim et al., 2017).
Devido a grande eficacia do quimioterapico Paclitaxel, este, se tornou rapidamente um dos
tratamentos de quimioterapia de primeira linha para o0 CO (Slichenmyer et al., 1991; Hajek et
al., 1996; Cella et al., 2003; Priyadarshini et al., 2012; Zhu et al., 2015). O paclitaxel exerce 0s
seus efeitos citotoxicos através de um mecanismo de ac¢do Unico, envolvendo a ligacdo e a
estabilizacdo das subunidades de tubulina na formacdo dos microtibulos (Weaver, 2014).
Apesar da sobrevida global mediana melhorada em pacientes com a combinacdo destes
medicamentos, a recaida ainda ocorre na maioria das pessoas com doenca avancada (Heintz et
al., 2006; Monk et al., 2009; Banno et al., 2014) e apenas 10 a 30% desses pacientes tem
sobrevida a longo prazo (Cannistra, 2004; Banno et al., 2014).

A resisténcia ao Paclitaxel tem sido uma das principais causas de preocupacdo em
relacdo a terapéuticas clinicas de CO (An et al., 2017; Liu et al., 2018). A resisténcia adquirida
esta principalmente relacionada ao fato de que, embora a maioria das células malignas no tumor
possa conter a mutacdo direcionada, uma série de subclones tumorais abrigam alteracGes
geneéticas pré-existentes ou, apds a exposicdo a droga, adquirem mutacOes, apoiando sua

sobrevivéncia e proliferacdo tornando-se assim resistente ao medicamento (Burrell et al., 2014;



Hata et al., 2016; Vasan et al., 2019; Sarmento-Ribeiro et al., 2019).

Devido a resisténcia das células tumorais aos quimioterapicos convencionais, produtos
naturais derivados de plantas estdo sendo investigados como alternativos ou adjuvantes para
uma variedade de tipos tumorais. O 4&cido anacardico (AA) (Acido 2-hidroxi-6-
pentadecilbenzdico) € um composto natural extraido do liquido da casca da castanha de caju e
das folhas do cajueiro (Anacardium occidentale) (Paul & Yeddanapalli, 1954), que possui
importante acdo antitumoral (Alam-Escamilla et al., 2015).

Pesquisas recentes indicam que o AA, além de inibir a proliferacdo de multiplas células
tumorais e induzir a apoptose, possui efeitos antioxidantes e antibidticos (Seong et al., 2014;
Hamad & Mubofu, 2015; Tan et al., 2017). O papel antiangiogénico do AA foi investigado em
cultura primaria de células endoteliais de vasos sanguineos de corddo umbilical, onde os
resultados revelaram que a atividade antiangiogénica ocorre através do blogueio, de maneira
dependente de tempo e de concentracdo, da atividade das quinases Src e FAK, resultando em
ativacdo da proteina RhoA-GTPase e inativagdo das proteinas Racl- e Cdc42-GTPases (Wu et
al., 2011).

Carvalho (2011) e colaboradores testaram a toxicidade aguda e subaguda do acido
anacérdico em camundongos Balb/c. Foi visto que a dose letal minima é superior a 2.000 mg/kg
de peso corporal (pc). No teste subagudo foram notadas apenas anormalidades leves em fémeas,
em altas doses de 1.000 mg/kg pc. Quando tratados com 300 mg/kg de peso corporal, os animais
ndo apresentaram nenhuma alteracdo significante. Também foi testada a mutagenicidade, em
uma dose inferior a 300 mg/kg pc, obtendo que o AA ndo aumentou a frequéncia de
micronucleos, comparado ao controle positivo (Carvalho et al., 2011).

Recentemente, resultados promissores tém sido descritos ilustrando o efeito combinado
do AA a agentes antineoplasicos. Park e colaboradores (2018) mostraram que o0 AA aumentou
a citotoxicidade dos quimioterapicos 5-Fluorouracil (5-FU) e Gemcitabina em linhagem de
células de cancer de pancreas. Em outro estudo, o0 AA foi capaz de sensibilizar células tumorais
prostaticas (DU-145 e PC-3) e otimizar o efeito da terapia de radiacdo, induzindo a diminuigéo
na expressao das histonas da familia H2AX, apoptose e inibindo o processo de invaséo celular
(Yaoetl., 2015).

O efeito antitumoral do AA combinado com o Taxol foi testado em um modelo animal
de cancer de mama de camundongo Balb/c. Os animais foram tratados com AA isolado e em
combinag¢do com Taxol, sendo que o cotratamento (CoT) diminuiu mais significamente o
tamanho do tumor, quando comparado aos demais grupos separadamente. Além disso, ambos

o0s tratamentos diminuiram a metastase pulmonar. Também foi visto que o tratamento com AA



aumentou em 40% a taxa de sobrevivéncia de ratos e quando combinado com o taxol, o
resultado foi ainda mais relevante, aumentando em 60%. Os animais inoculados com o tumor,
quando tratados com AA e CoT aumentaram o peso corporal, concomitantemente ao aumento
da taxa de sobrevivéncia (Gnanaprakasam et al., 2021).

