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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma oral de células escamosas (COE) é um tumor agressivo cuja
progressao ¢ influenciada pelas interagdes no microambiente tumoral. Fibroblastos associados
ao cancer (CAFs) e estruturas cell-in-cell (CIC) tém emergido como elementos criticos na
modulagdo da plasticidade tumoral, remodelagdo tecidual e evasdo imune. Contudo, a
influéncia espacial dos CAFs sobre a expressdo génica tumoral, particularmente relacionada a
formag¢do de CICs, ainda ¢ pouco compreendida. OBJETIVO: Investigar os transcritos
tumorais associados a processos biologicos de remodelacdo tecidual, adesdo celular e
plasticidade tumoral (incluindo a formagdo de estruturas CIC), bem como a influéncia dos
CAFs e do microambiente tumoral no transcriptoma espacial de esferoides e tecido de COE,
respectivamente. METODO: Foi realizada uma anélise in silico utilizando dados do TCGA
para identificar transcritos tumorais com maior variabilidade de expressdo e estabelecer redes
de correlagdo génica e enriquecimento funcional. Anélises adicionais de expressdo génica
foram realizadas em linhagens tumorais. Modelos tridimensionais de esferoides de COE foram
gerados por bioprinting magnético (NanoShuttle-PL™, Greiner Bio-One) utilizando células
tumorais (SCC-4 e H357) e fibroblastos normais e ativados (NHOF ¢ NHOF-MYO). Apos
fixagdo, processamento e construcdo de TMA, foi realizada andlise de transcriptoma espacial
com a plataforma Xenium™ (10x Genomics). Um caso clinico de COE também foi analisado
por transcriptoma espacial Visium™ (10x Genomics) e histologia para avaliagdo translacional
dos achados. RESULTADOS: A andlise in silico identificou os transcritos tumorais mais
variaveis associados a remodelamento da matriz extracelular, plasticidade tumoral e adesao
celular, além de redes funcionais associadas. A andlise espacial revelou padrdes de expressao
génica associados a presenca de fibroblastos ativados nos esferoides tumorais e no caso clinico,
envolvendo genes ligados a fenotipos mais agressivos e formagdao de estruturas CIC.
CONCLUSOES: O estudo sugere que fibroblastos associados ao cancer podem influenciar a
expressdo génica de tumores de COE de forma espacialmente organizada, favorecendo perfis
associados a remodelamento tecidual, plasticidade e formagao de estruturas CIC. A abordagem
integrativa envolvendo andlises in silico, modelos tridimensionais e casos clinicos refor¢a o
carater translacional da pesquisa e contribui para uma compreensao mais abrangente das
intera¢des tumor-estroma no COE.

Palavras-chave: Carcinomas de células escamosas orais. Formacdo de célula em célula.
Transcriptoma.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is an aggressive tumor whose
progression is influenced by tumor microenvironment interactions. Cancer-associated
fibroblasts (CAFs) and cell-in-cell (CIC) structures have emerged as critical elements in
modulating tumor plasticity, tissue remodeling, and immune evasion. However, the spatial
influence of CAFs on tumor gene expression, particularly regarding CIC formation, remains
poorly understood. AIM: To investigate the tumor transcripts associated with key biological
processes in tissue remodeling, cell adhesion, and tumor plasticity (including the formation of
CIC structures), as well as the influence of CAFs and the tumor microenvironment on the spatial
transcriptome of OSCC spheroids and tissue. MATERIAL AND METHODS: An in silico
analysis was performed using TCGA data to identify highly variable tumor transcripts and to
establish gene correlation and functional enrichment networks. Gene expression analyses were
also conducted on OSCC cell lines. Three-dimensional tumor spheroids were generated via
magnetic bioprinting (NanoShuttle-PL™, Greiner Bio-One) using OSCC cell lines (SCC-4 and
H357) and normal or activated fibroblasts (NHOF and NHOF-MYO). After fixation,
processing, and TMA construction, spatial transcriptomics analysis was performed using the
Xenium™ platform (10x Genomics). Additionally, a clinical OSCC case was analyzed through
Visium™ spatial transcriptomics and histology for translational evaluation. RESULTS: The in
silico analysis identified the most variable tumor transcripts associated with extracellular matrix
remodeling, tumor plasticity, and cell adhesion, as well as functional enrichment networks.
Spatial transcriptomics revealed gene expression patterns associated with the presence of
activated fibroblasts in tumor spheroids and in the clinical case, involving genes linked to more
aggressive phenotypes and the formation of CIC structures. CONCLUSIONS: The findings
suggest that cancer-associated fibroblasts may influence tumor gene expression in OSCC in a
spatially organized manner, favoring profiles associated with tissue remodeling, plasticity, and
CIC formation. The integrative approach, combining in silico analyses, 3D models, and clinical
samples, reinforces the translational relevance of the study and contributes to a deeper
understanding of tumor-stroma interactions in OSCC.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma. Cell-in-cell formation. Transcriptome.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma oral de células escamosas

O carcinoma oral de células escamosas (COE) representa aproximadamente 90% dos
casos de cancer de boca (Gonzélez-Ruiz et al., 2023; Tan, Yunhan et al., 2023), configurando-
se como um desafio significativo para a satde global (Cunha et al., 2023). As estimativas
estimativas globais para esse tumor sao de aproximadamente 377.000 novos casos ¢ 177.000
mortes anuais (Gonzélez-Ruiz et al.,, 2023). O COE ¢é um tumor de células epiteliais
caracterizado pelo seu perfil agressivo (Cunha et al.,, 2023). Apesar dos avancos nas
modalidades de tratamento, sua taxa de sobrevida em cinco anos permanece baixa, em torno de
50%, principalmente devido ao diagndstico tardio (Abadeh et al., 2019; Gonzalez-Ruiz et al.,
2023; Tadikamalla, 2024). A etiopatogenia do COE ¢ multifatorial, abrangendo tanto fatores
de risco genéticos, ambientais e comportamentais, como o uso do tabaco e o consumo de alcool
que possuem efeito protumoral sinérgico quando combinados (Cunha et al., 2023; Gonzalez-
Ruiz et al., 2023). Outros fatores de risco incluem exposi¢ao cronica ao sol (particularmente
para canceres de labio) e infeccao pelo papilomavirus humano (Keck et al., 2015).

A base molecular do COE envolve alteragdes genéticas complexas que levam ao
desenvolvimento do tumor. A progressdao do COE ocorre através de mudancas genéticas que
ativam oncogenes € inativam genes supressores de tumor, em especial mutagdes nos genes
TP53, PIK3CA e CDKN2A (Almangush et al., 2017, Cirillo et al., 2017; Saluja et al., 2020).
Em alguns casos, o processo de progressao ocorre desde uma displasia, até a invasao tecidual
que caracteriza um carcinoma (Khalid ef al., 2019; Meng et al., 2011). Sua assinatura génica
envolve processos relacionados a infiltragdo imune (Almangush et al., 2017; Feng et al., 2022),
plasticidade celular (células-tronco) (Lee, Jin Woo; Lee, 2021) e a vias especificas de
sinalizagdo, como a via do PI3K-AKT (Ghafouri-Fard et al., 2022), Wnt, Notch, e Hedgehog
(Guimaraes et al., 2020; Patni et al., 2021).

O manejo do COE permanece desafiador, exigindo uma abordagem multidisciplinar que
combine cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Mohamad et al., 2023). A cirurgia segue como
a principal modalidade para casos ndo metastaticos, especialmente em estagios iniciais
(Kusukawa, 2011). Para tumores localmente avangados, frequentemente sdo necessarios
procedimentos extensos, como mandibulectomias parciais ou totais, que resultam em severos

comprometimentos funcionais, afetando mastigacao, degluticdo e fala (Kumari et al., 2024).
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Estas limitagdes impactam significativamente a qualidade de vida dos pacientes, promovendo
isolamento social e dificuldades de reintegracao profissional.

No contexto de doenca localmente avancada ou metastatica, a quimioterapia adjuvante
ou paliativa, baseada em farmacos como cisplatina, 5-fluoroacil (5-FU) e docetaxel, ¢
amplamente empregada (Mohamad ef al.,, 2023; Tadikamalla, 2024). A quimioterapia
neoadjuvante com esquemas como docetaxel-cisplatina-5-FU tem demonstrado algum
beneficio na redugdo do tamanho tumoral e na melhoria da ressecabilidade (Noronha et al.,
2024), porém sua efetividade permanece limitada, com taxas de recorréncia de 25-45% (Kim,
Hyosik; Lee; Ahn, 2024) e ganho modesto de sobrevida global. Além disso, os efeitos adversos
sistémicos, como mucosite, imunossupressao e nefrotoxicidade, limitam a adesao e a qualidade
de vida dos pacientes (Jasiewicz; Qurban; Hughes, 2022).

Embora avangos terap€uticos recentes, como a imunoterapia com inibidores de
checkpoint imunologico (pembrolizumabe, nivolumabe) (Silva et al., 2023; Srikanthan et al.,
2024; Wondergem et al., 2024) e a incorporacao de terapias-alvo venham ampliando as opgdes
para o tratamento do COE, os ganhos clinicos ainda sdo modestos e restritos a subgrupos
especificos de pacientes (L1, Xia et al., 2021; Liu, Chang et al., 2024; Zhu, Xiayi et al., 2025).
Além disso, o custo elevado dessas estratégias impde um desafio significativo para a
sustentabilidade dos sistemas publicos de saude, particularmente em paises de baixa e média
renda, onde as taxas de mortalidade por cancer de boca e cavidade oral permanecem elevadas

(Cunha et al., 2023).

1.2 O microambiente tumoral

Por décadas, o desenvolvimento tumoral esteve relacionado a alteragdes genéticas ndo-
letais em oncogenes e genes supressores tumorais. Atualmente, entretanto, o cancer ¢
reconhecido como uma doenca sist€émica complexa onde o microambiente, microbioma e
sistemas bioldgicos, tais como a resposta imune (Liu, Chunxiao et al., 2024; Ugai et al., 2024,
p. 202; Zhang, Haohong et al., 2024), estdo envolvidos no desenvolvimento e a progressao
tumoral.

O microambiente tumoral ¢ uma rede de componentes celulares e ndo-celulares que
interagem com células tumorais, afetando seu desenvolvimento e resposta ao tratamento (Kim,
Jue Young; Moon; Kim, 2022; Shrivastava et al., 2023) (Figura 1). Estes elementos regulam a
proliferacdo tumoral, invasdo, angiogénese, metastase e resisténcia a quimioterapia (Kayamori

et al., 2016; Parkinson; James; Prime, 2016). Entre os componentes celulares, destacam-se as
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células-tronco tumorais, que possuem capacidade de autorrenovagao e sdo resistentes a terapias
convencionais através de mecanismos como reparo de DNA e ativagdo de vias antiapoptoticas
(Saluja et al., 2020); os fibroblastos associados ao cancer (CAFs), que remodelam os
componentes extracelulares e criam um ambiente pro-tumoral (Bello ef al., 2011; Kaya et al.,
2021); e as células imunes, especialmente os macrofagos associados ao tumor, que promovem
angiogénese ¢ imunossupressdo (Dong; Dong; Li, 2025; Mao et al., 2021)(Dong; Dong; Li,
2025; Lin, Nan-Nan et al., 2016; Zhang, Qian et al., 2024). A atuacao de células endoteliais e
vasos sanguineos fornece nutrientes e oxigénio além de criar vias para metastase (Kim, Jue
Young; Moon; Kim, 2022). Como componente ndo-celular fundamental, a matriz extracelular
(MEC) influencia o comportamento tumoral através de sua rigidez e composicdo proteica
(Khan, Kahkashan et al., 2024; Sheth et al., 2024), com suas proteinas estruturais servindo

como potenciais marcadores de progressao tumoral (Miyamoto ef al., 2023).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do microambiente tumoral no carcinoma oral de células escamosas (COE).
A ilustragdo destaca os principais componentes celulares, incluindo as células tumorais, fibroblastos associados
ao cancer (CAFs), células imunes, células-tronco tumorais e células endoteliais formando vasos sanguineos. Os
componentes ndo-celulares também sdo representados, como a matriz extracelular (MEC) rica em proteinas
estruturais, fatores de crescimento e citocinas. As interagdes entre esses elementos formam a complexa rede de
comunicag¢do que influencia o desenvolvimento e a progressao tumoral.

Microambiente tumoral no carcinoma oral

de células escamosas

Células tumorais
Formam o tumor e
interagem com o
microambiente

Células imunes
Papel de supressao ou
de promogao tumoral

o9 o
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celular e plasticidade

tumoral

Fibroblastos associados
ao cancer (CAFs)
Remodelam a matriz e
estimulam invasao

Células-tronco tumorais
Conferem auto-
renovacao e resisténcia
terapéutica

Matriz extracelular (MEC)
Regula adesao, invasao e
progressao tumoral

Células endoteliais/
endotélio vascular
Fornece nutrientes e
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Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.

No COE, o microambiente tumoral desempenha um papel importante através de
interagdes complexas que influenciam a ocorréncia e o desenvolvimento do tumor através de
varios mecanismos, incluindo o fornecimento de fatores de crescimento e citocinas,
modificacdo da MEC, regulacdo da resposta imune e promocao da angiogénese (Cirillo et al.,
2017; Lin, Jingwen et al., 2011)(Lin et al. 2011; Cirillo et al., 2017; Wang, Zhang, et al., 2019).
Estas interacdes envolvem redes elaboradas de comunicagdo que ocorrem de diversas formas,
seja através de sinalizacdo paracrina mutua que promove a proliferacdo tumoral, via
metaloproteinases de matriz que degradam a membrana basal, e/ou através de comunicagdo
molecular envolvendo proteinas secretadas (Baghban et al., 2020; Bonner; Willms, 2021;

Kanemaru et al., 2017).
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1.3 Fibroblastos associados ao cincer

Os CAFs sdo os principais componentes do estroma tumoral e atuam na promogao do
crescimento tumoral. Sua origem pode ser diversa, incluindo fibroblastos residentes (Ding et
al., 2018), células-tronco mesenquimais da medula 6ssea, células epiteliais (Dourado et al.,
2019), células endoteliais e células-tronco tumorais (Zhang, Qian et al, 2024). O
"recrutamento" e ativacao dos CAFs ocorre em resposta a fatores de crescimento e citocinas no
microambiente tumoral, como PDGF-BB, ANGPTL3 e TGF-B1 (Kim, Jue Young; Moon; Kim,
2022; Sekiguchi et al., 2023; Xu, Jianguo et al., 2024), sendo ampliado por mecanismos de
retroalimentagdo via IL-1B/NF-xB (Wei et al., 2019). A ativacdo também responde a estresses
ambientais, incluindo a exposicdo a quimioterapia, que aumenta a expressdo de o-SMA
(Schulze et al., 2019). A comunicacdo por vesiculas extracelulares (EVs) carregadas com
proteinas oncogénicas mantém esse estado ativado (Lv, Tianzhu et al., 2024; Mao et al., 2021;
Mayer et al., 2023; Wang, Wei-Zhou et al., 2023).

De um modo geral, CAFs sdo caracterizados principalmente pela expressdo de a-SMA
e FAP (Dourado ef al., 2019; Liu, Xue et al., 2023). Estes marcadores tém importante valor
prognostico, com a-SMA correlacionando-se a invasividade tumoral (Ba ef al., 2019; Wang,
Yujia et al., 2019) e FAP a transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM), resisténcia terapé€utica e
pior prognostico (Bienkowska; Hanley; Thomas, 2021). No entanto, os subtipos de CAFs
apresentam especificidades, como: CAFs miofibroblasticos, que expressam altos niveis de a-
SMA e podem ser especificamente associados a tumores primarios ou metéstases (Zhang, Qian
et al., 2024; Zhang, Qiuhua et al., 2024); CAFs senescentes, que superexpressam pl6INK4A e
regulam a autofagia em tumores geneticamente instaveis (Tan, May Leng et al., 2021); CAFs
inflamatorios, que expressam HIF 1A e secretam CXCL12 em regides hipermetabdlicas (Liu,

Pan et al., 2024); dentre outros (Figura 2).
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Figura 2 - Representag@o esquematica dos fibroblastos associados ao cancer (CAFs) no carcinoma oral de células
escamosas (COE). A ilustragdo mostra as multiplas origens dos CAFs, incluindo fibroblastos residentes, células-
tronco mesenquimais da medula Ossea, células-tronco tumorais, células epiteliais apos transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM) e células endoteliais. Sdo destacados os principais mecanismos de ativagdo, como os fatores
de crescimento PDGF-BB, TGF-1, ANGPTL3, citocinas ¢ vesiculas extracelulares (EVs). Trés diferentes
subtipos de CAFs sdo ilustrados: os CAFs miofibroblasticos (a-SMA+), CAFs senescentes (pl 6INK4A+) e CAFs
inflamatorios (HIF1A+/CXCL12+), bem como seus efeitos no microambiente tumoral, como remodelagdo da
matriz extracelular (MEC), promog¢ao da angiogénese, inducao da TEM e secrecao de fatores pro-tumorais.

Origem, ativagao e agoes dos CAFs no carcinoma oral de células escamosas
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Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.

A heterogeneidade dos subtipos de CAFs reforcam o amplo espectro de agdo dos
mesmos. Além de auxiliarem na remodelacdo do microambiente tumoral, essas células
contribuem para a resisténcia terapéutica (Berndt et al., 2014) através da reducao da secrecao
de fatores paracrinos (Liao et al., 2018) e da liberacdo de EVs (Kang et al., 2024). De fato,
analises protedmicas e estudos de espectrometria de massa revelaram que os CAFs sdo as
principais células contribuintes para o secretoma tumoral (Lau et al., 2024; Principe et al.,
2018), refor¢ando seu papel central na modulagdo do microambiente. Consequentemente, a alta
densidade de CAFs no microambiente tumoral esta associada a pior progndstico e redugdo da
sobrevida geral dos pacientes (Ko ef al., 2020; Wang, Yujia et al., 2019; Zhou et al., 2015).

Um dos principais papeis dos CAFs no microambiente tumoral ¢ a promogao da invasao.
Essas células sdo promotoras da TEM, um processo no qual células epiteliais perdem suas

caracteristicas definidoras e adquirem um fendtipo mesenquimal altamente migratério e
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invasivo. Essa transi¢do ¢ induzida por fatores secretados pelos CAFs, como SDF1, que ativa a
cascata TGF-B1/Smad (Gao, Pan et al., 2018; Li, Yao-yin ef al., 2018; Yang, Wenbin et al.,
2022) e o eixo TGF-B/SOX9 (Haga et al., 2021). Além disso, os CAFs sdo os principais
produtores de metaloproteinases de matriz (MMPs), como MMP-1, MMP-2, MMP-3, TIMP-1
e TIMP-3, que degradam os componentes da MEC, favorecendo a disseminagao tumoral (Fullar
et al., 2012). A producdo elevada de HAS2 por CAFs também contribui para a progressao
tumoral, estando associada a estagios avancados da doenga e a metastase linfonodal (Lin, Nan-
Nan et al., 2016). De maneira semelhante, a expressao de LOX por CAFs aumenta a rigidez da
MEC, criando um ambiente mecanicamente favoravel a invasdo celular (Zhang, Jia-Yi et al.,
2021).

O valor prognostico dos CAFs no COE ¢ evidenciado tanto pela expressdo de
marcadores moleculares especificos quanto pela sua densidade no estroma tumoral. Em termos
moleculares, além dos marcadores classicos a-SMA e FAP, os CAFs expressam proteinas
associadas a desfechos clinicos desfavoraveis, como niveis elevados de VIM e reduzidos de
Cav-1 (Kaya et al., 2021; Principe et al., 2018; Xu, Yuming et al., 2021). A superexpressao de
NOTCH3 e EREG correlaciona-se com maior tamanho tumoral e metastase linfonodal
(Kayamori et al., 2016), enquanto a regulacdo positiva de FERMT? e a presenca de CAFs
podoplanina+/a-SMA+ indicam menor sobrevida e maior disseminagdo linfonodal,
respectivamente (Inoue et al., 2014; Li, Yao-yin ef al., 2018; Ma et al., 2024; Tadokoro et al.,
2023). Quanto a densidade estromal, estudos demonstram correlacdo direta com critérios de
estadiamento TNM (Bello et al., 2011; Idoska et al., 2023; Sun, Li-Ping et al., 2019), sendo
que a presenca aumentada de células CD86+/a-SMA+ e uma elevada razdo CAFs/estroma
associam-se consistentemente a maior recorréncia tumoral e pior prognostico (Lin, Ching
Shwun et al., 2013; Lin, Nan-Nan et al., 2016; Qiu; Jiang; Shang, 2023; Vered et al., 2019).

Em sintese, os CAFs emergem como elementos-chave da modulagdo pro-tumoral do
microambiente. Apds sua ativagdo, orquestram uma complexa cascata de eventos a favor do
tumor, desde o estabelecimento de suporte metabdlico (Xia et al., 2024), até o remodelamento
da MEC para facilitar a invasdo e progressao tumoral (Piwocka et al., 2024; Wright et al.,
2023). Dessa forma, promovem adaptagdes que garantem a sobrevivéncia do tumor, incluindo

evasdo imunoldgica e resisténcia a quimioterapia (Piwocka et al., 2024).
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1.4 Estruturas cell-in-cell

De forma semelhante aos CAFs, as estruturas cell-in-cell ou célula-em-célula (CIC)
também estdo associadas a sobrevivéncia tumoral. Inicialmente descobertas hd mais de um
século pelo seu padrao morfologico, e hoje facilmente identificadas através de microscopia
avancada (Gottwald et al., 2020; Kroemer; Perfettini, 2014; Schenker et al., 2017), estas
estruturas ocorrem quando uma célula hospedeira maior encapsula uma ou mais células vivas
dentro de um vactolo (Siquara da Rocha et al., 2022). Sua morfologia caracteristica consiste
em uma célula com seu nucleo deslocado para a periferia e comprimido em formato semilunar,
devido a presenga de uma outra célula internalizada (Almangush et al., 2020; Florey; Kim;
Overholtzer, 2015; Jain, M, 2015; Wang, Xinlong et al., 2019), resultando em uma aparéncia
que lembra um "olho de péassaro" ou "anel de sinete". Sao identificadas por coloragdo H&E e
marcadores moleculares como E-caderina e N-caderina (Ruan et al., 2019). Embora sejam
frequentemente observadas em malignidades agressivas como o COE, a auséncia de uma
classificagdo padronizada dificulta seu estudo, uma vez que apresentam multiplos mecanismos
de formacao e diversos perfis de expressdo génica (Siquara da Rocha ef al., 2022).

As estruturas CIC surgem como mecanismos criticos de competicdo celular,
frequentemente descritos como exemplos do principio da "sobrevivéncia do mais apto" em
nivel celular (Kroemer; Perfettini, 2014; Mousavi; Razi, 2021; Sun, Qiang et al., 2014; Sun,
Qiang; Huang; Overholtzer, 2015). No processo de englobamento celular, as células malignas
promovem expansdo clonal, aumentar agressividade e facilitar a colonizagdo tecidual
(Almangush et al., 2020; Huang, Hongyan ef al., 2015). Em cenarios de estresse, a formagao
de CICs confere vantagem adaptativa ao eliminar competidores menos aptos, promover
instabilidade genética (Wang, Ruizhi et al., 2023), facilitar resisténcia terapéutica (Tonnessen-
Murray; Jackson, 2020) e reforgar a capacidade de invasdo (Huang, Hongyan et al., 2015;
Overholtzer et al., 2007).

As estruturas CIC no COE tém sido intimamente associadas a presenga de CAFs, como
demonstrado em estudos recentes utilizando modelos de cultura celular 3D. Essas investigagdes
revelam que esferoides heterotipicos contendo CAFs mostram maior prevaléncia de estruturas
CIC, sugerindo que o componente estromal influencia ativamente esse comportamento celular
(Siquara da Rocha et al., 2023). Essa observagado alinha-se com o entendimento de que tanto as
CAFs quanto as estruturas CIC contribuem para a progressdo tumoral através de multiplos

mecanismos, incluindo a promog¢ado da invasdo e metastase.
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A formagao de estruturas CIC envolve uma multiplicidade de mecanismos moleculares
e celulares, refletindo a complexidade desses processos. Embora marcadores especificos como
E-caderina, Cav-1 e IL-8 estejam envolvidos em interacdes homotipicas, comunicagdo tumor-
estroma e adesdo intercelular, respectivamente (Fu et al., 2017; Huang, Hongyan et al., 2015;
Ruan et al., 2018; Saquel et al., 2024), a heterogeneidade dessas estruturas tem levado a
diferentes sistemas de classificagdo na literatura (Siquara da Rocha et al., 2022). Alguns autores
as identificam coletivamente como canibalismo celular tumoral, independente de suas
assinaturas moleculares especificas, enquanto outros preferem nomenclaturas baseadas nos
tipos celulares envolvidos, como no caso do engolfamento de neutréfilos ou leucocitos (Huang,
Hongyan et al., 2015; Sarode, Sachin C.; Sarode, 2014). Dentre os principais mecanismos por
tras da formacdo dessas estruturas, destacam-se o canibalismo e a entose, cada um
representando processos distintos com caracteristicas e implica¢des Unicas para a biologia do

cancer (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismos de formacao de estruturas cell-in-cell (CIC). No canibalismo celular (superior), uma célula
hospedeira engloba passivamente outra célula, podendo ocorrer entre células do mesmo tipo (homotipico) ou
diferentes (heterotipico). A célula internalizada geralmente sofre morte ndo-apoptotica, contribuindo para a
sobrevivéncia tumoral em condigdes de estresse. Na entose (inferior), que também pode ser homotipica ou
heterotipica, uma célula invade ativamente outra célula através de mecanismos dependentes de E-caderina e da via
Rho-ROCK. A célula internalizada pode ser degradada por enzimas lisossomais ou, ocasionalmente, liberada.
Ambas as estruturas tém apresentacdo morfologica semelhante, como “anele de sinete” ou “olho de passaro”,
podendo ser identificadas em cortes histologicos corados em H&E. Ambos os processos influenciam a progressao
tumoral através da selecdo clonal, aumento da agressividade e resisténcia terapéutica.
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Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.

O canibalismo celular ¢ o primeiro mecanismo por tras da formacgao de estruturas CIC,

no qual uma célula ¢ passivamente englobada por outra, diferenciando-se de processos como a
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fagocitose (Sarode, Gargi S.; Sarode; Karmarkar, 2012; Sharma et al., 2015). Este processo
pode ser classificado em canibalismo homotipico, envolvendo células do mesmo tipo, e
canibalismo heterotipico, quando envolve células de tipos diferentes (Jain, M, 2015). O
canibalismo envolve a participagdo de proteases lisossomais, atividade de catepsina B,
formacao de caveolas e manuten¢do da integridade do citoesqueleto de ezrina (Sarode, Gargi
S.; Sarode; Karmarkar, 2012). As células canibalisticas em COE costumam expressar
marcadores como lisozima e CD68, associados ao comportamento agressivo do tumor (Sarode,
Sachin C.; Sarode, 2013). Apos a internalizagdo, a célula englobada geralmente sofre morte
ndo-apoptdtica, favorecendo a sobrevivéncia do tumor em microambientes hostis,
caracterizados por hipoxia, acidose e escassez de nutrientes (Siddiqui et al., 2019). Embora o
canibalismo possa, teoricamente, tanto promover quanto suprimir o crescimento tumoral, no
contexto do COE ele esta associado a progressdo tumoral, alto grau histologico e maior
potencial metastatico (Jain, M, 2015; Jain, Megha et al., 2017; Siddiqui et al., 2019). A forma
denominada "canibalismo complexo" foi descrita especificamente no COE, no qual mais de
uma célula encontra-se englobada em outra, estando associada a uma maior capacidade
metastatica, atuando como marcador histopatoldgico relevante (Keerthika ef al., 2024; Sarode,
Gargi S.; Sarode; Karmarkar, 2012).

A entose ¢ um processo particular de formacgao de estruturas CIC no qual uma célula
invade ativamente outra cé€lula, desencadeando uma forma de morte celular ndo-apoptotica
denominada morte entdtica (Florey; Kim; Overholtzer, 2015; Kroemer; Perfettini, 2014;
Overholtzer et al., 2007). Apesar de conceituada por alguns como exclusivamente homotipica
(Kianfar ef al., 2022), ha relatos de entose entre células fenotipicamente distintas (Armistead ef
al., 2020; Yang, Xinyu et al., 2024). A falta de consenso na classificacdo desse fenomeno €
frequente na literatura (Siquara da Rocha ef al., 2022). Os mecanismos moleculares da entose
dependem da adesdo mediada por E-caderina e da contragdo actomiosina regulada pela via de
sinalizagdo Rho-ROCK (Overholtzer et al., 2007; Sun, Qiang; Huang; Overholtzer, 2015). A
célula internalizada ¢ usualmente degradada por enzimas lisossomais, embora em alguns casos
possa ser liberada intacta (Dziuba et al., 2023). No cancer, a entose apresenta um papel dual:
pode favorecer a evolugdo tumoral ao eliminar células competidoras (Fais; Overholtzer, 2018;
Sun, Qiang et al., 2014), mas também pode atuar como mecanismo Supressor a0 promover a
morte de células potencialmente malignas (Florey; Kim; Overholtzer, 2015). No COE, a
presenca de entose e fendmenos relacionados tem sido associada a maior agressividade e
resisténcia terapéutica, ressaltando sua relevancia na progressao tumoral (Siquara da Rocha et

al., 2022).
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1.5 Modelos tridimensionais

O estudo do COE in vitro ¢ desafiador devido a sua complexidade biologica e
morfologica (Baghban et al., 2020; Bhat et al., 2021; Huang, Yisheng et al., 2021). Modelos
bidimensionais (2D) de cultivo celular, amplamente utilizados em pesquisas oncologicas,
apresentam limitacdes criticas na reproducao da complexidade dos tumores so6lidos. O cultivo
em monocamada resulta em uma distribuicdo homogénea de células, com exposicao uniforme
a nutrientes e oxigénio, o que nao reflete a heterogeneidade observada in vivo (Salinas-Vera et
al., 2022; Suarez-Martinez et al., 2022). A auséncia de gradientes de concentracdo impede a
formagao de zonas de hipoxia, areas proliferativas e nicleos necrdticos, caracteristicas dos
tumores solidos que influenciam diretamente seu comportamento biologico (Doctor et al.,
2020; Ham et al., 2016; Ostapowicz et al., 2024). Além disso, a interacao entre células tumorais
e a MEC ¢ pouco representada em culturas 2D, comprometendo a avaliacdo de processos como
adesdo, migragdo e remodelagdo tecidual (Infanger; Lynch; Fischbach, 2013; Marques, Joana
Rita Oliveira Faria ef al., 2023). Essas limitacdes comprometem a capacidade dos modelos 2D
de reproduzir a dinamica real do microambiente tumoral, impactando a validade translacional
dos achados laboratoriais.

Um modelo experimental para cancer, portanto, deve considerar varias populacdes
celulares e suas interacdes, incluindo células inflamatorias, células hematopoiéticas, células de
defesa e fibroblastos (Chang ef al., 2014; Flores Molina et al., 2020), bem como componentes
da MEC que influenciam a invasdo tumoral (Conklin; Keely, 2012; Correa de Sampaio et al.,
2012; Risom et al., 2022). Embora os modelos in vivo usando camundongos representem um
avango em relacdo a cultura celular 2D, eles também tém limitagdes em representar a doenca
humana. Estes modelos estdo sujeitos tanto a influéncias externas das condi¢des laboratoriais
(Van Norman, 2019) quanto a questdes proprias do seu metabolismo e resposta imune (Chan,
Yi-Hao; Lum; Ng, 2015; Enriquez et al., 2020). Além disso, hd preocupagdes éticas
significativas em relacdo a pesquisa com animais (Andersen; Winter, 2019).

Os modelos celulares 3D estdo revolucionando a pesquisa em cancer ao fornecer
plataformas fisiologicamente relevantes para estudar interagdes celulares complexas e
mecanismos moleculares (Figura 4). Esses sistemas podem ser classificados em trés categorias
principais: modelos scaffold-free, onde as c€lulas se auto-organizam sem suporte estrutural
externo, como o modelo de esferoides (Biatkowska et al., 2020; Miyamoto et al., 2023),
organoides (Bajpai et al., 2022; El Harane et al., 2023) e gota suspensa (Pandey et al., 2021;

Shri et al., 2017); modelos scaffold-based, que utilizam suportes fisicos ou matrizes
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tridimensionais para guiar o crescimento celular, como os hidrogéis (Abuwatfa; Pitt; Husseini,
2024; Ahmed, Monieb A.M.; Nagelkerke, 2021; Khan, Anowar H. et al., 2022), os sistemas
Transwell (Abuwatfa; Pitt; Husseini, 2024; Nelson; Bissell, 2006) e o bioprinting 3D (Nelson,;
Bissell, 2006; Salinas-Vera et al., 2022); e os sistemas hibridos, que combinam elementos de
ambos os tipos para maior complexidade fisioldgica, como os microcarriers (De Soure et al.,
2016; Handral; Wyrobnik; Lam, 2023), os biorreatores (Hsieh et al., 2015) e o organ-on-a-chip
(Sun, Wujin et al., 2019).

Figura 4 - Representagdo esquematica dos principais modelos tridimensionais (3D) de cultivo celular utilizados
na pesquisa em cancer. Os métodos sdo classificados em scaffold-based (com suporte de matriz), scaffold-free
(sem suporte de matriz) e hibridos, ilustrando exemplos como esferoides, organoides, microcarriers, bioreatores
e sistemas organ-on-a-chip. Entre os modelos scaffold-free, destaca-se também a formagdo de esferoides por
bioprinting magnético. Esses modelos oferecem microambientes mais fisiolégicos para o estudo do
comportamento tumoral.

Modelos tridimensionais (3D) de cultivo celular

Scaffold-based Scaffold-free Hibridos

/- \ N

Hidrogéis Gota suspensa Microcarriers
Sistemas Transwell Organoides Bioreatores
3D bioprinting Esferoides Organ-on-a-chip

*Magnetic bioprinting

Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.
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Nesse contexto, a cultura de esferoides destaca-se como um método confidvel para
estudar varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama (Calar et al., 2020; Vidavsky et al.,
2018), cancer renal (Filipiak-Duliban et al., 2022), neuroblastoma (Asthana et al., 2020) e COE
(Miyamoto et al., 2023). Os esferoides permitem a simulagdo de caracteristicas-chave dos
tumores solidos, representando gradientes de nutrientes, tensdo de oxigénio e zonas celulares
distintas (camada externa proliferativa, regido quiescente e centro hipoxico) (Dini et al., 2016;
Marques, Inés Alexandra et al., 2022). Além disso, esses sistemas tridimensionais permitem
analises mais fisiologicas das interagdes tumor-estroma, dos mecanismos de invasao mediados
por fibroblastos e das propriedades fisicas da MEC (Kayamori ef al., 2016; Li, Huan et al.,
2015; Zhang, Jia-Yiet al.,2021), bem como o estudo da dorméncia tumoral, migragdo orientada
por CAFs e resisténcia terapéutica (Bartosh et al., 2016; Bozkurt et al., 2021; Haga et al., 2021;
Kang et al., 2024).

No cancer oral, esferoides possibilitaram a avaliagdo de terapias como cisplatina e
cetuximabe em modelos com adesdo e arquitetura mais proéximas das observadas in vivo (Ono
et al., 2022). Modelos derivados de pacientes tém revelado respostas heterogéneas
correlacionadas ao perfil clinico e permitido o estudo de células-tronco tumorais (Ikeda-
Motonakano et al., 2023; Mehta, Geeta et al., 2012). O uso de esferoides em dispositivos
microfluidicos simula gradientes fisiologicos e refor¢a seu potencial para a medicina
personalizada (Ham et al., 2016; Mehta, Viraj et al., 2024). Além disso, esses modelos t€ém
contribuido para o estudo da heterogeneidade metabolica associada a agressividade e resisténcia
no COE (Miao et al., 2024).