O 4cido anacérdico em combina¢do como agente antineoplasico Paclitaxel, pode nos
trazer grandes resultados sobre importantes vias celulares como o ciclo celular, proliferagéo e
morte celular, e a sinalizacao celular no cancer de ovario, podendo contribuir na atualizacdo de
tratamentos preventivos ou adjuvantes para pacientes pré-dispostos ou que ja tenham

desenvolvido o cancer estudado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura Celular

As células SKOV3 (celulas de cancer ovariano humano), derivadas de ascites malignas
de uma paciente caucasiana, de 64 anos, foram adquiridas junto a empresa American Type Cell
Culture (ATCC) (Manassas, Virginia, USA) por colaboradores e depositadas no banco de
células nivel 2 de biosseguranca (Processo CTNBio n° 01200.007359/2001-11) do Laboratério
de Cultura Celular do Departamento de Morfologia/IBB/UNESP. Foram cultivadas em meio
de cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco/Invitrogen™,
EUA) e 1% de antibiotico/antimicético (Gibco/Invitrogen™, EUA), em estufa com 5% de CO2
em atmosfera Umida a 37°C. Os meios foram trocados a cada 2 dias durante a expansdo em
garrafas de poliestireno de 25 e 75 cm? e 0 monitoramento das culturas foi realizado em
microscopio invertido (Zeiss Axiovert®, Alemanha). Quando as células atingiram 80% de
confluéncia foram submetidas a tripsina 0,25% (Gibco/Invitrogen™, EUA) e os experimentos
foram montados. O comité de ética ndo se faz necessario por tratar-se de linhagem celular

estabelecida e patenteada pela empresa ATCC, que mantém a responsabilidade sobre as células.

2.2 Exposicéo das Células ao Acido anacardico e Grupos Experimentais
Origem do acido anacardico: o composto purificado foi adquirido da empresa Sigma
Aldrich (A7236).
Grupos Experimentais: As células SKOV-3 foram divididas em 4 grupos experimentais,
como detalhado abaixo:

i.  Grupo Controle: Meio de cultura especifico para cada tipo celular suplementado



com 10% de SFB (Sigma-Aldrich, EUA) e 1% de antibidtico e antimicético (Gibco, Thermo
Fisher Scientific).

ii. Grupo Paclitaxel: ldem meio de cultura grupo controle suplementado com
Paclitaxel na concentracédo de 0,625 uM diluido em DMSO (seguindo como principio Lupi et
al., 2020) (Sigma-Aldrich, EUA).

iii. Grupo Acido Anacéardico: ldem meio de cultura grupo controle suplementado com
acido anacardico na concentracéo de 10 uM diluido em DMSO (a concentracao foi determinada
pelo teste de 1C50, sequindo como principio Nambiar et al., 2016).

iv. Grupo Acido Anacardico + Paclitaxel: Idem meio de cultura grupo controle
suplementado com &cido anacérdico na concentracao de 10 uM diluido em DMSO e Paclitaxel
na concentracao de 0,625 uM diluido em DMSO (Sigma-Aldrich, EUA).

2.3 Viabilidade Celular

Para a analise de viabilidade as células (n=3) foram cultivadas em placa de 96 pocos
células da linhagem SKOV-3 por 24 horas, expostas ao Acido anacardico isolado e em sinergia
e avaliadas através do ensaio de MTT (3,4,5- dimethilthiazol-2yl-2,5 difenil tetrazolium
bromide). Esse ensaio baseia-se na capacidade das desidrogenases mitocondriais clivarem o
anel de tetrazolium, promovendo a formagao de cristais roxos.

O ensaio de viabilidade foi feito através do MTT Cell Viability Assay (Sigma-
AldrichTM, M2128), seguindo as instrucdes do fabricante. Os experimentos utilizaram
triplicatas experimentais. As concentra¢des das celulas foram estabelecidas de acordo com a
taxa de crescimento da linhagem celular mostrado pela empresa American Type Culture
Collection (ATCC), sendo: 1,3x10* células/poco

Apbs exposicdo as diferentes concentracBes de Acido anacardico por 24 horas,
colocamos 100uL de MTT (5mg/mL) diluido em meio sem SFB nos pogos de cultura (placa de
96 pocos). A incubacdo do MTT foi realizada por 4 horas a 37°C. O sobrenadante foi entdo
removido e a cada pogo adicionou-se 200uL. DMSO antes da leitura, realizada em um aparelho
de leitura ELISA em filtro de 580nm.