Dentre os métodos de obtengdo de esferoides tumorais, o bioprinting ou bioimpressao
magnética se destaca por sua reprodutibilidade e escalonabilidade, permitindo a formagao
rapida e consistente de estruturas multicelulares complexas (Caleffi et al., 2021; Datta et al.,
2018). Essa tecnologia utiliza nanoparticulas biocompativeis que interagem eletrostaticamente
com as membranas celulares e, apos cerca de oito dias, se desprendem parcialmente,
permanecendo retidas na MEC sem comprometer as funcdes celulares (Koudan et al., 2021;
Matschegewski et al., 2019). Baseando-se nesta metodologia, nossa equipe (de Aratjo et al.,
2024)(de Araujo et al., 2024) (Apéndice) otimizou o protocolo de bioprinting utilizando o
sistema NanoShuttle-PL™ (Greiner Bio-One), reduzindo o tempo de incubagdo e concentragao
de nanoparticulas utilizadas. Além disso, nosso grupo otimizou o modelo para coculturas
heterotipicas de células tumorais e CAFs, viabilizando o estudo aprofundado de interagdes
celulares complexas, incluindo a formagao de estruturas CIC (de Araugjo et al., 2024; Siquara

da Rocha et al., 2023) (Apéndice). Esses modelos representam um avanco relevante para a
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pesquisa translacional em cancer, oferecendo plataformas fisiologicamente relevantes para o

estudo da progressdo tumoral e para a triagem de terapias personalizadas.

1.6 Transcriptomica espacial

As plataformas de transcriptdmica espacial tém se consolidado como ferramentas cada
vez mais populares na pesquisa oncologica, oferecendo vantagens significativas em relacao as
abordagens convencionais de sequenciamento de RNA. Esse modelo preserva a arquitetura
tecidual, permitindo mapear a expressao génica com a localizagdo precisa das células dentro do
microambiente tumoral (Arora et al., 2023; Cilento; Sweeney; Butler, 2024). Essa capacidade
¢ fundamental para a compreensdo da organizagdo tecidual que influencia a sobrevivéncia
tumoral, a progressao da doenga e a resposta terapéutica (Arora et al., 2023; Iwasa et al., 2023),
permitindo caracterizar a heterogeneidade espacial, identificar assinaturas génicas localizadas
e integrar dados com outras plataformas Omicas, viabilizando abordagens de medicina
personalizada (Haller et al., 2024; Wang, Liping et al., 2023).

No contexto do COE, a aplicacdo da transcriptdomica espacial tem aprofundado a
caracterizagcao do tumor, evidenciando diferengas marcantes entre o nucleo tumoral ¢ a borda
de invasdo, com esta ultima associada a piores desfechos clinicos (Arora et al., 2023). Estudos
também demonstraram que a proximidade entre tumor e nervos periféricos, revelada pela
andlise espacial da expressdo génica, pode ser um preditor de progndstico negativo mesmo em
casos sem invasao neural classica (Deleanu; Ceafalan; Dricu, 2021). Adicionalmente, métodos
de andlise de expressdo génica espacial t€ém sido usados para investigar mecanismos de
resisténcia imunoterapéutica (Iwasa et al., 2023), e para explorar a distribuigdo espacial de RNA
microbiano nos tecidos de COE, abrindo novas perspectivas sobre a interagdo entre o
microbioma e o cancer (Park et al., 2024). A aplicagdo da analise espacial do RNA no estudo
do COE tem proporcionado avangos relevantes na caracterizagao das interacdes celulares no
microambiente tumoral, revelando, por exemplo, o papel dos CAFs inflamatorios na indugao
de imunossupressdo e dos CAFs miofibroblasticos na promoc¢do da metastatiza¢ao linfonodal
(Haller et al., 2024; Liu, Zheqi et al., 2024; Schmitd et al., 2022).

No entanto, apesar do crescimento das aplicacdes das estratégias de transcriptomica
espacial no COE, a integragao dessa tecnologia com modelos tridimensionais, como esferoides
tumorais, permanece pouco explorada na literatura. Esta lacuna limita a compreensdo das
interagdes tumor-estroma e a heterogeneidade funcional dos tumores (Cordani et al., 2024; Ono

et al., 2022). Assim, a combinacao de analises de transcriptomica espacial com esferoides
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tumorais representa uma estratégia inovadora e necessaria para expandir o conhecimento sobre
os mecanismos pelos quais os CAFs modulam a expressdo génica associada a adesdo celular,
remodelagdo da MEC, plasticidade tumoral e formacao de estruturas CIC no COE. Esta
abordagem integrativa e translacional tem o potencial de elucidar novos alvos terapéuticos e
biomarcadores, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes no combate

a progressao tumoral.



38

2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos no entendimento do papel CAFs na progressao tumoral, as
interacdes entre esses componentes € sua contribuicao para a heterogeneidade molecular ainda
sdo pouco exploradas no COE. Além disso, as limitagdes dos modelos bidimensionais
convencionais dificultam a reprodu¢ao da complexidade espacial e funcional do microambiente
tumoral, restringindo a investigagao de processos biologicos como remodelagdo tecidual,
adesdo celular, plasticidade tumoral e a formagao de estruturas CIC.

Este estudo propde integrar andlises in silico — para identificar transcritos
diferencialmente expressos e varidveis associados a esses processos — com abordagens
experimentais em modelos tridimensionais de esferoides contendo CAFs e em tecido tumoral
humano. A aplicagao do transcriptoma espacial nesses contextos permitird mapear a expressao
génica em sua organizacdo espacial, possibilitando a caracterizacdo de perfis moleculares
distintos e refletindo a heterogeneidade das interagdes tumor—microambiente. Esta abordagem
visa ampliar a compreensdo sobre a biologia tumoral do COE e fornecer subsidios para futuras

investigagdes de biomarcadores com potencial translacional.
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3 HIPOTESE

A expressao de transcritos tumorais mais variados em amostras de tumor envolvidos na
remodelagao tecidual, adesao celular e plasticidade tumoral — incluindo estruturas cell-in-cell
(CIC) — definem perfis moleculares distintos em esferoides contendo fibroblastos associados

ao cancer (CAFs) e em tecidos humanos de carcinoma oral de células escamosas (COE).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar os transcritos tumorais mais variados associados a processos bioldgicos
relevantes — remodelacao tecidual, adesdo celular, plasticidade tumoral (incluindo a formagao
de estruturas cell-in-cell) — bem como a influéncia dos fibroblastos associados ao cancer e
microambiente tumoral, no transcriptoma espacial de esferoides e tecido de carcinoma oral de

células escamosas, respectivamente.

4.2 Objetivos especificos

e Definir, in silico, os transcritos diferencialmente expressos e mais variaveis em COE,
avaliando o seu papel em processos biologicos tumorais.

e Estudar, in silico, o perfil transcriptomico de linhagens celulares de COE.

e Analisar, em esferoides e caso de COE, os transcritos tumorais mais variaveis
identificados na etapa in silico.

e Estudar a influéncia de fibroblastos associados ao cancer (CAFs) na expressao de
transcritos tumorais relacionados a adesdo celular, remodelagdo tecidual e plasticidade
tumoral.

e Comparar o perfil de expressao de transcritos relacionados a processos de atividade de
CAFs, invasdo, metastase, remodelamento da matriz extracelular (MEC) e transi¢cao
epitélio-mesenquimal (TEM) em esferoides e caso de COE.

e Analisar os transcritos dos grupos funcionais identificados na estratégia in silico em

COE com énfase nas estruturas CIC.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo experimental, analitico € comparativo, na area de cancerologia.

5.2 In silico

Esquematicamente, a Figura 5 apresenta um fluxograma representando a metodologia

aplicada para a analise in silico. Todas as analises foram realizadas no ambiente R.

Figura 5 - Representagdo esquematica das etapas in silico. A partir dos dados de transcriptoma disponiveis no The
Cancer Genome Atlas (TCGA), foram feitas filtragens acompanhadas da construg@o de redes de coexpressdo ¢
enriquecimento funcional para fornecer a base para as analises das amostras de carcinoma oral de células
escamosas (COE) (linhagens, esferoides e caso).

~
Blscano V Redes de~ v
banco de Andlise COEXpressdo Enriquecimento Genes do Linhagens
dados de DEGs (WGCNA) funcional Xenium (GEO)
(TCGA) (0
€expressos) .
v |V 2
TCGA-HNSC DSeq2 - (.)Sdel:fcff‘r’zieo . Esferoides |< »{ Caso de COE

Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.

5.2.1 Identificagcdao dos DEGs em COE

Com o objetivo de identificar os principais transcritos associados a progressao do COE,
os dados do transcriptoma (RNA-seq) foram obtidos do The Cancer Genome Atlas (TCGA).
Utilizou-se amostras tumorais ¢ nao-tumorais do banco de dados do TCGA voltados para
carcinoma de cabeca e pescoco (TCGA-HNSC), disponibilizado pelo TCGA (Firehouse
Legacy). Foram selecionados apenas os identificadores (IDs) dos pacientes cujos tumores
estavam localizados na "base da lingua", "assoalho da boca", "cavidade oral" ou "lingua". Essa
etapa teve como finalidade inicial identificar genes diferencialmente expressos (DEGs) entre
amostras tumorais e ndo tumorais de cavidade oral. Para assegurar a comparabilidade entre as
amostras, os dados foram normalizados com o pacote edgeR (versao 4.4.2), minimizando vieses

técnicos. Genes de baixa expressao foram filtrados, e amostras com valores extremos foram

inspecionadas para preservar a integridade dos dados. Os dados de RNA-seq foram obtidos
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usando o TCGADbiolinks (Colaprico et al., 2016). Os identificadores génicos de cada amostra
foram refinados por meio do mapeamento dos IDs Ensembl para simbolos génicos, excluindo
pseudogenes e entradas nao anotadas. Além disso, sondas redundantes foram colapsadas,
mantendo-se aquelas com maior variabilidade de expressdo. A identificacdo dos DEGs foi
conduzida por meio do método DEseq2 (versdo 3.21)
(https://bioconductor.org/packages/DESeq2) e edgeR (versao 4.4.2), considerando LogFC >
2.0ep<0.05.

5.2.2 Anédlise de coexpressao génica

Na etapa subsequente, foi realizada a ampliacdo da sele¢do de genes para além dos
DEGs, identificando os genes mais varidveis entre as amostras tumorais. Essa abordagem
permitiu abarcar também genes com potencial relevancia bioldgica que ndo necessariamente
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Para isso, os dados
foram novamente processados utilizando os pacotes de andlise de redes ponderadas de
coexpressao génica (WGCNA, versdo 1.73). Foram selecionados os 10% genes com maior
variancia do perfil expressao entre os casos tumorais. Essa filtragem resultou na geragcdo de um
conjunto de genes para asa construcdo da rede de coexpressdao génical. Essa abordagem
possibilitou a identificacdo de modulos de genes coexpressos € sua relacdo com as amostras
tumorais.

A matriz de expressdo génica foi convertida em uma matriz de adjacéncia utilizando o
coeficiente de correlagdo de Pearson. O parametro de limiarizacdo suave (soft-thresholding
power) foi determinado usando a fun¢do PickSoftThreshold para garantir uma rede livre de
escala. Em seguida, a matriz de sobreposi¢do topologica foi calculada de acordo com o valor
de limiarizagdo suave correspondente (f=3). O agrupamento hierarquico foi realizado para
identificar os modulos de genes densamente interconectados. A correlacao entre o Eigengene
do modulo (ME), que representa o primeiro componente principal do modulo, e as
caracteristicas clinicas (tumoral e ndo-tumoral) foi calculada para identificar mdédulos de genes
associados aos fenotipos clinicos. Os valores de associa¢do dos genes individuais com os
modulos (MM) foram usados para classificar o gene quanto sua relevancia no moédulo. Os
valores de MM foram definidos como a correlacdo entre os perfis de expressdao génica
individuais e o ME de um determinado modulo.

Para as analises posteriores de enriquecimento funcional e expressdo génica nos

modelos in vitro e no caso, foram selecionados apenas os modulos que apresentaram
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correlagcdes moderadas a fortes, definidas por um limiar de correlagdo de r > 0,4. De acordo
com a literatura (Langfelder; Horvath, 2008), correlacdes moderadas sdo geralmente
classificadas entre 0,4 ¢ 0,69, enquanto correlagdes fortes sao aquelas com r > 0,7. O objetivo

dessa selecao foi garantir maior robustez na identificagao de padrdes bioldgicos consistentes.

5.2.3 Enriquecimento funcional dos genes por médulo

Com o objetivo de compreender os processos bioldgicos, vias de sinalizagao e aspectos
funcionais associados aos genes dos mddulos de coexpressdo selecionados, foi realizada uma
andlise de enriquecimento funcional. Essa etapa teve como finalidade caracterizar
funcionalmente tanto o conjunto de genes de cada médulo quanto cada gene individualmente,
para embasar as analises posteriores de expressdo génica dos modelos tumorais utilizados.

As analises foram realizadas por meio de ferramentas de enriquecimento funcional no
servidor DAVID (Ontologia Génica ¢ KEGG) (https://davidbioinformatics.nih.gov/) e
REACTOME (vias de sinalizagao) (https://reactome.org/). Reactome como referéncia principal
para identificacdo de vias e processos biologicos. A andlise teve carater exploratorio e
descritivo, e contemplou tanto o nivel coletivo, para avaliacao de padrdes gerais dos modulos,

quanto o nivel individual dos genes.

5.2.4 Filtragem dos genes por painel de transcriptdmica espacial

Para viabilizar a andlise comparativa entre os achados in silico e os dados gerados
experimentalmente por andlise espacial, foi realizada uma etapa de filtragem dos genes
identificados nos mddulos de coexpressdo selecionados. O objetivo foi enfatizar pos genes
presentes no painel nas analises subsequentes.

A filtragem foi realizada com base no Human Multi-Tissue and Cancer Panel,
desenvolvido para a plataforma de transcriptomica espacial Xenium (10x Genomics,
Pleasanton, CA, EUA). Esse painel ¢ composto por uma lista pré-definida de genes expressos
em tecidos tumorais e ndo tumorais, selecionados com base em sua relevancia bioldgica para
diferentes tipos de cancer e tecidos humanos. A lista completa de genes contidos neste painel
pode ser consultada em https://www.10xgenomics.com/products/xenium-panels.

Ap0s a filtragem, os dados de enriquecimento funcional foram utilizados para triagem

dos genes e agrupamento dos mesmos por associacdo com processos funcionais.
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5.2.5 Anélise de expressdo em linhagens celulares tumorais € ndo tumorais

Para explorar o perfil de expressao génica dos transcritos mais varidveis em modelos
celulares, foi realizada uma andlise in silico com dados publicos de linhagens tumorais e ndo
tumorais de cavidade oral. Essa etapa buscou avaliar o comportamento dos genes selecionados
em linhagens tumorais, a partir dos médulos identificados (item 5.2.2) e grupos funcionais
estabelecidos (item 5.2.4), permitindo uma comparagao direta com o modelo in vitro € com o
caso avaliado nas fases posteriores do estudo.

Os dados transcriptomicos (microarray) foram obtidos da base Gene Expression
Omnibus (GEO) por meio da selecio de datasets contendo linhagens celulares humanas de COE
e linhagens epiteliais orais ndo tumorais. Os critérios de selecdo incluiram disponibilidade de
dados de microarray processados e descricdo clara da origem celular. Cada conjunto foi
associado a sua respectiva plataforma tecnoldgica (GPL). Os arquivos de expressao
correspondentes (séries GSE e amostras GSM) foram previamente baixados e organizados em
uma lista inica para processamento (Tabela suplementar S1). As matrizes de expressdo foram
extraidas de cada conjunto de dados, priorizando-se informagdes de intensidades normalizadas.

Para a harmonizacao dos dados, os identificadores de sondas foram convertidos em
simbolos de genes (gene symbols) utilizando os pacotes de anotacdo especificos para cada
plataforma disponiveis no Bioconductor, como illuminaHumanv4.db e agilent.human.la.db. As
matrizes individuais foram entdo integradas em uma unica matriz de expressao, unificadas com
base nos nomes dos genes. Para garantir a comparabilidade entre as amostras, foi avaliada a
necessidade de transformagdo logaritmica (log2). Amostras cujas distribui¢des indicavam
auséncia de transformagdo foram normalizadas aplicando-se a fun¢ao log2(x + 1). Dessa forma,
toda a matriz final passou a estar padronizada na escala log2. Considerando que os dados foram
gerados em diferentes experimentos e plataformas, a presenga de efeito de batch foi avaliada e
corrigida. A variavel "batch" foi definida com base na plataforma (GPL) de origem de cada
amostra. A correcao foi realizada utilizando a fun¢do removeBatchEffect, do pacote limma
(version 3.62.2), incorporando um modelo de design que preservava as variaveis biologicas de
interesse (ex., identidade da linhagem celular). Ao final desse processamento, obteve-se uma
matriz unica e integrada de expressao génica, com as amostras normalizadas em escala log2 e
corrigidas para possiveis efeitos de batch associados a plataforma tecnologica, apta para anélise

subsequente de expressao diferencial e interpretagdo bioldgica.
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5.3 In vitro

5.3.1 Cultivo das linhagens celulares

Com o objetivo de obter células viaveis para a formagdo dos esferoides tumorais
tridimensionais, foram cultivadas em monocamada duas linhagens de COE: a linhagem
metastatica SCC-4 (ATCC) e a linhagem nao metastatica H357 (ECACC). As células foram
mantidas em frascos de cultura contendo meio DMEM High-glucose (Gibco™, Waltham, MA,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS — Gibco™, Waltham, MA, EUA) e
1% de antibiotico (Pen Strep, Gibco™, Waltham, MA, EUA). As culturas foram mantidas a
37 °C em incubadora com 5% de CO:, sendo monitoradas diariamente por microscopio Nikon
Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA).

A linhagem de fibroblastos orais normais (NHOF) foi obtida e isolada a partir de
amostras de pacientes da Universidade de Sheffield, sob aprova¢do do comité de ética (IRAS
Ref No: 120745; STH Ref No: STH17021). As células foram cultivadas previamente a
formagao dos esferoides utilizando meio DMEM/F-12 (Gibco™, Waltham, MA, EUA),
suplementado com 10% de soro de bovino recém-nascido (CALF — Gibco™, Waltham, MA,
EUA), sob condi¢des de incubacao padrao (37°C, 5% de COz). Os fibroblastos foram utilizados
até a 10" passagem.

As células tumorais e os fibroblastos foram mantidos em cultivo até que atingissem
confluéncia de aproximadamente 70-80%, com trocas de meio a cada dois dias. Para
dissociacdo e subcultivo, as células foram lavadas com PBS (Phosphate Buffered Saline,
Gibco™, Waltham, MA, EUA) e em seguida tripsina a 0,5% (Gibco™, Waltham, MA, EUA),
sendo transferidas para novos frascos. O teste de contaminagdo por Mycoplasma sp. foi

realizado a cada 15 dias.

5.3.2 Indugdo do fendtipo ativado em fibroblastos normais

Para a ativacdao dos fibroblastos e simulagdo do fenotipo de CAFs, os NHOFs foram
submetidos tratados com TGF-B1 recombinante humano (PeproTech, Rocky Hill, NJ, EUA)
(Yu et al., 2013). As células foram expostas a este fator de crescimento em concentracdo de 10
ng/mL, diluido em meio DMEM/F-12 completo, durante um periodo de 72 horas sob incubagao

a 37 °C com 5% de COa..
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Para confirmagdo da ativagdo, foi realizada a extracdo de RNA total utilizando o
Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New England Biolabs, ref. T2010S), conforme instru¢des
do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada com o High Capacity RNA to cDNA Kit
(Thermo Fisher Scientific, ref. 4387406/4388950). A expressao do gene ACTA2 (a-SMA),
marcador do perfil de miofibroblastos (Sharon ef al., 2013), foi avaliada por q-PCR, utilizando
o gene endogeno ACTB (B-actina) como normalizador. A reacdo foi realizada no equipamento
Rotor-Gene Q (QIAGEN, Hilden, Alemanha), sob as seguintes condigdes: etapa inicial a 95 °C
por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 10 segundos e
anelamento/extensdo a 60 °C por 45 segundos, com aquisi¢ao de fluorescéncia nos canais Green
(ACTA2) e Yellow (ACTB). oControles técnicos foram realizados em todas as etapas,
incluindo controle negativo (NTC) e o controle enddgeno. O teste foi feito em réplica técnica e
tréplica bioldgica e a expressao relativa foi calculada utilizando a férmula 2”-ddct.

Estes fibroblastos ativados foram denominados "NHOF-MYO", em referéncia ao seu

perfil de miofibroblasto.

5.3.3 Obtencao dos esferoides por bioprinting magnético

Os esferoides de COE foram obtidos utilizando o sistema de bioprinting magnético Bio-
Assembler™ (n3D Biosciences, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). Esse método
baseia-se na magnetizagdo das células por adesdo eletrostatica de nanoparticulas
biocompativeis (Nanoshuttle-PL™, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), compostas por
oxido de ferro, ouro e poli-L-lisina. Essas particulas aderem a membrana celular, permitindo
que as células respondam a for¢a magnética e se organizem tridimensionalmente, formando
estruturas esferoidais.

O protocolo foi adaptado a partir das orientagdes do fabricante, com base no modelo
descrito e publicado pela nossa equipe (de Araujo et al., 2024) (Apéndice). Inicialmente, as
células tumorais e os fibroblastos foram cultivados em sistema bidimensional, até alcangarem
70—-80% de confluéncia. Em seguida, foram dissociadas com tripsina 0,5% (Gibco™, Waltham,
MA, EUA), lavadas com PBS (Gibco™, Waltham, MA, EUA) e submetidas a centrifugacio a
1.500 rpm por trés minutos, repetida trés vezes.

Apos centrifugacdo, as células foram ressuspensas em meio DMEM High Glucose
(Gibco™, Waltham, MA, EUA) suplementado com 10% de FBS (Gibco™, Waltham, MA,
EUA) e 1% de antibiotico (Pen Strep, Gibco™, Waltham, MA, EUA), e quantificadas por

exclusao de azul de tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na camara de Neubauer.
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Definida a densidade celular, as populacdes foram combinadas na propor¢do de 1:3 entre
células tumorais e fibroblastos, conforme o modelo experimental adotado.

As nanoparticulas Nanoshuttle-PL™ (n3D Biosciences, Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria) foram entdo adicionadas a suspensdo celular na proporgio de 0,4 puL
para cada 10.000 células. A mistura de células magnetizadas foi homogeneizada e plaqueada
em placas de 96 pogos com superficie repelente (Cell-Repellent Surface, Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria), que foram acopladas a uma base magnética (concentration drive,
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). Durante 24 horas de incubagao a 37 °C com 5% de
CO., a for¢a magnética induziu a organizacao celular em esferoides tridimensionais suspensos.

Ap0s esse periodo, o drive magnético foi removido e os esferoides foram cultivados por
até 72 horas (Figura 6). Os esferoides foram gerados em triplicata técnica e réplica bioldgica,
incluindo modelos homotipicos (somente células tumorais) e heterotipicos (c€lulas tumorais

com NHOF ou NHOF-MYO), conforme descrito na Tabela 1.

Figura 6 - Representagdo esquematica do processo de bioprinting magnético para formagdo de esferoides. O
processo inclui a magnetizag@o das células com nanoparticulas (Nanoshuttle-PL™, n3D Biosciences, Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Austria), o plaqueamento em placas de 96 pogos com superficie repelente (Cell-Repellent
Surface, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), e a inducfio da organizagio tridimensional utilizando base
magnética (concentration drive, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). O sistema Bio-Assembler™ (n3D
Biosciences, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) permite a formagao de esferoides heterotipicos compostos

por células tumorais e fibroblastos, que reproduzem aspectos do microambiente tumoral.
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Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.
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Tabela 1 - Grupos de esferoides utilizados no estudo.

Linhagens Esferoide controle Esferoide com NHOF Esferoide com NHOF-

tumorais MYO
SCC-4 SCC-4 SCC-4 + NHOF SCC-4 + NHOF-MYO
H357 H357 H357 + NHOF H357 + NHOF-MYO

Nota: NHOF = Fibroblastos orais humanos normais; NHOF-MYO = Fibroblastos orais humanos com fenotipo
miofibroblastico.
Fonte: Autor

5.3.4 Fixagao, inclusao e constru¢do do TMA dos esferoides

Para possibilitar a andlise histoldgica e espacial dos esferoides, foi realizada sua fixagao,
processamento e organizacdo em microarranjos teciduais (TMA). Inicialmente, o meio de
cultura foi cuidadosamente removido dos pogos e os esferoides foram lavados com PBS
(Gibco™, Waltham, MA, EUA), mantendo-se em posi¢cdo por meio da acdo de uma placa
magnética acoplada a base das placas de cultivo. A fixacdo foi conduzida com paraformaldeido
(PFA) a 4% gelado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), utilizando ponteiras de 1000 uL
com extremidades cortadas para preservar a integridade estrutural dos esferoides durante a
manipulagao.

O processamento histologico foi realizado no Setor de Histotecnologia da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sheffield (Reino Unido), segundo protocolos padronizados de
desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina.

Para otimizar as analises subsequentes e maximizar o rendimento experimental, os
esferoides foram organizados em TMAs utilizando o equipamento TMA Assembler (Beecher
Instruments, Sun Prairie, WI, EUA). Este sistema utiliza uma agulha de pun¢do para extrair
cilindros de parafina dos blocos doadores contendo os esferoides e transferi-los para um bloco

receptor, de acordo com um mapeamento previamente definido.
5.3.5 Obtencao dos dados de transcriptomica espacial dos esferoides
Para a obtencdo dos dados de transcriptomica espacial dos esferoides, foi utilizado o

sistema Xenium Analyzer da 10x Genomics (10x Genomics, Pleasanton, CA, EUA). Essa

plataforma permite a detec¢do da expressdao génica com resolucao de célula tnica, mantendo a
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informagdo espacial do tecido, por meio de um sistema automatizado de hibridizagdo in situ
com sondas fluorescentes especificas.

Inicialmente, foram realizados cortes dos blocos de TMA em secg¢des de 4 um, fixados
em laminas compativeis com o sistema Xenium. As laminas foram entdo submetidas ao
protocolo padrdo do fabricante, que inclui etapas de prepara¢ao da amostra, hibridizacao de
sondas especificas, amplificacdo do sinal e lavagens sucessivas.

Em seguida, o processamento automatizado foi realizado no Xenium Analyzer da
Universidade de Nottingham (Reino Unido), envolvendo ciclos de hibridizacdo de sondas
fluorescentes, captura de imagens em alta resolugdo e decodificacao dos transcritos. Cada gene
foi identificado por um cddigo de barras inico, mantendo sua posi¢do espacial original no

tecido. O fluxo completo do protocolo experimental esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma ilustrativo do protocolo experimental da plataforma Xenium. A figura descreve as
principais etapas do processo, incluindo preparo da amostra, hibridizagdo e amplificagdo de sondas, captura
automatizada de imagens ¢ visualiza¢do dos dados espaciais.
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Fonte: Figura adaptada da 10x Genomics (https://www.10xgenomics.com/blog/answering-your-questions-about-
xenium-in-situ-spotlight-on-getting-started-and-panel-design), traduzida para o portugués e criada utilizando a
plataforma BioRender.com.
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Neste estudo, foi utilizado um painel inventoriado Human Multi-Tissue and Cancer
Panel da 10x Genomics (10x Genomics, Pleasanton, CA, EUA), contendo alvos moleculares

relacionados a diferentes tipos de tecidos e processos tumorais.

5.3.6 Anélise espacial de expressao génica dos esferoides

Para investigar os padrdes de expressao génica nos modelos tumorais de esferoides,
foram analisados os dados gerados pelo sistema Xenium Analyzer (10x Genomics, Pleasanton,
CA, EUA) que consistiram na quantificagdo espacial da expressdo de transcritos individuais.
Para analise de expressdo génica, os esferoides foram agrupados de acordo com o perfil
metastatico (metastaticos ou ndo-metastaticos) e condicao experimental (controle tumoral,
tumoral + NHOF e tumoral + CAF). A avaliagdo da expressao génica foi feita considerando os
moédulos e grupos funcionais definidos na etapa in silico (itens 5.2.2 € 5.2.3).

As andlises de expressdo génica foram realizadas utilizando o software Xenium
Explorer (versdao 3.2.0, 10x Genomics, Pleasanton, CA, EUA). Esse programa permite a
visualizacdo de transcritos especificos sobrepostos a morfologia tecidual, com exportacdo em
diferentes formatos graficos. As visualizacoes foram organizadas por grupo funcional,
conforme definido a partir da analise de enriquecimento funcional dos mddulos obtidos na etapa

in silico (item 5.2.4).

5.4 Estudo de caso

5.4.1 Origem e caracterizag¢do do caso de COE

Para fins de estudo dos processos bioldgicos identificados através da andlise in silico,
um caso de COE foi disponibilizado pela Faculdade de Odontologia da Universidade de
Sheffield (Reino Unido), por meio de colaboracdo internacional. Todo o material foi fornecido
de forma anonimizada, com identificacdo codificada, e o uso da amostra foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Sheffield (IRAS Ref No: 312622; STH Ref
No: STH21728).
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5.4.2 Obtencao dos dados de transcriptomica espacial e histologia do caso

Os dados utilizados nesta etapa foram gerados previamente pela equipe da Universidade
de Sheffield, com o apoio técnico da 10x Genomics, e fornecidos ja processados para analise
no presente estudo: (i) a imagem histoldgica do corte utilizado; (ii) os dados brutos de expressao
por spot; (ii1) os arquivos de anotagdo para identificacdo das areas do tecido; e (iv) dados de
clustering celular.

Para o caso de COE incluido, foi disponibilizada uma imagem histoldégica corada por
H&E em alta resolucdo, além dos dados de transcriptomica espacial e analise de clusters obtidos
pela plataforma Visium (10x Genomics, Pleasanton, CA, EUA).

A tecnologia Visium permite a andlise da expressdo génica em cortes de tecido
preservando a localizacdo espacial dos transcritos, com base em um sistema de captura de RNA
por oligonucleotideos com codigos de barra moleculares impressos em laminas compativeis.
Como resultado, a plataforma fornece mapeamento espacial detalhado, entretanto, sem a
resolugdo single-cell, agrupando transcritos em spots que representam pequenas areas do tecido.
O protocolo padrao da 10x Genomics envolve a fixagdo e coloragcdo do tecido, seguida de
permeabilizacdo, captura de RNA e geracdo de cDNA, que ¢ posteriormente sequenciado e

associado a sua posicao original no corte histologico.

5.4.3 Anadlise de expressao génica espacial do caso

Para estudar a expressdo génica espacial no caso de COE, foi realizada a analise dos
dados brutos fornecidos pela plataforma Visium Spatial Gene Expression (10x Genomics,
Pleasanton, CA, EUA). Esses dados correspondem a quantificacdo de transcritos em regioes
delimitadas do tecido, preservando sua distribui¢do espacial original e permitindo correlagao
com a morfologia tumoral.

A andlise foi direcionada para dois eixos principais: os modulos de coexpressao génica
identificados na etapa in silico (item 5.2.2) e os grupos funcionais tematicos definidos com base
em funcdes biologicas comuns (item 5.2.4). Adicionalmente, foram investigados os clusters de
células identificados pela plataforma com base nos perfis de expressao génica.

Os dados foram organizados para permitir analises descritivas com destaque para os
padrdes de expressao génica nas diferentes regides do tumor (front de invasdo superficial e core

tumoral) e clusters celulares definidos pelo painel Visium.
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5.4.4 Avaliagdo de estruturas cell-in-cell nas imagens histologicas

Para investigar a presenca de estruturas CIC no caso de COE, foi realizada uma analise
morfologica exploratdria com base na imagem histologica corada por H&E. A avaliagdo foi
conduzida de forma qualitativa, com foco na identificagdo pontual da presenga ou auséncia de
estruturas CIC em regides tumorais especificas e clusters celulares. A andlise foi realizada por
inspecao visual direta em imagem digitalizada de alta resolugdo, com observacao da morfologia
celular e critérios histologicos classicos descritos na literatura. Achados CIC sao descritos como
uma célula internalizada em outra, cujo nucleo encontra-se em forma semilunar e deslocado
para a periferia da célula (Siquara da Rocha ef al., 2022; Wang, Xinlong et al., 2019).

A partir dos dados de clusters e distribuicao espacial da expressdo génica nas regioes
onde foram encontradas estruturas CIC, buscou-se associd-las a perfis de expressdo de genes e
aos grupos funcionais estabelecidos (item 5.2.4), integrando assim a observacdo morfologica

com os achados da analise espacial dos tumores.


https://www.zotero.org/google-docs/?seR1AI
https://www.zotero.org/google-docs/?seR1AI
https://www.zotero.org/google-docs/?seR1AI
https://www.zotero.org/google-docs/?seR1AI
https://www.zotero.org/google-docs/?seR1AI
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6 RESULTADOS
6.1 Ensaios in silico
6.1.1 Anélise do perfil transcriptomico de casos de COE (TCGA)

Para avaliacao do perfil transcriptdmico em casos de COE, foram identificados DEGs a
partir de estudos disponiveis no TCGA (TCGA-HNSC). A anélise revelou um total de 2.410
DEGs (Jlog2FC| > 2), sendo de genes subexpressos, 1.197, e, superexpressos, 1.213.

Ao compararmos o conjunto de DEGs encontrados e o painel de marcadores analisado
através de transcriptomica espacial (Xenium), encontramos 103 genes (27%) coincidentes

(Figura 8).

Figura 8 - Grafico de dispersdo (volcano plot) demonstrando a distribui¢do dos genes diferencialmente expressos
(DEGs) identificados na analise do TCGA para carcinoma oral de células escamosas (COE). Os pontos em
vermelho representam genes superexpressos (log2 fold change > 2), enquanto os pontos em azul indicam genes
subexpressos (log2 fold change < -2). Os pontos destacados em amarelo representam os genes coincidentes entre
a analise e o painel Xenium. Esta visualizagdo permite identificar genes relevantes que sdo tanto diferencialmente
expressos em COE quanto passiveis de analise no estudo dos esferoides através do painel do Xenium.

Distribuicao dos DEGs
identificados no TCGA-HNSC

I I

I I

1501 [ |

I I

. I I

= I ]

E, 100 : |

- I I
N

5‘3 I ]

501 ! ]

I i

I |

I I

01 1 1

7 5 3 101 3 5 7
log(fold change)

Fonte: Autor



54

Para expandir as andlises de assinatura génica em COE, além dos DEGs convencionais,
incluimos os 10% de genes com maior variabilidade de expressdo entre amostras tumorais e
ndo tumorais. Essa abordagem permite incluir genes que possam refletir a heterogeneidade
tumoral e/ou ativagdo de vias especificas. Foram encontrados 6.742 genes mais variados, com
247 (66%) deles presentes no painel usado na anélise de transcriptomica espacial (Xenium).
Esses dados reforcam a importancia da inclusdo de genes altamente varidveis para estudos em

cancer.
6.1.2 Anélise de modulos de coexpressao

A fim de identificar padrdes de expressao entre os genes mais variados, realizamos uma
analise de correlacdo que resultou na identificacio de sete modulos (Figuras 9-10). Os
agrupamentos resultantes foram organizados em moddulos de coexpressdo, identificados por

cores arbitrarias (ex: pink, blue e green).