2.4 Migragéo Celular através do ensaio Transwell
Para elaboragédo deste ensaio foram utilizados insertos ThinCert com membranas de
poros de 8 pm em placas de 24 pogos. Na parte superior do inserto foram plaqueadas 2x10*

células (SKOV-3) por poc¢o, em 300 pl de meio RPMI contendo o tratamento de seu respectivo



grupo (CT, PTX, AA e AA+PTX). Abaixo do inserto foram colocados 800 pl de meio RPMI
suplementado com 10% SFB como um quimioatrator. A placa com os insertos foi incubada por
24 horas em estufa de CO2. Ap0s a incubagéo, as células ndo invasivas na parte superior do
inserto foram lavadas com cotonetes. As células migradas no fundo da membrana foram fixadas
com metanol e coradas com hematoxilina a 0,1% para visualizagdo. As células foram contadas

em quatro campos, com uma ampliagdo de 400x utilizando um microscépio de luz invertido.

3. ANALISES ESTATISTICAS
Foi realizado o teste estatistico para analise de variancia (one-way ANOVA) com um
unico fator independente “tratamento”, e complementado com o teste de Tukey, através do
programa de analise estatistica ‘“Prism-versdo 8.0.1”. As diferencas serdo consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1Viabilidade Celular
Apbs o tratamento dos diferentes grupos experimentais, as células da linhagem SKOV-3
apresentaram diminuicdo na viabilidade em comparagdo com o grupo controle. O grupo 5uM
AA+PTX apresentou diminuicdo de 43% da viabilidade em relagédo ao grupo controle, seguidos por
diminuicdo de 20 e 35% nos grupos 10uM AA e 10puM AA+PTX respectivamente. Os grupos
tratados com 15uM AA e 15uM AA+PTX obtiveram maior diminuicéo da viabilidade, com 75
e 42%.
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Figura 5 - Efeito do Acido anacérdico isolado ou em combinagdo com o Paclitaxel, na viabilidade das células
SKOV-3 apos 24 horas de exposigdo. CT: Controle; PTX: Paclitaxel; AA: Acido Anacérdico. Os asteriscos
correspondem a diferenca estatistica em relagdo ao controle, por One Way ANOVA e teste post hoc de Tukey
(***p <0,0001).

4.2Morfologia Celular

Através das imagens feitas pelo microscopio de luz invertido (Figura 6), foi possivel
observar a morfologia das células SKOV-3, a qual possuem formato fusiforme com
prolongamentos celulares, aderidas a placa de cultivo em meio padréo (Figura 6A). O grupo
tratado apenas com PTX (Figura 6B) apresentou retracdo parcial desses prolongamentos. O
grupo tratado com acido anacardico na concentracdo de 10uM (Figura 6C) apresentou
alteracbes na morfologia das células, tais como estreitamento dos prolongamentos celulares e
diminuicdo da aderéncia célula-celula e célula-substrato, o que indica possivel estresse celular.
Quando observado o efeito do composto combinado com o antineoplasico PTX (Figura 6D),
nota-se a retracdo total dos prolongamentos e perda da ades&o celular. Essas caracteristicas nos
levam a deduzir que o composto natural (AA) isolado demonstra menor toxicidade para as
células no periodo de 24 horas, comparado ao quimioterapico PTX, porém o tratamento

combinado foi efetivo em alterar a morfologia celular.



Figura 6. Alteracdes na morfologia das células SKOV-3 ap6s exposicdo ao Acido anacardico isolado ou em
combinagdo com Paclitaxel, apés 24 horas. (A) Controle, (B) PTX, (C) AA, (D) AA+PTX. Os quadrados
pontilhados destacam os detalhes das mudancas na morfologia celular de cada grupo experimental em comparacdo
com o controle (A), como diminuicdo dos prolongamentos celulares (B), estreitamento celular (C) e

desaparecimento dos prolongamentos e perda de adeséo celular (D). Barra de escala = 30 pum.

4.3Migracéo Celular através do Ensaio Transwell

A elaboracdo do ensaio de migracao celular através de insertos transwell mostrou que o
Acido Anacérdico associado ao Paclitaxel diminuiu a taxa desse processo nas células SKOV-3
tratadas Para avaliar sua possivel atuacdo na migracdo de células tumorais ovarianas,
plaqueamos células SKOV-3 em insertos ThinCert em meio contendo os tratamentos. O ensaio
revelou que o Acido anacardico foi capaz de diminuir o nimero de células migradas, tanto
isolado quanto em combinacdo com o quimioterdpico Paclitaxel, sendo mais relevante a
associacao, onde observamos a diminui¢do em cinco vezes do nimero de células migradas em

relacdo ao controle (P<0,0001).
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Figura 7 - Efeitos do Acido anacardico isolado ou em combinag&o com o Paclitaxel, na capacidade de migracio
das células SKOV-3. (A) A migracéo celular foi medida pela quantidade de células localizadas na parte inferior
do inserto. (B) Representacao da visualizacdo dos insertos. | — Controle; 11 - PTX; I —AA; IV -AA+PTX. Células

migradas sdo apontadas pelas setas vermelhas, poros de 8 um do inserto sdo apontados pelas setas pretas tracejadas.



Imagens representativas do ensaio foram obtidas com ampliacdo de 20X. As amostras foram analisadas em
triplicada bioldgica e técnica. Os resultados sdo expressos como média + SEM. Os asteriscos correspondem a
diferenca estatistica em relagdo ao controle, por One Way ANOVA e teste post hoc de Tukey (***p <0,0001).

5. DISCUSSAO

As terapias convencionais para o cancer de ovario sdo baseadas em abordagens
cirdrgicas e administracdo de quimioterapicos tradicionais. O acido anacardico € um extrato
natural considerado promissor no tratamento de diversas malignidades, como o cancer. A
atuacdo do AA na viabilidade de células tumorais ovarianas parece ser alterada de maneira
dose-dependente. Quando expostas a concentracdo de 5uM de AA, observou-se efeito
proliferativo, assim como visto no estudo de Xiu et. al. (2014). Entretanto, no tratamento
combinado com o paclitaxel ndo houve efeito proliferativo na mesma concentracdo. Ao
aumentarmos a dose para 10uM de AA, a viabilidade foi reduzida substancialmente. Tan e
colaboradores descreveram a regulacdo negativa da atividade de histona acetiltransferase
(HAT) de p300 pelo AA em células tumorais prostaticas (LNCaP), de forma ndo competitiva.
Embora ndo afete a transcricdo de DNA diretamente, a transcricdo dependente de HAT é
fortemente inibida (Hemshekhar et al., 2011). Esses dados corroboram com nossos achados e
indicam sua possivel atuacgdo citotoxica em células de cancer de ovério de acordo com a dose
administrada.

A literatura recente indica que o AA, além de inibir a proliferacdo de maltiplas células
tumorais e induzir a apoptose, possui efeitos antioxidantes e antibiéticos (Seong et al., 2014;
Hamad & Mubofu, 2015; Tan et al., 2017). Em nosso estudo, o AA na dose de 10uM foi capaz
de diminuir a migragcdo em cinco vezes quando comparado ao controle. Wu e colaboradores
(2011) descreveram que a inibicdo da HAT poderia suprimir as quinases Src e FAK, as quais
interagem fisica e funcionamente para regular diversas funcbes celulares como o processo
migratorio. Essa inibicdo poderia explicar a reducdo da migragéo vista em nosso estudo, ao
contrario do que descreveu Xiu e colaboradores (2014), onde o AA potencializou a proliferacdo
e inibiu a apoptose em células de CO, além de aumentar a migracédo e invasao celular. Apesar
de ser o unico trabalho encontrado na literatura até o0 momento que avalia o papel do AA no
cancer de ovario, trabalhos que utilizam outros tumores apresentam resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo, como diminui¢do da atividade proliferativa e aumento da
apoptose em células de cancer de préstata (Tan et al., 2012); e diminuicdo acentuada da
migracdo (90%) apds a exposi¢cdo ao AA em células HT1080 (Nambiar, 2016).

Um estudo utilizando células de cancer colorretal descreveu a presenca de celulas vivas



flutuantes apds a exposicdo ao composto Fucoxanthinol, oriundas da inducdo do anoikis
(apoptose induzida pela perca de adesédo a matriz extracelular) (Terasaki, 2017). Em nosso
estudo, observamos grande quantidade de células flutuantes, como resultado da exposicéo ao
AA, além de apresentarem alteracdes morfoldgicas até mesmo nas células que permaneciam
aderidas. Essas alteragdes foram vistas principalmente na associagdo entre 0s compostos. A
resisténcia das células tumorais ao anoikis € importante para a habilidade delas para
sobreviverem, crescerem e para metastase. Durante o processo de anoikis a ativacdo da FAK é
conhecida por atuar como um sinal de sobrevivéncia (Frisch et al., 1996). Dada a potente
inibicdo da FAK pelo AA ja descrita, hipotetizamos que o0 evento visto em nosso estudo, seja
fruto da inducdo de anoikis pelo AA e portanto, possa atuar na prevencao de metastase tumoral
(Wuetal., 2011). Entretanto, esta suposicao precisa ser melhor avaliada em nosso estudo, como

parte das analises complementares a esses resultados.