Figura 9 - Analise de agrupamento (clustering) dos genes em modulos de coexpressdo identificados a partir dos
dados do TCGA voltados para carcinoma de cabega e pescogo (TCGA-HNSC). A altura das ramificagdes no
dendrograma representa a distancia ou dissimilaridade entre os grupos de genes, onde ramifica¢des mais proximas
indicam maior correlagdo na expressao génica.
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Figura 10 - Heatmap de correlagdo dos genes mais variados. Os genes foram agrupados em moddulos de
coexpressdo génica, considerando um valor r> > 0,4 (correlagdes moderadas a fortes) para selegdo dos modulos de
interesse. Por esses parametros, os modulos que se destacam sdo o pink, blue ¢ green. O médulo grey € o conjunto
de genes que néo apresentaram correlagéo entre si.

Correlacao entre Médulos de
Coexpressao Génica

W 0.63 063  -0.23
(1e-43) (1e-43) (9e-06) -
0.025  -0.025  -0.065 [
Mered (0.6) (0.6) (0.2)
-0.26 0.26 0.15 - o
MEDlack (2e-07) (2e-07)  (0.004)
0.32 032  -0.18
MEbrown (2e-10)  (2e-10)  (5e-04)
— O
VEgreen 0.4 04  -0.076
(1e-15)  (1e-15)  (0.1)
0.52 0.52 0.26
MEblue (4e-27) (4e27) (2¢07) || [ &
VEmagenta 0.12 012  0.084
(0.02)  (0.02)  (0.1) [
VEares -0.35 0.35 0.18 -
(26-12)  (2e-12)  (4e-04)
Nao Tumoral Estagio
tumoral v

Fonte: Autor

Conforme ilustrado no heatmap da Figura 10, trés moédulos se destacaram por
apresentarem correlagdo moderada a forte (1 > 0,4) entre os grupos tumorais e nao-tumorais: o

modulo rosa (pink) com 342 genes, o mddulo azul (blue) com 852 genes, e o modulo verde
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(green), o mais extenso, com 2180 genes. Ao analisar a presencga dos 247 genes mais variados
(coincidentes entre 0 TCGA-HNSC e o painel para analise de transcriptomica espacial) entre
estes modulos em destaque, identificamos 13 genes no modulo rosa (pink), 28 genes no mdodulo
azul (blue) e 69 genes no modulo verde (greem) (Tabela 2). O processo de obtengdo e

categorizacao dos genes de interesse no estudo esta ilustrado na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma de identifica¢@o e selecdo dos genes de interesse. A partir dos genes diferencialmente
expressos (DEGs) obtidos do TCGA (TCGA-HNSC) especificos para carcinoma oral de células escamosas (COE),
foi ampliada a selecdo para 10% dos genes mais variados entre as amostras. Apds o estabelecimento dos modulos
de correlagdo, os trés de destaque com maior for¢a de correlagdo foram o pink, blue e green. Em todas as etapas,
foi analisada a convergéncia dos genes resultantes com o painel utilizado para transcriptomica espacial (Xenium).
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Fonte: Figura criada com a plataforma BioRender.com.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos genes mais variados presentes nos modulos de coexpressao pink, blue e green.

Médulos

Genes

Moédulo pink ACE2, ALDHIA3, CAVI, CYPIAI, CYP3A4, DNASEIL3, EHF, ELFS5, FSTL3,

Moédulo blue

Modulo

green

GPX2, ILIR2, SFTA2, UPK3B

ACTA2, AQPY, ASPN, BASP1, CFHR3, COL5A42, CTSK, FBN1, IL7R, LGRS,
LIF, MCEMPI, MFAP5, PCOLCE, PDGFRB, PDPN, RETN, SEMA3C,
SFRP2, SRPX, STC1, STC2, THBS2, THYI, TNC, TMEM52B, TREM2, VCAN

ACKRI, ACTG2, ADHIC, AQP2, AR, ARFGEF3, ASCLI, ASCL3, BAMBI,
BMX, BTNL9, CAPNS, C7, CAVIN2, CFTR, CLIC6, CNNI1, CYP2B6, CYP2F1,
CYP4B1, DMBTI, DPT, EPCAM, FGFBP2, FOXAI, FOXII, FOXJ1, GATM,
GPC3, HEPACAM?2, HMGCS2, IGF1, IL7R, INMT, KIT, KRT20, KRT7, LPL,
LYVEIL, MCF2L, MCEMPI1, MEDAG, MLPH, MMRN1, OGN, OPRPN, PCP4,
PCOLCE, PCSK2, PDGFRA, PLACY9, PPARG, PPPIRIB, PTGDS, PTN,
RETN, RTKN2, SCGB241, SCGN, SELE, SFRP4, SNTN, SOX2, SPDEF,
SFTA2, TCIM, TFF2, TMC5, TMEM100

Fonte: Autor

6.1.3 Analise de enriquecimento funcional

A analise abrangente das vias de sinalizacdo e processos biologicos associados aos

modulos encontrados foi realizada através das plataformas Reactome e DAVID. A Tabela

suplementar S2 resume os achados do enriquecimento funcional dos genes por modulo e a

Figura 12 ilustra a relacdo entre a analise de enriquecimento e processos bioldgicos importantes

para o cancer.
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Figura 12 - Relacdo entre os genes dos modulos pink, blue e green e processos bioldgicos no cancer, baseados no
artigo seminal “The Hallmarks of Cancer - New Dimensions” (Hanahan, 2022). Figura criada com a plataforma
BioRender.com.
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6.1.3.1 Modulo pink

Os genes do médulo pink (n=13) apresentaram forte correlacio (r* = 0,63). Este modulo
¢ composto por genes principalmente associados a processos da resposta imune, manutengao
da homeostase epitelial, regulacao da inflamag¢do e modulagdo do microambiente tumoral, com

destaque para vias de sinalizacdo inflamatdrias e de remodelamento da MEC, como ilustrado


https://www.zotero.org/google-docs/?8nOsZE
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na Figura 13. Dentre os principais processos biologicos representados, observam-se a resposta
a inflamagdo e a hipoxia (SFTA2, DNASEIL3, ACE2), a TEM (EHF, FSTL3, ALDHIA3), e a
homeostase redox (GPX2). Quanto as vias de sinaliza¢dao, ha envolvimento de PI3K/AKT
(ACE2, GPX2, ALDHI1A43), Wnt/B-catenina (FSTL3, GPX2), IFN-y (ELF5), VEGF/ERK
(ACE2) e HIF-lo (ACE2, FSTL3), sugerindo forte influéncia sobre a angiogénese,
imunomodulacdo e resisténcia terapéutica.

Em relacdo aos componentes celulares, predominam genes expressos em células
epiteliais (ELFS5, EHF, GPX2), pneumdcitos tipo Il (SFTA2) e células imunes ou relacionadas
a imunidade inata (DNASEIL3). Genes como ELF5, EHF e DNASEIL3 apresentam fungao
supressora tumoral, enquanto FSTL3, GPX2 e ALDHIA3 estdo associados a progressiao
tumoral, invasdo e metéstase. A presenca de genes como UPK3B e CYPIAI indica possivel
atuacdo complementar em vias de diferenciagdo epitelial e metabolismo de xenobioticos,

respectivamente. Esse conjunto sugere que o modulo pink esta funcionalmente ligado a

regulacdo da inflamagdo, plasticidade celular e remodelamento tecidual.

Figura 13 - Diagrama de corda (chord plot) do médulo pink. O diagrama ilustra ilustrando as interagdes entre
genes e vias bioldgicas relacionados a resposta imune, homeostase epitelial, regulagdo da inflamagao e modulagéo
do microambiente tumoral. As conexdes (cordas) mostram as associagdes funcionais entre os genes do médulo (a
esquerda) e as principais vias de sinalizacdo (KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), componentes
celulares (Gene Ontology, GO:CC) e processos biologicos (PB) relacionados (a direita).
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6.1.3.2 M6dulo blue

Os genes do modulo blue apresentaram forte correlagdo (1> = 0,52) entre seus genes
constituintes (n=28). Ele ¢ central para mecanismos de invasdo, metdstase e resisténcia
terapéutica (Figura 14). Dentre os principais processos bioldgicos, destacam-se o
remodelamento da MEC (ACTA2, CTSK, ASPN, FBNI, COL5A2), a TEM (ACTA2, LGRS,
FBNI1, ASPN, IL7R, LIF, MCEMP]I), e a manutenc¢ao da pluripoténcia (LGRS5) e sinalizagao de
células-tronco (BASPI). As vias TGF-B/Smad (ACTA2, FBNI1, ASPN, LIF), Wnt/B-catenina
(LGRS, AQPY9, BASPI), PI3K/AKT (IL7R, AQP9, FBNI), JAK/STAT (LIF, IL7R), e
MAPK/ERK (4SPN, MCEMP1) também foram destaque.

Quanto aos componentes celulares, predominam genes expressos em CAFs (ACTA2,
ASPN, FBNI, LIF), mastocitos/monocitos (MCEMPI), e células-tronco tumorais (LGRSY).
Genes como ASPN, CTSK, LGR5, BASPI e MCEMPI estio fortemente relacionados a
progressdo tumoral, metdstase e evasdo imunolédgica, enquanto AQP9, CFHR3 ¢ COL5A2

apresentam potenciais papéis supressores, dependendo do contexto tumoral.

Figura 14 - Diagrama de corda (chord plot) do mddulo blue. O diagrama ilustra processos relacionados ao
remodelamento da matriz extracelular (MEC), transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM) e modulagdo do
microambiente tumoral, sendo central para mecanismos de invasdo, metastase e resisténcia terapéutica. As
conexdes (cordas) mostram as associa¢des funcionais entre os genes do modulo (2 esquerda) e as principais vias
de sinaliza¢do (KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), componentes celulares (Gene Ontology,
GO:CC) e processos biologicos (PB) relacionados (a direita).
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6.1.3.3 Modulo green

Os genes do mddulo green (n=69) apresentaram correlacdo moderada (> = 0,4) (Figura
15), sendo relacionados ao metabolismo celular, microambiente tumoral, regulagao da
invasividade e resisténcia terapéutica, refletindo a plasticidade tumoral e adaptagdo ao estresse.
Entre os processos bioldgicos mais relevantes, observam-se a TEM (SFRP4, CNNI, FOXAI,
TCF15, KRT7, BAMBI, SOX?2), a diferenciacao epitelial e plasticidade (FOXA1), a modulagao
de processos metabdlicos e a diferenciacao (PPARG), assim como metabolismo energético e
lipidico (HMGCS2, LPL, GATM, MEDAG). Quanto as vias de sinaliza¢do, destacam-se TGF-
B/Smad (BAMBI, TMEM100), Wnt/B-catenina (SFRP4, RTKN?2), PI3K/AKT (PDGFRA, IGF 1,
PPPIRIB), além de vias associadas a inflamag¢do (NF-xB, STAT3).

No que diz respeito aos componentes celulares, o0 modulo inclui genes expressos em
CAFs (BTNLY, PPARG, PTN), células-tronco tumorais (EPCAM, SOX2) e células epiteliais
diferenciadas ou em transi¢ao (KRT20, TSPAN19). Diversos genes estdo ligados a invasao e
metastase (MLPH, PDGFRA, LYVEI, TSPAN19), angiogénese, inflamacdo ou remodelamento
da MEC (FGFBP2, DPT, OGN, SCGB2A1). Outros genes deste modulo foram SFRP4, PPARG
e GP(C3, envolvidos principalmente em plasticidade celular, metabolismo e diferenciacdo

celular, respectivamente.
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Figura 15 - Diagrama de corda (chord plof) do modulo green. O diagrama ilustra processos relacionados ao
metabolismo celular, modulagdo do microambiente tumoral, regulagdo da transic¢@o epitélio-mesenquimal (TEM)
e resisténcia terapéutica, refletindo um perfil de plasticidade tumoral ¢ adaptagéo ao estresse. As conexdes (cordas)
mostram as associagdes funcionais entre os genes do méodulo (2 esquerda) e as principais vias de sinaliza¢do
(KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), fun¢des moleculares (Gene Ontology, GO:FM),
componentes celulares (CC) e processos bioldgicos (PB) relacionados (a direita).

Maddulo green

Carcinogénese quimica — ativagao de receptor
B Vias metabdlicas
Via de sinalizagdo cAMP
B Atividade de fator de transcrigdo de ligagao ao
DNA, especifica da RNA polimerase Il
Ligagao de ion calcio
B Ligagzo de oxigénio
Atividade oxidoredutase
)l Fungao molecular
Membrana plasmatica
B Espaco extracelular
Membrana de vesicula de transporte
B Regiao extracelular
I Resposta a hipéxia
[ Sinalizagao célula a célula
Regulagao positiva da via de sinalizagao Wnt
candnica
Adesao celular
Regulagéo da contragao do musculo liso
Diferenciagao celular
Adesao célula a célula
Via de sinalizagao Wnt candnica
[ Regulagéo positiva da cascata MAPK
[ Diferenciagéo de células epiteliais
& Organizagéo de filamentos intermediarios
B Quimiotaxia celular

Fonte: Autor

6.1.4 Caracterizagao dos grupos funcionais

A partir da anélise de enriquecimento funcional dos genes dos modulos pink, blue e
green, os genes foram classificados em nove grupos funcionais principais com base em suas
funcdes moleculares e vias de sinalizacdo. Estes grupos representam processos bioldgicos
importantes para o desenvolvimento e progressdao tumoral: angiogenese, atividade de CAF,
inflamag¢ao/imunidade, invasao/metastase, metabolismo/estresse, remodelamento da MEC,
resisténcia terapéutica, stemness (perfil de células-tronco tumorais) e TEM. Cabe considerar
que nem todos os genes eram associados a um determinado grupo e que varios genes estavam
presentes em multiplos grupos. A Tabela 3 resume os grupos funcionais e indica através de

setas (1/]) quais genes estdo com expressao aumentada (1) ou diminuida (]).
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Tabela 3 - Grupos funcionais identificados a partir da andlise de enriquecimento dos mddulos de coexpressao,
incluindo os genes pertencentes a cada grupo e suas principais caracteristicas funcionais.

Grupo funcional

Genes identificados

Descricao

Angiogénese

Atividade de
fibroblastos

associados ao cancer

(CAFs)

Inflamacao/

imunidade

Invasao/

metastase

Metabolismo/

estresse

Remodelamento da
matriz extraceular

(MEC)

Resisténcia

terapéutica

Stemness (perfil de
células-tronco

tumorais)

Transicao epitélio-

mesenquimal (TEM)

ACE2 |, CAVI 1, CYPIAI |,
CYP344 1, DNASEIL3 |

ALDHIA3 1, CAVI |, ELF5 |,
ILIR2 1, ACTA2 1, PDGFRA 1,
PTN 1, THBS? |

ACE2 |, CAVI |, CYP344 1,
DNASEIL3 1, EHF |, ILIR2 1,
SCGB2A1 1

ALDHIA3 1, CAVI 1, CYP344 1,
DNASEIL3 |, EHF |, ILIR2 1,
THYI |

ALDHIA3 1, CAVI 1, CYPIAI 1,
CYP3A44 1, EHF |, GPX2 1

ALDHIA3 1, CAVI 1, CYP344 71,

EHF |, ELF5 |, FBNI |, MMPI11

|, MMP9 1, MMP2 1

ACE2 1, ALDHIA3 1, CAVI 1,
CYPIAI |, CYP344 1, EHF |,
FBNI |, GPX2 1

ALDHIA3 1, GPX2 1, AQP9 |,
BASPI 1, LGRS 1

ACE2 |, ALDHIA3 1, CAVI |,

CYP344 1, DNASEIL3 |, ELF5 |,

SFRP4 |

Fatores de crescimento e
receptores associados a

vascularizagao.

Genes expressos por ou
moduladores de fibroblastos

tumorais.

Ligados a quimiocinas, citocinas

e infiltracdo de células imunes.

Envolvidos na migracao,
colonizag¢ao e disseminagao

tumoral.

Ligados ao metabolismo lipidico,

glicolitico e detox.

Envolve a estrutura da matriz,

rigidez, migragdo e invasao.

Genes que favorecem a
sobrevivéncia celular sob

tratamento.

Reguladores de pluripoténcia,

auto-renovacgao e resisténcia.

Indicam plasticidade tumoral,

ativacao/inibi¢ao da TEM.

Fonte: Autor
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A caracterizagdo funcional dos modulos pink, blue e green foi feita com base na
distribuicdo de seus genes entre os grupos funcionais (Tabela 4). Mais de 80% dos genes do
modulo pink apresentaram forte associagdo com angiogénese, TEM, resisténcia terap€utica e
invasdo/metastase. Os genes do modulo blue estavam nos grupos de atividade de CAFs,
inflamacao/imunidade, invasdo/metastase, metabolismo/estresse e TEM. Ja os genes do modulo
green apresentaram uma distribuicdo mais equilibrada, com presenga expressiva em
praticamente todos os grupos funcionais, especialmente invasdo/metastase e resisténcia

terapéutica. O grupo funcional stemness apresentou baixa representacdo geral.

Tabela 4 - Caracterizacdo funcional dos mddulos de coexpressdo e suas principais fungdes
biologicas.
Médulo Grupos fortemente Resumo Funcional

associados ao médulo (%)

Pink Angiogénese (100%), TEM (92%), Alta associacdo com plasticidade,
(13 genes) Resisténcia terapéutica (92%), evasao e resisténcia; perfil pro-
Invasdo/metéstase (85%), tumoral agressivo.

Inflamagao/imunidade (77%)

Blue Invasdo/metéstase (96%), TEM (96%), Regulagdo do microambiente,

(28 genes) Inflamag¢ao/imunidade (89%), inflamacao adaptativa e
Metabolismo/estresse (86%) invasividade.

Green Invasdo/metéstase (74%), Resisténcia Multifuncional, presente em quase

(69 genes) terapéutica (72%), TEM (67%), todos os grupos.