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o AA pode reduzir a viabilidade de células tumorais
ovarianas, além reduzir a migracéo celular. Esses efeitos podem ser derivados da regulacédo
negativa da atividade de histona acetiltransferase de p300 pelo AA e consequentemente, a
supressdo das quinases Src e FAK. AA apresentou resultados mais significativos quando
combinado ao agente antineoplasico paclitaxel, tais como, maior reducdo de viabilidade e
reducdo da capacidade migratéria. Dessa forma, nossos achados sugerem que o acido
anacardico pode servir como um agente terapéutico coadjuvante para o tratamento de cancer de

ovario.
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Abstract

Ovarian cancer is the fifth deadliest gynecological disease worldwide. Due to its asymptomatic
nature in the early stages, it tends to be diagnosed late. The present study aimed to identify
differentially expressed genes and related pathways in the secretory of ovarian cancer patients.
Gene expression profiles of tumor tissue and normal tissue samples were obtained using
XenaBrowser web-based tools, which use the public databases of The Cancer Genome Atlas
(TCGA) and Genotype-Tissue Expression (GTEX), respectively. The genes were selected from
a p-value <0.01 and subjected to differential expression analysis establishing a fold change
cutoff of 1.2. Subsequently, we performed the functional enrichment of differentially expressed
genes using the web-based tool EnrichR. Secretome analysis revealed 628 up-regulated genes,
of which 21 formed a cluster with higher gene interaction. The analysis indicated alterations in
the expression of signaling pathways related to inflammatory response, like cytokines and
chemokines. Next, we investigated which molecules would affect the survival rate of patients
with ovarian cancer and found that high-risk ovarian cancer patients show elevated gene
expression index CXCL6 and short overall survival. Thus, among the molecules analyzed, this

study highlighted CXCLS6 as a novel potential therapeutic target for ovarian cancer.

Keywords: bioinformatics, cytokines, chemokines, enrichment, CXCL6, prognostic
biomarker



1 Introduction

Cancer accounts for almost half of all deaths in the world, being more prominent in
developed countries (Who, 2017). In women, ovarian cancer (OC) is described as the most
lethal gynecological disease (Siegel et al., 2020). Due to its characteristic of not manifesting
symptoms or even manifesting non-specific symptoms, it tends to be diagnosed late, with a high
recurrence (Ottevanger, 2017; Liu et al., 2018). Thus, research that encompasses the nature of
ovarian cancer development have been needed to seek new methods of diagnosis, prevention,
or treatment.

For the progress of cancer, tumor cells need to develop strategies to evade the immune
system, since it can recognize and eliminate tumor cells (Vesely, 2011). Among the evasion,
mechanisms can reduce antigen presentation, upregulation of anti-apoptotic molecules,
modified cancer antigens resulting from genomic instability, and co-option of immune cells to
promote tumor proliferation and dissemination (Busutil, 2014). Another relevant factor for
cancer progression is the connections from the tumor's communication with its tumor
microenvironment. This communication has resulted from the secretion of proteins responsible
for the interaction between normal and tumor cells (cytokines) (Collisson, 2019).

The presence of cytokines it is linked to the inflammatory process. The balance between
pro and anti-inflammatory cytokines is critical for the host's antitumor immune response
(Maccio, 2012). Inflammation contributes to all stages of carcinogenesis, including tumor
initiation, promotion, and progression. However, tumor cells can produce immunogenic
proteins recognized as foreign, inducing an anti-neoplastic immune response (Mantovani,
1999). In turn, tumor cells develop mechanisms to evade anti-tumor immunity, creating an
immunosuppressive microenvironment. This microenvironment produces different cytokines,
which impair the differentiation, maturation, and function of antigen-presenting cells (Maccio,
2012).

The analysis of these molecular mechanisms can contribute to differential strategies to
treat different malignancies (Collisson, 2019). Thus, this study used bioinformatics tools and
public databases: The Human Protein Atlas (HPA), The Cancer Genome Atlas (TCGA),
Genotype tissue Expression (GTEX), Xena Browser, EnrichR and, Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/ Proteins (STRING) to identify and analyze differentially expressed genes

within the secretome of ovarian cancer patients.



2. Material and Methods

2.1 Data Collection and Differential Expression Analysis

Transcriptional profiles from TCGA of ovarian tumor samples were compared with
matched normal tissues from GTEx. The download of normal and tumor samples was
performed using the online tool Xena Browser (https://xenabrowser.net/). Subsequently, the
parameters were selected: Data type: Phenotypic; Phenotypic: sample type, and the primary
site. Then, we applied a filter to select only samples from the primary ovarian tumor (TCGA)
and ovarian tissue (GTEX). After that, we analyzed the expression of 1708 secreted protein-
coding genes. We used RNA-Seq data uniformly processed and unified by Xena Browser

(https://xenabrowser.net/). The transcriptome data were expressed in log2 (normalized count
+1) to enable the comparison between different TCGA and GTEX. Differentially expressed
genes between tumor and normal samples were determined with Welch’s ¢t test applying the
statistical cut-offs of | fold change | (FC) > 1.2, and p-value < 0.01.

2.2 Secreted protein-coding genes
We obtained the list of secreted protein-coding genes (secretome) used as a reference
from The Human Protein Atlas database (https://www.proteinatlas.org/). We selected a list of
1708 proteins secreted in the blood, the brain, the digestive system, the male and female
reproductive systems, the extracellular matrix. We choose this list because it excludes proteins
that are membrane-associated or in intracellular compartments, such as endosomes or

lysosomes. Thus, we emphasize only proteins secreted by different cell types.

2.4 Functional Enrichment Analysis

To determine the biological processes and pathways enriched by the differently
expressed genes (DEGs) identified above, we wused the EnrichR platform
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/). We analyzed the output of KEGG 2019 Human and Gene
Ontology Biological Process 2018. We performed analyzes for the up-regulated genes and the
down-regulated genes. We represented in graphs the transformed p-value (-Log10 p-value) and
the percentage of enriched genes per term. We generated the graphs with GraphPad Prism
v.8.0.1 (GraphPad Software).

2.5 Construction of interaction network between differentially expressed genes


https://xenabrowser.net/

The sets of genes related to the enriched terms were submitted to the online tool Search
Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING). To analyze the relationship
between genes, we considered the top 5 terms with the lowest False Discovery Rate (FDR) and,
for the construction of networks, we used the following parameters already established by
Oliveira (2020): Meaning of network edges: confidence; Active interaction sources:
Experiments, database, co-expression, neighborhood, co-occurrence; Minimum required
interaction score: high confidence of 0.900; Display simplifications: hide disconnected nodes

in the network.

2.5 Survival analysis and risk assessment
The prognostic values of the Overall Survival (OS) of each gene within the evident
cluster (differentially expressed genes) were investigated via the SurvExpress platform

(http://bicinformatica.mty.itesm.mx:8080/Biomatec/SurvivaX.jsp). High and low-risk groups

were divided based on the maximized risk algorithm (Aguirre-Gamboa, 2013). This online tool
allowed us to assess the tumor gene expression and analyzed their association with the survival
of patients by Cox proportional hazard regression in high-risk and low-risk, as determined

through the SurvExpress optimization algorithm.
3 Results

3.1 Differential expression profiles of secretome genes across human ovarian cancers

We obtained a total of 507 samples, 88 samples of normal ovarian tissue belonging to
the GTEXx platform, and 419 primary ovarian tumors from the TCGA database. Differential
expression analysis revealed 628 up-regulated and 411 down-regulated genes.

DEGs had the most significant enrichment within the Gene Ontology database in
Biological Process (BP) and the KEGG 2019 (human) signaling pathways. Among the enriched
DEGs, it was noted that with the up-regulated genes we found the terms “Cytokine-cytokine
receptor interaction”; “IL-17 signaling pathway”; “Chemokine signaling pathway” and others
(Figure 1-A). In the Biological Process database, there was an enrichment of terms such as
“Cytokine-mediated signaling pathway”; “Cellular response to cytokine stimulus”;

“Chemokine-mediated signaling pathway”’; “Inflammatory response”; and others (Figure 1-B).

The enrichment of down-regulated genes is showed in Supplementary Figure 1.
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Figure 1. Enrichment analysis of ovarian cancer secretome obtained from The Cancer Genome Atlas (TCGA) up-
regulated compared to Genotype-Tissue Expression (GTEX) corresponding normal tissues. (A) Top 10 KEGG
pathways enriched with the up-regulated genes; (B) Top 10 biological processes (GO) enriched with the up-
regulated genes; The data express the percentage of enriched genes per term (left in gray) and -log10 of the p-

value (right in pink). KEGG (The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 2019 Human).

3.2 Gene interaction network
In the analysis of the set of up-regulated genes, we choose five terms enriched in
Molecular Function (Gene Ontology), according to the lowest FDR: cytokine activity, receptor-
ligand activity, cytokine receptor binding, molecular function regulator, and chemokine activity
(Table 1).

Table 1 — Description of the molecular functions found in the central cluster.

GO - Term Description False discovery rate
G0:0008009 Chemokine activity 1.874
G0:0045236 CXCR chemokine receptor hinding 9.62°%
G0:0048020 CCR chemokine receptor binding 7.251
G0:0048248 CXCR3 chemokine receptor binding 5.6813
G0:0031735 CCR10 chemokine receptor binding 7.07°%8



We observed the formation of an evident cluster containing the genes, CCL4, CCLS5,
CCL13,CCL19, CCL20, CCL25, CCL28, CXCL1, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CXCL13, CXL16, PF4, PPBP more interconnected and others more distant
attachments such as CCL11, CCL3, IL10 and other secondary clusters (Figure 2 — red circle).
We observed the formation of an evident cluster and other secondary connections mediated by

IL10. From that, we isolated this cluster to study it (Figure 3).
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Figure 2: Gene interaction network of setting up-regulated genes enriched in the term Cytokine-cytokine receptor
interaction secreted in ovarian cancer. The STRING analysis (http://www.string-db.org) illustrates the numerous
possible interactions between secreted genes with a minimum confidence score of 0.9. In the resulting network,

genes are represented as nodes connected by edges. The five main terms of Molecular Function (Gene Ontology)



enriched with lower False discovery rate (FDR) are represented by the color of the nodes: cytokine activity (red),
receptor-ligand activity (blue), cytokine receptor binding (green), molecular function regulator (yellow),
chemokine activity (pink) and without functional enrichment (white).