Inflamagao/imunidade (62%)

Nota: TEM = transigao epitélio-mesenquimal
Fonte: Autor

6.1.5 Andlise do transcriptoma de linhagens celulares (GEO)

A andlise dos dados do GEO revelou diferentes perfis de expressdo génica
caracterizando padrdes distintos de expressao nos modulos pink, blue e green entre linhagens
celulares tumorais e ndo tumorais de COE (Figuras 16-18). De forma geral, observou-se que os
genes do modulo pink estavam pouco expressos nas linhagens tumorais em comparagao as nao
tumorais, com destaque para genes como CAVI, EHF e ACE2. Quanto ao modulo blue,

destacaram-se os genes IL7R, CTSK e MFAPS5, com os dois primeiros sendo subexpressos,
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enquanto MFAPS5 foi um dos poucos genes a apresentar superexpressdo. J& o modulo green,
por sua vez, mostrou uma média de expressdo génica global maior nas linhagens tumorais.
Genes como SOX2, TMC5 e MLPH, relacionados a plasticidade celular, estiveram entre os de
maiorexpressao nesse grupo. Em contrapartida, CNNI ¢ PPARG estavam subexpressos. Os
padrdes de expressao observados nestas analises refletem processos bioldgicos relacionados a
perda de diferenciacdo epitelial, ativagdo de programas de stemness e supressdo de vias

imunorregulatorias.

Figura 16 - Heatmap demonstrando o perfil de expressdo dos genes do modulo pink em linhagens celulares
tumorais e ndo tumorais de carcinoma oral de células escamosas (COE), classificadas também por grupos. As
colunas representam as diferentes linhagens celulares agrupadas em tumorais e ndo tumorais, enquanto as linhas
mostram os genes de cada modulo e sua expressdo nas amostras (Z-score).

Mdédulo pink

Z-score

Type

CAV1

ALDH1A3

- CYP1A1

—Ir FSTL3

Type
EHF Mormal

Tumoral

UPK3B

1 ACE2

DNASE1L3

IL1R2

ELF5

Fonte: Autor
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Figura 17 - Heatmap demonstrando o perfil de expressdo dos genes do modulo blue em linhagens celulares
tumorais e ndo tumorais de carcinoma oral de células escamosas (COE). As colunas representam as diferentes
linhagens celulares agrupadas em tumorais e ndo tumorais, enquanto as linhas mostram os genes de cada modulo
e sua expressdo nas amostras (Z-score).

Maodulo blue

Z-score

PCOLCE
FBN1

] SFRP2
ASPN

THY1

TREM2 Type
NG Tomaral
SRPX

SEMASC

sTC2

THBS2

STCH

LGR5
AQPS
CTSK

LIF

Fonte: Autor
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Figura 18 - Heatmap demonstrando o perfil de expressdo dos genes do modulo green em linhagens celulares
tumorais ¢ ndo tumorais de COE. As colunas representam as diferentes linhagens celulares agrupadas em tumorais
e ndo tumorais, enquanto as linhas mostram os genes de cada moédulo e sua expressdo nas amostras (Z-score).

Mdédulo green

Z-score
[
-2 -1 0 1 2

0
Riley)
mZ

FOXI Type
Mormal

KRT20 Tumoral

i

[ B

H

g52

=58
w
A%

[ |
p:
o
3
m

L CYP4B1
| GNNA
SCGB2A1
- PCP4

Fonte: Autor

Na andlise dos grupos funcionais (Tabela 5), percebe-se que, nas linhagens tumorais,
houve predominio de auséncia de expressao ou expressao baixa, com destaque para os genes
relacionados aos grupos de angiogénese e inflamag¢ao/imunidade, como IL7R, ACE2 e CTSK.
No entanto, houve aumento de expressdo de genes como SOX2, parte dos grupos de
invasdo/metastase, resisténcia teraputica e stemness. ALDHIA3, do grupo de

invasdo/metastase e stemness, também encontrou-se com aumento de expressao. No grupo de
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resisténcia terapéutica, o gene MFAPS5 também teve aumento de expressdo, ao contrario de
genes como /L7R e EHF. No grupo de stemness, também foi observado aumento de expressao
de TNC. Os genes CNNI e PPARG, relacionados a diferenciagdo epitelial, permaneceram entre
0s genes com menor expressao. De forma geral, os padroes de expressao funcional evidenciam
que a expressao de genes relacionados a sobrevivéncia, plasticidade e evasao imune, bem como
uma menor expressdo de genes associados a diferenciagdio e imunorregulacdo sdo

caracteristicas das linhagens tumorais analisadas.

Tabela 5 - Comparagao do perfil de expressdo génica entre linhagens tumorais e ndo tumorais de COE por grupos
funcionais.

Grupo funcional Expressao em linhagens Expressao em linhagens nao
tumorais tumorais
Angiogénese CNN1|, CAV1|, EHF|, Leve expressdo de genes
MFAP51, TNCt estruturais (CNN1, CTSK)
Atividade de PDGFRAT, MFAP51, CNNI|,  Predominio de expressao
fibroblastos associados IL7R|, CAV1] estrutural com fendtipo
ao cancer (CAFs) quiescente
Inflamagao/ IL7R|, ACE2], CTSK] Expressdo leve ou ausente de
imunidade genes imunorreguladores
Invasao/ SOX21, ALDHIA31, TMC57Y, Ausente
metastase CAV1|, EHF|, CTSK]
Metabolismo/ ALDHIA3%1, MFAP5tT, TMC51, Leve ou ausente
estresse IL7R|, CNNI1|, CAV1|, THYI|

Remodelamento da MFAPS5T, TMC51, ALDHIA31, Leve ou ausente
matriz extracelular CNN1|, CAV1|, EHF|

(MEC)
Resisténcia terapéutica SOX21, MFAP51, IL7R|, EHF|, Ausente
CAV1]
Stemness (perfil de SOX21, ALDHIA31, TNCY, Ausente
células-tronco CNN1|, PPARG|
tumorais)
Transi¢ao epitélio- SOX21, MFAP51, ACE2 |, Perfil epitelial predominante, sem
mesenquimal (TEM) IL7R|, CNNI| plasticidade celular

Nota: COE = carcinoma oral de células escamosas.
Fonte: Autor
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6.2 Ensaios in vitro

6.2.1 Obtencao dos perfis de fibroblastos ativados (NHOF-MYO)

Para avaliagdo da ativagdo dos fibroblastos NHOF tratados com TGF-f, foi realizada a
analise da expressdo de a-SMA. A andlise por gPCR demonstrou aumento na expressao relativa
de a-SMA nas células tratadas (NHOF-MYO), em comparagdo ao controle ndo tratado (NHOF
NEG) (Figura 19), compativel com o fenétipo de CAF.

Figura 19 - Expressao relativa (fold change) de a-SMA em fibroblastos humanos orais normais (NHOF) apds
ativagdo com TGF-B. Os NHOFs foram tratados com TGF-f por 72 horas para indugdo do fendtipo de
miofibroblasto (NHOF-MYO). A analise por PCR foi realizada em réplica experimental e triplicata bioldgica,
demonstrando aumento da expressdo de a-SMA nas amostras tratadas em comparacdo ao controle (NHOF NEG).

a-SMA

2*-ddct

Fonte: Autor

Nas andlises subsequentes, os esferoides obtidos de células tumorais com NHOF-MYO

serdo referidos como esferoides com CAFs, em referéncia ao perfil de fibroblasto ativado.
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6.2.2 Perfil transcriptomico dos esferoides tumorais obtidos in vitro

Padroes diferenciais de expressao dos genes relacionados aos respectivos modulos
(conforme anélises in silico) foram observados nos esferoides dos grupos controle, NHOF e
CAF (Figuras 20-22).

De forma geral, os genes do médulo pink apresentaram-se subexpressos em esferoides
com NHOF, enquanto nos esferoides com CAFs, os transcritos tiveram expressao similar ao
grupo controle (esferoides sem fibroblastos). Entre os genes deste modulo, destacaram-se
CAV1, CNNI e EHF, com subexpressao acentuada nos esferoides com NHOF. No modulo blue,
também observou-se mais genes subexpressos nos esferoides cultivados com NHOF. Neste
modulo, os genes MFAPS5, TNC e BASPI, relacionados as interagdes entre tumor e estroma,
estiveram entre os mais expressos nos esferoides com CAFs. Em contraste, /L7R, CTSK e CNN1
estavam subexpressos, principalmente nos grupos NHOF e controle. O modulo green, SOX2 e
TMC5 tiveram aumento de expressdo em todos os grupos, com leve destaque no grupo CAF.

A anélise comparando a expressdo génica em relacdao ao perfil de célula tumoral dos
esferoides, metastatica (SCC-4) e ndo metastaticas (H357), revelou que essa classificacao
permite um agrupamento dos perfis de expressdo génica, evidenciando caracteristicas das

linhagens utilizadas.
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Figura 20 - Heatmap demonstrando o perfil de expressdo dos genes do médulo pink em esferoides tumorais
cultivados in vitro. As colunas representam as condigdes experimentais (controle, NHOF e CAF) em linhagens
metastaticas (SCC-4) e ndo metastaticas (H357), enquanto as linhas indicam os genes de cada mddulo e seu Z-
score de expressdo. Quanto ao modulo pink, houve menor expressio de genes nos esferoides com NHOF. NHOF
= fibroblastos humanos orais normais; CAF = fibroblastos associados ao cancer; MY O = perfil de miofibroblastos.

Moédulo pink
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— IL1R2
-—I CYP3A4
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Fonte: Autor
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Figura 21 - Heatmap demonstrando o perfil de expressdo dos genes do médulo blue em esferoides tumorais
cultivados in vitro. As colunas representam as condigdes experimentais (controle, NHOF e CAF) em linhagens
metastaticas (SCC-4) e ndo metastaticas (H357), enquanto as linhas indicam os genes de cada modulo e seu z-
score de expressdo. Para os genes do modulo blue, observou-se menor expressdo génica nos esferoides NHOF,
enquanto no grupo CAF, houve aumento de expressdo de alguns genes. NHOF = fibroblastos humanos orais
normais; CAF = fibroblastos associados ao cancer; MYO = perfil de miofibroblastos.
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Fonte: Autor
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Figura 22 - Heatmap demonstrando o perfil de expressdo dos genes do moédulo green em esferoides tumorais
cultivados in vitro. As colunas representam as condigdes experimentais (controle, NHOF e CAF) em linhagens
metastaticas (SCC-4) e ndo metastaticas (H357), enquanto as linhas indicam os genes de cada modulo e seu z-
score de expressdo. A maioria dos genes do moédulo green apresentaram expressdo relativa em todos os grupos,
sendo levemente menor nos esferoides NHOF, e mais ausente nos esferoides CAF. NHOF = fibroblastos humanos
orais normais; CAF = fibroblastos associados ao cancer; MYO = perfil de miofibroblastos.
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Fonte: Autor

HEPACAMZ2

H357

H357 MYO 1
H357 MYD 2
H357 MYD 3
H357 NHOF 1
H357 NHOF 2

W SCCO04 MYD
SCCO4 NHOF 1
SCC04 NHOF 2

A andlise dos padrdes de expressdo dos esferoides conforme grupos funcionais esta
resumida na Tabela 6. De um modo geral, os esferoides com NHOF apresentaram menor

expressdo em todos os grupos funcionais. Os esferoides com CAFs apresentaram aumento de
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expressdo de STC2, presente no grupo de remodelamento da MEC, e BASP1. Ja os genes CAV1,
relacionado a diferenciacdo epitelial, e UPK3B e SFTA2 estavam subexpressos. Padrdes
semelhantes foram encontrados para os genes dos grupos de atividade de CAF,
invasdo/metastase e TEM. Nos grupos ligados a metabolismo/estresse, resisténcia terapéutica e
stemness, a expressao de STC2 e BASPI também foi observada. A distribui¢do espacial desses

padrdes de expressdo génica por grupos funcionais nos esferoides pode ser observada na Figura
23.

Tabela 6 - Perfil de expressao génica por grupo funcional em esferoides tumorais cultivados com NHOF
ou CAF, destacando os principais genes alterados em cada condicao.

Grupo funcional Esferoides tumorais Esferoides com Esferoides com CAF
NHOF
Angiogénese Expressdo leve (CAV1) CAV1], UPK3B| STC21, BASPI71,

CAV1|, UPK3B|

Atividade de fibroblastos Expressdo leve CAV1] STC21, CAV1]
associados ao cancer

(CAFs)

Inflamagao/ STC2 e CAVI levemente STC2|, CAVI| STC21, BASP1,
imunidade €Xpressos CAVI|

Invasao/ CAV1 presente, UPK3B| CAVI|, UPK3B| STC21, BASPI1,
metéstase CAV1], UPK3B|
Metabolismo/ Expressdo leve (CAVI)a STC2|, CAVI| STC21, CAV1]
estresse intermediaria (STC2)

Remodelamento da matriz Expressdo leve (CAVT) CAV1|, UPK3B|  STC21, CAVI1|,

extracelular (MEC) UPK3B|

Resisténcia terapéutica Expressdo leve (CAVI)a STC2|, CAVI| STC21, BASPIY,
intermediaria (STC2) CAV1|

Stemness (perfil de Expressdo leve (CAV1) CAVI1| BASPI1

células-tronco)

Transicao epitélio- SFTA2|, expressao CAV1|, SFTA2] STC21, BASPI1,
mesenquimal (TEM) epitelial preservada CAV1|, SFTA2)|

Nota: NHOF = fibroblastos humanos orais normais.
Fonte: Autor



75

Figura 23 - Analise de transcriptdmica espacial em esferoides tumorais. Representagao por grupos funcionais em
trés condigdes experimentais: esferoides de células tumorais (esquerda), esferoides de células tumorais
cocultivados com fibroblastos orais normais (NHOF, centro) ¢ esferoides de células tumorais cocultivados com
fibroblastos ativados (CAF, direita). Para cada condigdo, sdo apresentadas duas colunas: imagens da distribuicdo
espacial dos transcritos (primeira coluna) e densidade de expressdo génica (segunda coluna). As fileiras
representam diferentes grupos funcionais. CAF = fibroblastos associados ao cancer. MEC = matriz extracelular.
TEM = transigdo epitélio-mesenquimal. Escala: 100 pm.
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6.3 Analise do caso de COE

6.3.1 Perfil transcriptomico do caso de COE

O caso em destaque representa um COE bem diferenciado. Para andlise transcriptdmica
espacial, foi realizada uma avalia¢do do clustering espacial com o suporte de ferramentas de
segmentacdo espacial, que resultou na identificagdo de dez agrupamentos com distribui¢ao
tecidual distinta (Figura 24). Esses clusters foram relacionados as caracteristicas histologicas
observadas. Os clusters 1, 2, 3 e 7 estavam associados ao estroma tumoral, com o cluster 3
localizado preferencialmente na regido de invasdo superficial. Os clusters 4, 5, 6 e 10 foram
relacionados a ilhas e corddes tumorais do core. O cluster § foi predominante na margem mais
profunda do tumor e areas de tecido muscular, e o cluster 9 estava distribuido no epitélio de
revestimento, o qual encontrava-se displasico. A distribuicdo espacial e as respectivas

caracteristicas histologicas dos clusters identificados estdo detalhadas na Tabela.

Figura 24 - Corte histologico acompanhado do mapa de clusters espaciais. Analise de segmentagdo que identificou
dez agrupamentos distintos (c/usters 1-10) com distribuigdo topografica especifica na amostra. Os clusters 1,2, 3
e 7 correspondem ao estroma tumoral, com o cluster 3 localizado no front de invasao superficial. Os clusters 4, 5,
6 ¢ 10 representam ilhas e corddes tumorais do core, com diferentes graus de diferenciacdo. O cluster 8 esta
associado a margem profunda do tumor, com possivel envolvimento muscular, e o cluster 9 corresponde ao epitélio
de revestimento displasico da margem.

Corte histolégico e distribuicao dos clusters

Fonte: Autor
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Tabela 7 - Descri¢do dos clusters identificados na analise de segmentagdo espacial do caso de COE, destacando
sua correspondéncia com caracteristicas tumorais e localizagéo.

Cluster Descricao

1 Estroma tumoral

2 Estroma tumoral

3 Estroma tumoral localizado no front de invasao superficial

4 IThas tumorais do core do tumor

5 Ilhas tumorais menores ou corddes do core tumoral

6 Ilhas tumorais maiores do core tumoral

7 Estroma do core tumoral

8 Margem profunda, com possivel envolvimento de tecido muscular

9 Epitélio de revestimento displasico

10 Grupamentos pequenos ou células tumorais isoladas no core do tumor

Note: COE = carcinoma oral de células escamosas
Fonte: Autor

O caso analisado apresentou um perfil de expressao génica funcionalmente diverso e
distribuido de forma espacialmente heterogénea. Considerando-se os modulos de coexpressao,
observou-se expressdo de transcritos do modulo pink, com genes relacionados a sinalizagdo
estrutural e ao estresse oxidativo. Genes relacionados ao estroma e imunorregulatérios do
modulo blue estavam menos expressos. Os genes epiteliais e de pluripoténcia (mddulo green)
mostraram uma maior variabilidade de expressao na amostra. A Figura 25 representa perfis de
expressdo dos genes dos diferentes mdodulos. Considerando os grupos funcionais, destacaram-
se regides tumorais com ativacdo de vias associadas a invasdo/metéstase, reemodelamento da

MEC e resisténcia terapéutica, demonstrando a heterogeneidade dos compartimentos tumorais.
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Figura 25 - Expressdo génica para os modulos funcionais identificados no caso de COE. Os graficos em barra
demonstram os niveis relativos de expressdao dos genes pertencentes aos modulos pink (A), blue (B) e green (C).
Os destaques de expressdo génica sdo do gene GPX2 (modulo pink), FBNI (mddulo blue) e EPCAM (mddulo
green).
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Fonte: Autor

A andlise dos transcritos nos grupos funcionais foi realizada em relagdo aos clusters
identificados na andlise espacial. Esta abordagem integrada possibilitou compreender a relagdao
entre fungdes, relevancia bioldgica e espacialidade. Foi possivel observar associagdes entre
diferentes processos funcionais através da identificacdo de clusters de destaque para cada
processo e analise de convergéncias, seja pela expressao de multiplos processos em um mesmo
cluster ou pela colocalizagdo/proximidade espacial de clusters distintos com processos

funcionais relacionados.