Figure 3: The central cluster formed from the gene interaction network of the regulated set of genes enriched in
the term “Cytokine-cytokine receptor interaction” secreted in ovarian cancer. The STRING analysis
(http://www.string-db.org) illustrates the numerous possible interactions between secreted genes with a minimum
confidence score of 0.9. In the resulting network, genes are represented as nodes connected by edges. The five
main terms of Molecular Function (Gene Ontology) enriched with lower False discovery rate (FDR) are
represented by the color of the nodes: Chemokine activity (red), CXCR chemokine receptor binding (blue), CCR

chemokine receptor binding (green), cytokine receptor binding (yellow) and cytokine activity (pink).

3.3 Survival analysis

To evaluate the prognostic value of the differentially expressed genes, we used the genes
from the cluster above to analyze overall survival. Patients were divided into two groups, high
risk, and low risk, maximizing the number of patients into risk groups by an optimization
algorithm from the ordered prognostic index (Figure 4). High expression levels of CCL11, IL10,
CXCL1 genes in high-risk group were associated with lower survival rates. High expression
levels of CXCL10 and CXCL11 in low-risk patients also were associated with lower survival
rates. On the other hand, high levels of CXCL13 expression in low-risk patients were associated

with higher survival rates.
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Figure 4: The survival analysis of genes differentially expressed in the secretome of the ovarian cancer. The data
were calculated using the data set of The Cancer Genome Atlas of the ovarian cancer in the web-based tool Surv-
Express, which stratified the cancer patients in high-risk and low-risk (red and green respectively). The adjusted
hazard ratio (HR) with corresponding 95% confidence intervals, log-rank P-value (P), and the number of patients
successfully stratified (N) determined by univariate Cox regression analyses are shown on each survival Kaplan-

Meier Curve.

3.4 CXCL6 as a novel biomarker in ovarian cancer
The survival analysis revealed that high levels of expression of CXCL6 in high-risk

patients were associated with lower survival rates, as show in Figure 5.
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Figure 5: The survival analysis of CXCL6 gene in secretome of ovarian cancer patients. The data were calculated

using the data set of The Cancer Genome Atlas of the ovarian cancer in the web-based tool Surv-Express, which



stratified the cancer patients in high-risk and low-risk (red and green respectively). (A) The adjusted hazard ratio
(HR) with corresponding 95% confidence intervals, log-rank P-value (P), and the number of patients successfully
stratified (N) determined by univariate Cox regression analyses are shown on each survival Kaplan-Meier Curve.
(B) The gene expression by Risk Group, p-value (p).

3.4 In Silico Validation of Secreted Proteins

Immunohistochemical staining for the genes identified with increased gene expression
in ovarian tumoral samples by the HPA database. Ovarian (OV) immunohistochemical images
were analyzed, and two genes (CXCL11 and IL10) showed high or medium immunostaining in
OV tumor tissue while low or medium in normal OV tissue. CXCL13 was not detected in
immunostaining of tumor or normal tissue. The chemokines CXCL1, CXCL10, and CCL11 did
not have images available in the HPA database, despite having established data about their
involvement in OC. CXCLG6 also did not have available images in the HPA database, further

has no data in the literature concerning its role in ovarian cancer.
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Figure 6: Identification of secreted genes in normal and ovarian cancer (OV) tissues using immunohistochemical
staining data available at The Human Protein Atlas database. These proteins were selected based on their

significant increased gene expression, as identified using the Xena Browser tool.

4 Discussion

Ovarian cancer is one of the gynecological malignancies that most affect women
worldwide, and its mortality rate exceeds that of uterine cancer (Li, 2019). The conditions for
its development remain unknown but was seems that inflammation can influence the
recruitment of cancer cells (Jia, 2018). We sought to characterize the molecular and biological
functions of differentially expressed genes within ovarian cancer secretome. Our results
revealed genes described as mediators of the inflammatory response and cytokines that promote
the chemotaxis of immune system cells (STRING, 2021).

The chemokines found of the CXC type belong to both the ELR+ and the ELR- groups.
CXC ELR+ chemokines promote neutrophil chemotaxis and angiogenesis, such as CXCL1 and
CXCL6 found in our study (Strieter et al., 1995). Recent research has found that the co-culture
of human cervical cancer cells and autologous fibroblasts is associated with higher levels of
CXCL5 and CXCL1 and their CXCR2 receptor involved in a pro-angiogenic pathway
(Spurgeon, 2017). Elevated levels of IL10 were related to malignant and benign tumors of
ovarian cancer, being more significant in malignant tumors. Furthermore, the survival rate was
significantly higher in patients with lower serum levels of 1L8 and IL10 (Zhang et al., 2019).