6.3.1.1 Perfil funcional relacionado a angiogénese

Dentre os genes do grupo relacionado a angiogénese, ACE2 teve a maior expressao
(1og2FC: 4,31 no cluster 1). Observou-se maior expressdo de transcritos relacionados a esse

grupo no detectada no cluster 9 (mediana: 1,59), que corresponde espacialmente ao epitélio de
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revestimento do caso avaliado (Figura 26). Neste grupo, o destaque foi o gene DNASEIL3
(log2FC: 1,32).

Figura 26 - Perfil de expressdo de genes relacionados a angiogénese. A) Mapa de expressdo génica demonstrando
a distribuicdo espacial dos genes associados a angiogénese. B) Identificacdo da localizagdo tecidual do cluster
(CL) 9 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo ao epitélio de revestimento. C) Violin plots
evidenciando a distribuig¢@o diferencial da expressdo génica do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para
0s genes com maior expressao nos clusters de destaque.

C Log2 Exp — Angiogénese (clusters) (me%li:f::: 59)
. DNASE1L3 1,32
4
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0

Cl1 Cl4 Cl5 Cls Cl10

Fonte: Autor

6.3.1.2 Perfil funcional relacionado a atividade de CAFs

Quanto a distribuicdo dos genes relacionados a atividade de CAFs entre os clusters, foi
observada alta expressao coletiva dos genes de forma espacialmente relacionada a regido do
estroma tumoral. Os genes com maior expressdo neste grupo funcional foram ELF5 (log2FC:
3,31 no cluster 9), ILIR2 (10g2FC: 2,98 no cluster 9), THBS2 (log2FC: 1,96 no cluster 3) e
ACTA2 (10g2FC: 1,87 no cluster 3). O cluster com maior expressao coletiva dos genes avaliados

foi o cluster 3 (mediana: 3,46), com os genes THBS2 (1og2FC: 1,96) e ACTA2 (1og2FC: 1,87)
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se destacando com maior expressdo no grupo. Espacialmente, o cluster 3 representa area

estromal localizada no front de invasdo superficial (Figura 27).

Figura 27 - Perfil de expressdo génica relacionado a atividade de CAFs. A) Mapa de expressdo génica
demonstrando a distribuicdo espacial dos genes associados a atividade de CAFs ¢ estroma. B) Identificacdo da
localizacdo tecidual do cluster (CL) 3 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo ao estroma
tumoral localizado no front de invasdo superficial. C) Violin plots evidenciando a distribuicdo diferencial da
expressao génica do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para os genes com maior expressao nos clusters
de destaque.

C Log2 Exp — Atividade de CAFs (clusters) D
7
6 Cluster 3
5 (mediana: 3,46)
4 THBS2 1,96
2 ACTA2 1,87
1
0 b Sl .

cu1 cL3 cL10

Fonte: Autor

6.3.1.3 Perfil funcional relacionado a inflama¢ao/imunidade

A distribuicdo dos genes relacionados a este grupo funcional demonstrou um padro
variado entre os clusters, sugerindo a ativacao localizada de vias inflamatorias e imunes. Dentre
os genes de maior expressao, estdo o0 ACE2 (log2FC: 4,31 no cluster 1), ILIR2 (1o0g2FC: 2,98
no cluster 9) e EHF (log2FC: 2,52 no cluster 9). O cluster de maior expressao coletiva dos

genes em questdo foi o cluster 9 (mediana: 2,57), espacialmente relacionado ao epitélio de
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revestimento (Figura 28). Os genes de maior expressao nesse cluster foram ILIR2 (log2FC:

2,98), EHF (10g2FC: 2,52) e DNASEIL3 (log2FC: 1,31).

Figura 28 - Perfil de expressdo génica relacionado a inflamagdo imunidade. A) Mapa de expressdo génica
demonstrando a distribui¢@o espacial dos genes associados a inflamacéo e sinaliza¢do imune. B) Identifica¢do da
localizacdo tecidual do cluster (CL) 9 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo ao epitélio de
revestimento displasico na margem do tumor. C) Violin plots evidenciando a distribuigdo diferencial da expressio
génica do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para os genes com maior expressdo nos clusters de
destaque.

C Log2 Exp — Inflamacéo/imunidade (clusters) D
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Fonte: Autor

6.3.1.4 Perfil funcional relacionado a invasdo/metéstase

Quanto a invasdao e metastase, observou-se um padrdo espacialmente dispersa e
heterogénea de expressdo dos genes. Os genes de maior expressdo estdo distribuidos entre os
clusters de maior expressdo. No cluster 3 (mediana: 2,39), foi observada maior expressao de
THYI (10g2FC: 1,77) e ALDHIA3 (1og2FC: 1,60). Ja no cluster 9 (mediana: 2,76), destacam-
se os genes ILIR2 (log2FC: 2,98) e EHF (log2FC: 2,52). Ambos os clusters estdo
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potencialmente relacionados a atividade de invasdo e metdstase tumoral, correspondendo a

regides de estroma localizado no front de invasao tumoral (Figura 29).

Figura 29 - Perfil de expressdo génica relacionado a invasdo/metastase. A) Mapa de expressdo génica
demonstrando a distribuig@o espacial dos genes associados a invasdo ¢ metastase. B) Identificacdo da localizagdo
tecidual dos clusters (CL) 3 e 9 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo ao estroma tumoral do
front de invasdo superficial e ao epitélio de revestimento displasico na margem do tumor, respectivamente. C)
Violin plots evidenciando a distribui¢do diferencial da expressdo génica do grupo funcional entre os clusters. D)
Log2FC para os genes com maior expressao nos clusters de destaque.

C Log2 Exp - Invasdo/metastase (clusters) Cluster 3

7 (mediana: 2,39)
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; f IL1R2 2,98

Cl1 Cl2 Cls Cl10 EHF 2,52

Fonte: Autor

6.3.1.5 Perfil funcional relacionado ao metabolismo/estresse

No grupo funcional de metabolismo/estresse, 0os genes com maior expressdo foram
CYPIAI (10g2FC: 2,74 no cluster 2) e EHF (1og2FC: 2,52 no cluster 9). Houve maior expressao
génica nas regides dos clusters 4 (mediana: 4,17) e 6 (mediana: 4,17), correspondentes as ilhas
tumorais do core do tumor, e o cluster 9 (mediana: 3,27), previamente descrito como o epitélio
de revestimento displasico na margem tumoral. A combinagdo desses trés clusters foi

considerada funcionalmente coerente, com destaque para a proximidade espacial dos clusters 4
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e 6 no core tumoral, sustentando a ideia de uma regido de atividade metabolica e de estresse
funcional ao longo de diferentes compartimentos do tumor (Figura 30). Nesses clusters, os
genes de destaque foram EHF no cluster 9 (1og2FC: 1,60), GPX2 nos clusters 4 (1og2FC: 0,85)
e 6 (log2FC: 0,48), e CYP1AI no cluster 6 (1og2FC: 0,58).

Figura 30 - Perfil de expressdo génica relacionado ao metabolismo/estresse. A) Mapa de expressdo génica
demonstrando a distribuicdo espacial dos genes associados ao metabolismo e estresse celular. B) Identificacdo da
localizagdo tecidual dos clusters (CL) 4, 6 ¢ 9 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo as ilhas
tumorais do core do tumor, ilhas tumorais maiores ¢ mais diferenciadas, e epitélio de revestimento displasico na
margem do tumor, respectivamente. C) Violin plots evidenciando a distribuigdo diferencial da expressdo génica
do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para os genes com maior expressdo nos clusters de destaque.

C Log2 Exp — Metabolismo/estresse (clusters) (me%li:f,t::z 17)
7 GPX2 0,85
8 Cluster 6
5 (mediana: 4,17)
‘; ‘ ? ‘ ‘ ‘ ’ GPX2 0,48
2 CYP1A1 0,58
1 Cluster 9
0 ¢ (mediana: 3,27)

Cl1 Cl2 Cl4 Cl9 cL10 EHF 1,60

Fonte: Autor

6.3.1.6 Perfil funcional relacionado a resisténcia terapéutica

A distribuicao dos genes relacionados a resisténcia terapéutica foi avaliada entre os dez
clusters identificados na andlise espacial. Observou-se uma expressao dispersa dos genes do
grupo, com destaque para as regides correspondentes as ilhas tumorais, associadas aos clusters

4 (mediana: 4,39), 6 (mediana: 4,32) e 10 (mediana: 4,32). Os trés clusters encontram-se
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espacialmente associados no tumor (Figura 31). Para esse grupo funcional, os genes de destaque
foram ACE2 (log2FC: 4,31 no cluster 8), CYP1A1 (1og2FC: 2,74 no cluster 2) e EHF (log2FC:
2,52 no cluster 9). Dentre os clusters de destaque, os genes com maior expressao foram o ACE?2
(log2FC: 1,81 no cluster 6) e ALDHIA3 (log2FC: 1,12 no cluster 10).

Figura 31 - Perfil de expressdo génica relacionado a resisténcia terapéutica. A) Mapa de expressdo génica
demonstrando a distribuicdo espacial dos genes associados a quimiorresisténcia. B) Identificacdo da localizagdo
tecidual dos clusters (CL) 10, 4 e 6 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo as células tumorais
isoladas, ilhas tumorais do core do tumor e ilhas tumorais maiores ¢ mais diferenciadas, respectivamente. C) Violin
plots evidenciando a distribuigdo diferencial da expressdo génica do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC
para os genes com maior expressdo nos clusters de destaque.
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C Log2 Exp — Resisténcia terapéutica (clusters) (mediana: 4,39)
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Fonte: Autor

6.3.1.7 Perfil funcional relacionado ao remodelamento da MEC

A expressdo gé€nica espacial relacionada ao processo de remodelamento da MEC foi de
expressao generalizada no tecido dentre os clusters. Nesse grupo, 0s genes com maior expressao
foram ELF5 (log2FC: 3,31 no cluster 9), EHF (1og2FC: 2,52 no cluster 9) e MMP2 (log2FC:

2,03 no cluster 3). O cluster com maior expressao foi o cluster 3 (mediana: 4,46), associado ao
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estroma do front de invasao tumoral (Figura 32). Dentre os genes que se destacam nesse cluster,
estdo o0 MMP?2 (log2FC: 5,72) e o FBNI (log2FC: 5,08). Os genes MMP9 (log2FC: 1,62) e
MMPI1 (log2FC: 0,74) também apresentaram expressao elevada no cluster 3 em relagdo aos

demais.

Figura 32 - Perfil de expressdo génica relacionado ao remodelamento da matriz extracelular (MEC). A) Mapa de
expressdo génica demonstrando a distribui¢do espacial dos genes associados ao remodelamento da MEC. B)
Identificagdo da localizagdo tecidual do cluster (CL) 3 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo
ao estroma tumoral do front de invasdo superficial. C) Violin plots evidenciando a distribui¢do diferencial da
expressdo génica do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para os genes com maior expressao nos clusters
de destaque.

C Log2 Exp — Remodelamento da MEC (clusters) D (m:,li:f:::: 46)
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Fonte: Autor

6.3.1.8 Perfil funcional relacionado a stemness (perfil de células-tronco)

Quanto ao perfil de stemness, a analise espacial da expressdao génica destacou os genes
LGRS (10g2FC: 2,17 no cluster 1), AQP9 (10g2FC: 1,99 no cluster 1) e ALDHI1A43 (log2FC: 1,6
no cluster 3). Espacialmente, os clusters com maior expressao dos genes associados ao grupo

foram os clusters 4 (mediana: 4,17) e 6 (mediana: 4,09), correspondentes a regido de ilhas
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tumorais, possivelmente marcadas pela presencga de nichos de células-tronco tumorais (Figura
33). Os genes de destaque nesses clusters sao o GPX2 (log2FC: 0,85 no cluster 4, 10g2FC: 0,48
no cluster 6) e AQP9 (10g2FC: 1,36 no cluster 6).

Figura 33 - Perfil de expressdo génica relacionado a stemness. A) Mapa de expressdo génica demonstrando a
distribuigdo espacial dos genes associados a stemness. B) Identificacdo da localizagdo tecidual dos clusters (CL)
4 ¢ 6 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo as ilhas tumorais do core do tumor com
diferenciacdo intermediaria ¢ mais diferenciadas, respectivamente. C) Violin plots evidenciando a distribuigdo
diferencial da expressdo génica do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para os genes com maior
expressao nos clusters de destaque.
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Fonte: Autor

6.3.1.9 Perfil funcional relacionado a TEM

Quanto aos genes relacionados a TEM, sua distribui¢do espacial foi heterogénea,
refletindo a presenga de regides de plasticidade fenotipica no tumor. Os genes com maior
expressdo foram o ACE2 (log2FC: 4,31 no cluster 8) e ELF5 (10g2FC: 3,31 no cluster 9).
Considerando todos os genes avaliados nesse grupo, o cluster com maior expressao foi o cluster

3 (mediana: 2,59), com destaque para os genes SFRP4 (1og2FC: 1,39) e ALDHI1A3 (log2FC:
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1,60). A expressdao de TEM no cluster 3 soma-se a sua ja estabelecida relevancia para outros
processos funcionais — como atividade de CAFs, invasdo/metastase e remodelamento de MEC
— reforcando a natureza convergente deste nicho estromal na interface tumor-estroma (Figura

34),

Figura 34 - Perfil de expressdo génica relacionado a transi¢io epitélio-mesenquimal (TEM). A) Mapa de
expressdo génica demonstrando a distribuicdo espacial dos genes associados a TEM. B) Identificacdo da
localizagdo tecidual do cluster (CL) 3 (de maior expressdo do grupo funcional), correspondendo ao estroma
tumoral do front de invasdo superficial. C) Violin plots evidenciando a distribuigdo diferencial da expressdo génica
do grupo funcional entre os clusters. D) Log2FC para os genes com maior expressdo nos clusters de destaque.
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Fonte: Autor

6.3.2 Perfil transcriptdmico comparativo entre linhagens, esferoides e caso de COE

A analise comparativa dos trés modelos — linhagens celulares, esferoides tumorais e o
caso — revelou tanto convergéncias quanto singularidades nos padrdes de expressao génica.
Em termos modulares, os modulos pink, blue e green apresentaram assinaturas funcionais

parcialmente sobrepostas, com o modulo green destacando-se por sua amplitude de variagdo
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entre os modelos. Genes como GPX2, GPC3, SOX2 e DPT estavam consistentemente expressos
nas amostras, sugerindo sua relevancia funcional pleiotropica; enquanto CAVI, IL7R, CNNI e
EPCAM apresentaram menor expressao refletindo a heterogeneidade de diferenciagdao de
células tumorais e evasao imunologica

Em nivel dos grupos funcionais estabelecidos no estudo, os esferoides com CAFs
demonstraram uma maior semelhanca com o tumor propriamente dito (caso de COE)
especialmente nos grupos de atividade de CAF, remodelamento da MEC e resisténcia
terapéutica, ressaltando seu valor como modelo intermediario. J& nas linhagens celulares, o
padrdo de expressdo foi menos varidvel, com pouca expressdo de genes relacionados a
interagdes entre o tumor € o microambiente.

Uma maior variabilidade e heterogeneidade funcional e espacial foi observada no caso
de COE, com nichos celulares especializados com diferentes assinaturas funcionais, como
modelagem do estroma (cluster 3), células-tronco tumorais (clusters 4 e 6) e resisténcia tumoral

(clusters 10 e 4).

6.3.3 Avaliagao das estruturas CIC no COE

Para avaliar a presenca de estruturas CIC no caso de COE analisado, foi realizada um
rastreamento morfologico manual de todo o corte histologico. A identificacdo das estruturas
CIC baseou-se na sua morfologia cldssica descrita na literatura (Siquara da Rocha ef al., 2022;
Wang, Xinlong et al., 2019), caracterizada por um aspecto semelhante a um "olho de passaro"
ou "anel de sinete": uma célula com nucleo arredondado, localizada dentro de outra célula
maior, cujo nucleo possui formato semilunar e encontra-se deslocado para a periferia. As
estruturas CIC foram observadas predominantemente em regides de ilhas tumorais, embora
também tenham sido encontradas, em menor frequéncia, em regides do estroma tumoral (Figura

35).
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Figura 35 - Localizacdo de estruturas cell-in-cell (CIC) no caso de carcinoma oral de células escamosas (COE).
Analise exploratoria e qualitativa identificando estruturas CIC em diferentes regides do tumor (A-D). Em cada
painel, sdo apresentados os clusters espaciais correspondentes e o corte histologico com destaque para as estruturas
CIC identificadas no detalhe.

A

Fonte: Autor

Ao relacionar a distribuicdo espacial das estruturas CIC com os clusters previamente
mapeados, observou-se uma colocalizacdo predominante com os clusters 4, 5 ¢ 6, que
correspondem as ilhas tumorais do core do tumor. Uma frequéncia menor de estruturas CIC foi
identificada nos clusters 3 (estroma tumoral do front de invasdo superficial) e 7 (estroma do
core tumoral), sugerindo uma possivel preferéncia dessas estruturas por nichos tumorais
especificos. Nos clusters 4, 5 e 6, a anélise dos grupos funcionais (item 6.3.1) revelou maior
atividade de metabolismo/estresse, resisténcia terapeutica e stemness. Os transcritos

identificados nos respectivos clusters de maior frequéncia de CIC podem ser conferidos na

tabela 8.



Tabela 8 - Valores de expressao (log2FC) dos transcritos dos clusters com CIC.