ELR-type CXC chemokines are known to be angiostatic, and to attract lymphocytes and



natural killer (NK) cells (Strieter et al., 1995). In our study, we found the chemokines CXCL11
belonging to this group. Mediators CXCL11 and CXCL13 (belonging to ELR+ group), CXCR3
receptor ligands, have been associated with better survival rates among ovarian cancer patients
(Nakamura, 2019). However, CXCL11 has also been described as angiogenic due to its binding
to a different portion of the CXCR3 receptor. That may be associated with decreased effector T
cell function (Karin, 2018).

CC chemokines induce the recruitment of dendritic cells, monocytes, lymphocytes, NK
cells, eosinophils, and basophils (Verbeke, Struyf, Laureys, et al., 2011). In our study, we found
the presence of the chemokine CCL11 as a biomarker in the worsening prognosis of patients
with ovarian cancer. Recent findings implicate CCL11 as a direct mediator of ovarian
tumorigenesis was also seen significant levels of CCL11 and its receptors CCR2, CCR3, and
CCR5, on ovarian cell lines and tissue sections with a strong positive correlation between
individual receptor expression and tumor grade (Nolen & Lokshin, 2010).

Under normal physiological conditions, it was seen that CXCL6, an ELR+CXC
chemokine also known as GCP2, participates in cardiac repair and regeneration through its
paracrine secretion by human cardiac progenitor cell (CPCs). In turn, it works by favoring the
recovery of affected vessels, acting on cardiac mesenchymal cells through its angiogenic
properties (Toran et al., 2017). However, these same characteristics appear to be crucial in
determining a worse prognosis in cancer. In our study, the high expression of the CXCL6 were
significantly associated with a poor survival index in the ovarian cancer samples. In a cervical
cancer model, up-regulation of CXCL6 level restored the proliferation, colony formation,
migration, and invasion of cervix squamous cell carcinomacells (Shen et al., 2019). In addition,
a previous study indicates that the modulation promoted by the upregulation of miR-515-5p in
the CXCL6 gene was able to suppress cell proliferation, migration and promote apoptosis in
non-small cell lung cancer (NSCLC), confirming its carcinogenic role (J. Li et al., 2018). In a
study with human brain microvascular endothelial cells (HBMEC), CXCL6 regulated ischemia-
reperfusion injury-induced permeability and proliferation by modulating Sirt3 expression via
AKT/FOXO3a activation (Wang et al.,, 2021). GCP-2 was predominantly induced in
mesenchymal cells by IL-1 but down-regulated by IFN-. This suggests a more selective role of
GCP-2 in inflammation (Wuyts et al., 2003).

Verbeke et al (2011), demonstrated the involvement of CXCLG6 in melanoma growth and
metastasis by neutralizing it with an anti-muGCP-2 monoclonal antibody. In addition, it was
described an inverse correlation existing between the residual amount of antibodies in the blood

circulation and the tumor size in mice (Verbeke, Struyf, Berghmans, et al., 2011). CXCL6 was



up-regulated in ovarian cancer lineage (OVCAR-3) after treatment with the demethylating
agent 5-aza-deoxycytidine (5-aza-dC). In addition, it was also found hypermethylated in
ovarian cancer compared to control tissues, indicating that this gene can undergo functionally
significant changes in methylation during cancer development (Menendez et al., 2007).

The role of this chemokine in ovarian cancer has not been elucidated in the literature so
far. However, the mediation promoted by its CXCR1 and CXCR2 receptors was associated with
cancer progression, besides decreasing apoptosis and improving angiogenesis in OC (Z. Li et
al., 2014; Taki et al., 2018; Yang et al., 2010). These data indicate that CXCL6 is important for
the metastasis and progression of cancer overall. We believed that it plays an oncogenic role in
ovarian cancer; once the survival index to this chemokine was lower in high-risk patients that
had higher gene expression index. As future steps, new experimental studies should be carried

out to clarify the CXCL6 mechanisms involved in this process.

5 Conclusions

The findings gathered in this article characterize differentially expressed genes that
encode secretome proteins. Among them, signaling pathways involved in the inflammatory
process stood out. Moreover, many chemokines were identified in OC secretome, with known
roles in the literature. However, the role of CXCL6 in this cancer type is unclear. In this study,
we demonstrated that CXCL6 was up-regulated in ovarian cancer and decrease the survival
index. These events indicated a role for CXCL6 as an inedited prognostic biomarker in OC.
Therefore, suppression of CXCL6 should be studied as a potential therapeutic tool in OC

patients.
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Supplementary Figure 1: Gene expression analysis of ovarian cancer secretome components obtained from The
Cancer Genome Atlas (TCGA) down-regulated compared to Genotype-Tissue Expression (GTEX) corresponding
normal tissues. (A) Gene Ontology-Biological Process; (B) The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(KEGG) 2019 Human. Data are expressed as the percentage of enriched genes per term (left in gray) and -log10

of the p-value (right in blue).
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