Gene Cluster de destaque Log2FC
PTN Cluster 5 0,13
GPX2 Cluster 4 0,85
ELFS5 Cluster 6 0,16
AQP9 Cluster 6 1,36
CYPIAI Cluster 5 1,12
ACE?2 Cluster 6 1,81

CIC = célula-em-célula (cell-in-cell); Log2FC = Variagdo logaritmica da expressao génica (log?2 fold change).
Fonte: Autor
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7 DISCUSSAO

O COE ¢ caracterizado por um microambiente heterogéneo que influencia a sua
progressao e resisténcia terapé€utica, sendo composto por diversos componentes celulares,
dentre os quais os CAFs se destacam por desempenhar um papel critico, especialmente nas
interagdes com as células tumorais (Arebro ef al., 2023; Bienkowska; Hanley; Thomas, 2021).
Sabe-se que os CAFs participam do remodelamento da MEC, da adesao celular, da promogao
da TEM e de outros processos essenciais para a invasao ¢ metastase, através da producao de
citocinas, quimiocinas e fatores pro-tumorais que estimulam a angiogénese, invasao,
plasticidade tumoral e resisténcia as terapias (Ahuja; Sureka; Zaheer, 2024; Hu ef al., 2023).
No entanto, a diversidade fenotipica e funcional dos CAFs representa um desafio para uma
melhor compreensdo da biologia tumoral e, consequentemente, o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas e/ou identificagdo de marcadores preditivos e/ou prognoéstico (Arebro
etal.,2024; Hu et al., 2023).

A presenca de estruturas CIC no COE acrescenta uma camada adicional de
complexidade, indicando interagdes celulares dindmicas que podem contribuir para a
sobrevivéncia das células tumorais e mecanismos de invasdo e resisténcia (Okuyama et al.,
2023). Desta forma, tanto os CAFs quanto as estruturas CIC emergem como componentes
importantes do microambiente tumoral, respondendo a estresses como hipoxia e privagado
nutricional (Dourado et al., 2019; Shrivastava et al., 2023; Siddiqui et al., 2019; Siquara da
Rocha et al., 2023; Wang, Ruizhi et al., 2023; Wang, Xu ef al., 2021). O papel das estruturas
CIC no cancer permanece pouco explorado, com terminologia pouco definida e implicag¢des
incertas no comportamento, prognostico e tratamento (Siquara da Rocha et al., 2022). Além
disso, ainda ndao se sabe sobre a influéncia de CAFs na formacao de estruturas CIC,
particularmente no contexto do COE (Siquara da Rocha ef al., 2023; Wang, Xinlong et al.,
2019). Diante dessas lacunas, este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia dos CAFs
na expressdo dos transcritos tumorais relacionados a adesdo celular, remodelagdo tecidual,
plasticidade tumoral e formagao de estruturas CIC no COE.

Neste trabalho, realizamos o estudo do perfil transcriptomico do COE, combinando
analises in silico, modelos tridimensionais in vitro e validacao em tecido humano. Identificamos
trés moddulos principais de coexpressdo génica (pink, blue e green), cujos genes foram
organizados em grupos funcionais relacionados a processos criticos no cancer, como
invasdo/metastase, remodelamento da MEC e TEM. As andlises comparativas - dados in silico

de linhagens celulares, esferoides e estudo de caso - demonstraram perfis distintos de expressao
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génica, ratificando a importancia do microambiente na heterogeneidade funcional deste tumor.
Em relacdo a andlise das estruturas CIC, estas estavam relacionadas a diferentes perfis
funcionais do tumor, com destaque para resisténcia terapéutica e stemness, corroborando para
o envolvimento das mesmas na plasticidade celular e pior progndstico, conforme ja
demonstrado na literatura (Tonnessen-Murray et al., 2019).

Embora um numero crescente de marcadores moleculares tenha sido identificado em
COE, a maioria ainda carece de validacao clinica robusta e, portanto, ndo sao usados na pratica
clinica (Blatt et al., 2017; Khan, Kahkashan et al., 2024; Navale et al., 2024; Pekarek et al.,
2023). Neste estudo, buscamos localizar transcritos tumorais relevantes no COE. Incialmente,
foram selecionados 247 genes com alta variabilidade de expressdo compativeis com o painel
inventoriado Multi-Tissue/Cancer (Xenium). Esses genes foram organizados em trés modulos
principais de coexpressdo: pink, blue e green. A partir da caracterizacdo funcional desses
modulos, os genes foram agrupados em nove categorias funcionais principais: angiogénese,
atividade de CAFs, inflamacdo/imunidade, invasdo/metastase, metabolismo/estresse,
remodelamento da MEC, resisténcia terapéutica, stemness ¢ TEM.

A caracterizagdo funcional dos mddulos revelou que o modulo pink estava associado
aos processos de inflamagdo, remodelamento tecidual, resisténcia terapéutica ¢ TEM. No
modulo blue, foram encontrados genes vinculados ao remodelamento da MEC, interagdo entre
tumor e estroma, ativagdo de vias inflamatorias e de pluripoténcia, compondo um eixo funcional
relacionado a invasdo. Por sua vez, o médulo green exibiu um painel de genes que participam
do metabolismo tumoral, estresse, plasticidade celular, stemness e a resisténcia terapéutica. Dos
genes identificados, varios ja foram validados em outros tipos de cancer, mas ainda sdao pouco
explorados no contexto do COE. Entre eles, destacaram-se ASPN e MFAPS5, associados a
invasdo tumoral e remodelamento da MEC (Huang, Chengqun et al., 2022; Zhao et al., 2020);
IL7R, relacionado a imunossupressao (Schreiber et al., 2019); e GPX2 e CYP3A4, implicados
na resisténcia terapéutica € no metabolismo tumoral (Jehl et al., 2023; Patel, Jignesh; Mitra,
2001). Esses achados reforgam a importancia de analises de medium e high-throughput na
identificacdo de marcadores moleculares que podem ser estudados como potenciais alvos
terapéuticos e de progndstico em COE.

Na avaliacdo in silico do perfil transcriptomico de linhagens disponiveis em bancos de
dados foi observada uma menor expressao de genes estruturais, ou seja, que codificam proteinas
com fungdes especificas e diretas na estrutura e funcionamento das células (ex: transporte,
proteinas estruturais etc.), imunologicos e de diferenciacdo celular. Observou-se uma maior

expressao de SOX2, associado a plasticidade, invasdao e manutencao de stemness (Dey et al.,
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2022); MFAPS e TMCS, relacionados ao remodelamento da MEC (Duan et al., 2023; Zhang,
Hui et al., 2022); e ALDHIA3, implicado no metabolismo celular e resisténcia (Croker ef al.,
2017; Lavudi et al., 2024). Além disso, a baixa expressao de genes como CNNI, IL7R, CAV 1,
CTSK e EHF corrobora para a perda de mecanismos relacionados a diferenciagao ceular, evasao
imune e plasticidade (Barata; Durum; Seddon, 2019; Campos et al., 2019; Gao, Lei et al., 2021;
Wu et al., 2022; Zhang, Zheng et al., 2022).

Apesar de serem amplamente utilizadas e fornecerem insights relevantes sobre
caracteristicas de células tumorais, as linhagens celulares apresentam limitagdes para a
compreensdo da biologia do COE. Sabe-se que as interagdes das células do tumor com o
microambiente ¢ relevante para modulagdo de expressdo génica e que esse microambiente
possui diversos componentes: fibroblastos, células imunes (Flores Molina et al., 2020), MEC
(Doyle; Nazari; Yamada, 2022; Runa et al., 2017) e elementos fisicos como tensdo de oxigénio
e vasos sanguineos (Baghban et al., 2020; Runa et al., 2017). Estes aspectos demonstram que
os modelos bidimensionais tradicionais de células aderidas em superficie plastica representam
pouco a complexidade tumoral. Estudos recentes reforcam essa limitagdo, destacando que
bancos de dados online de linhagens, embora valiosos, ndo capturam a complexidade do cancer
(Dumont et al., 2016; Mirabelli; Coppola; Salvatore, 2019; Thomas et al., 2025; Zhu, Qionghua
etal.,2023).

Nesse contexto, modelos que reproduzem a arquitetura e as interagdes celulares do
tumor sdo desejaveis para o estudo do cancer, trazendo uma melhor representacdo da
complexidade funcional (Unnikrishnan; Thomas; Kumar, 2021). Neste trabalho, o modelo de
esferoides tumorais foi utilizado para compreender e comparar a influéncia de NHOFs e CAFs
na expressao dos transcritos. Os esferoides com CAFs tiveram expressdao de genes da TEM,
como STC2 (Chen, Bing et al., 2016; Lin, Chen et al., 2019) e associados a ativacdo de vias de
estresse (Qie et al., 2024), enquanto houve aumento de BASPI, relacionada a uma maior
comunicacao e plasticidade celular (Jaikumarr Ram et al., 2020; Lin, Ching-Chan et al., 2020;
Pan et al., 2023), com perda das caracteristicas epiteliais (Wang, Xin et al., 2021), facilitando
processos de invasdo e remodelamento da MEC.

Diferengas no padrdo de expressdo entre esferoides com NHOF e com CAF foram
observadas. Em destaque, a diferenca de expressao de CAVI e UPK3B, relacionados a adesao
celular (Kanamori-Katayama et al., 2011; Ketteler; Klein, 2018; Simén et al., 2020). Esses
mesmos genes foram menos expressos nos esferoides com CAFs em relagdo aos NHOFs,
corroborando o papel destas células no aumento da motilidade celular (Chan, Nyein Nyein ef

al.,2023; Shi et al., 2021). Observamos ainda, nos esferoides com CAFs, um enriquecimento
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da expressdo de genes relacionados a populagdo de células-tronco tumorais (stemness), tais
como OCT4 e NANOG, que, por exemplo, estdo relacionados a resisténcia terapéutica
(Mohiuddin; Wei; Kang, 2020; Son et al., 2022). Em conjunto, os resultados deste estudo
corroboram para a compreensao do papel dos CAFs na ativagao de genes e vias criticas para a
progressdo tumoral e resisténcia terapéutica.

Os mesmos padroes de expressdao foram complementados pela analise espacial do caso
de COE. Os genes listados nos processos funcionais estudados estavam distribuidos em um
total de dez clusters que correspondiam a areas tumorais distintas. Nesse contexto, o cluster 3
— correspondente ao estroma do front de invasdo — apresentou uma assinatura classica de
ativacdo de CAFs associada com processos de remodelamento de MEC, invasdo/metastase e
TEM, com destaque para os transcritos ACTA2 (Belhabib ef al., 2021), ALDH1A3 (Fernando
et al., 2024), ELF5 (Luk; Reehorst; Mariadason, 2018), MMP2 e MMP9 (Hoffmann et al.,
2020; Lee, Choong-Jae et al., 2024). Essa convergéncia funcional no mesmo cluster revela a
existéncia de um nicho de remodelamento tecidual e plasticidade celular. Em COE, como em
outros tumores, os CAFs participam do remodelamento da MEC (Erdogan; Webb, 2017) e da
TEM (Yang, Hao et al., 2024), favorecendo a proliferacdo e a disseminagdo celular e
culminando no aumento da invasdo e da metastase. A participacdo dos CAFs particularmente
no front de invasao reforga seu papel na progressao tumoral (Asif ef al., 2021).

Além do cluster 3, o cluster 9 também estava enriquecido de marcadores relacionados
a invasao, inflamacao, angiogénese e estresse metabolico, tais como DNASE L3 (Chen, Jianlin
etal.,2021; Guoetal., 2021) e EHF (Gao, Lei et al., 2021; Lv, Yanyan et al., 2016). Ademais,
os dados de expressao dos clusters 4 e 6, localizados no core tumoral, demonstraram a ativagao
elevada de marcadores de metabolismo e estresse oxidativo, resisténcia terapéutica e stemness,
como CYPI1AI (Badal; Delgoda, 2014; Mitsui et al., 2016), LGRS (Ahmed, Eman Mohamed et
al., 2023; Patel, Yashvi; Prajapati, 2024) e GPX2 (Esworthy, 2024; Jehl et al., 2023). A
identificacao de padroes de expressdo especificos entre os clusters reforca a heterogeneidade
do COE, com regides funcionalmente distintas que suportam a progressao tumoral (Arora et
al., 2023; Li, Jia et al., 2024; Runa et al., 2017). Fica evidente, portanto, a robustez de
ferramentas de transcriptomica espacial paramelhor compreensdo da complexidade tumoral.

Este trabalho também teve como objetivo estudar as estruturas CIC no COE, no contexto
dos compartimentos funcionais e espaciais do tumor. As estruturas CIC sao formadas a partir
de interacdes celulares que podem tanto favorecer quanto limitar a progressdo do cancer
(Okuyama et al., 2023; Siddiqui et al., 2019). A ocorréncia da entose e do canibalismo ¢

determinada por fatores como adesdao a matriz (Durgan; Florey, 2018; Garanina et al., 2017),
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hipdxia e necessidade nutricional (Siddiqui et al., 2019), sendo associados a evasdo imune,
reprogramagdo metabolica, resisténcia terapéutica e alteragdes na arquitetura tumoral
(Armistead et al., 2020; Dziuba et al., 2023; Gaptulbarova et al., 2024; Song et al., 2023).

No entanto, a literatura tem destacado limita¢des do conhecimento sobre 0 mecanismo
de formagdo de CIC e, inclusive, de marcadores bem-definidos para caracterizar essas estruturas
(Borensztejn et al., 2021; Chen, Qiao; Wang; He, 2022; Siquara da Rocha et al., 2022). A
maioria dos estudos disponiveis limitaram-se a caracterizagao morfologica das CICs em tecidos
tumorais (Almangush et al., 2020; Fais; Overholtzer, 2018). Poucos reproduziram as estruturas
CIC in vitro (Cano et al., 2012; Lugini et al., 2006). A fim de contribuir para o avango do
conhecimento nesta area, nossa equipe avaliou, num trabalho prévio (Siquara da Rocha et al.,
2023) (Apéndice), a formagdo de estruturas CIC em esferoides tumorais de COE, com e sem
cocultivo com CAFs, encontrando uma frequéncia significativamente maior dessas estruturas
na presenca dos mesmos, especialmente na zona proliferativa. Esses achados sugerem uma
possivel ligagdo entre as estruturas CIC e a atividade metabodlica das células presentes nessa
regido, indicando seu potencial papel na promocdo da invasdo e agressividade tumoral.

Nesse trabalho, as estruturas CIC foram mapeadas no caso de COE, avaliando sua
possivel associagdo com propriedades funcionais do tumor. As estruturas foram localizadas no
core tumoral, predominantemente nos clusters 4, 5 € 6, cujos transcritos refletem uma maior
atividade de metabolismo/estresse, resisténcia terapeutica e stemness, especialmente GPX2
(Emmink et al., 2014; Jin et al., 2024; Li, Fuzhou; Dai; Niu, 2020) e CYPIAI (Badal; Delgoda,
2014; Mitsui et al., 2016). Esta drea também apresenta uma maior densidade de células
tumorais, 0 que sugere a ocorréncia de um canibalismo homotipico, possivelmente associado a
estratégias de sobrevivéncia em microambientes adversos (Fais; Overholtzer, 2018; Siddiqui et
al., 2019).

Estudos futuros poderao incorporar imunomarcagdes especificas e novas tecnologias de
imagem podem aprofundar a investigacdo dessas associacdes, inclusive diferenciando as
estruturas entre canibalismo e entose. A observagdo das estruturas CIC e sua possivel
associacdo com vias de remodelamento, adesdo e plasticidade celular amplia o campo de
investigagdo, que podera contribuir para a identificagdo de biomarcadores.

De forma simplificada, a andlise integrada utilizada neste estudo demonstrou a
complexidade funcional e a heterogeneidade espacial do COE e o papel dos CAFs na
modulac¢do do perfil transcriptomico tumoral, especialmente relacionado a remodelamento
tecidual, da plasticidade fenotipica e metabolismo. O estudo também identificou a associagao

entre as estruturas CIC e regides funcionais do tumor, mais especificamente relacionadas ao
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metabolismo tumoral, resposta ao estresse, stemness e resisténcia terapéutica. A estratégia de
abordagem de anélise do transcriptoma através de grupos funcionais permitiu a identificacao
de genes importantes em cada grupo, incluindo especificidades e convergéncias dos clusters
identificados. As analises medium e high-throughput ainda sao pouco explorados no contexto
do COE, sendo que representam uma estratégia mais robusta para identificagdo de marcadores
moleculares que possam melhorar o progndstico do paciente e desenvolvimento de terapias-
alvo (Almangush; Leivo; Mékitie, 2021; Blatt et al., 2017; Hartner, 2018; Miller et al., 2019),
além de possibilitar uma analise espacial estruturada de processos bioldgicos ainda pouco
conhecidos, como é o caso da CIC.

Cabe, entretanto, considerar que este estudo apresenta limitacdes. A aplicacdo dos
métodos de transcriptomica espacial em TMA de esferoides, apesar de pioneira, trouxe desafios
técnicos, como a perda de esferoides, com reflexos na limitagdo de andlises espaciais e
comparativas entre zonas proliferativas, quiescentes e centrais dos esferoides. Em relagdo ao
tecido de COE, o mesmo representa apenas o aspecto de tumores bem diferenciados. A
realizacdo de transcriptoma espacial ¢ uma ferramenta poderosa, mas € preciso integrar analise
morfoldgica espacial, volume de dados e rendimento, além de tornd-lo economicamente viavel

para pratica médica.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo investigou os transcritos tumorais mais variados associados a
processos bioldgicos relevantes — atividade de CAF, invasdo, metastase, remodelamento da
MEC, TEM — assim como a formagao de estruturas CIC, integrando analises in silico, modelos
tridimensionais de esferoides com CAFs e transcriptoma espacial de tecido tumoral humano.

Os esferoides cultivados com CAFs apresentaram maior expressdo de trancritos
relacionados a eventos pro-tumorais, em especial, o remodelamento da MEC, o processo de
TEM e a plasticidade celular. A maior expressao destes genes neste grupo demonstra o potencial
bioldgico dos CAFs em eventos celulares relacionados a progressao tumoral. J4 a andlise
espacial do tecido de COE revelou a formag¢ao de nichos tumorais especializados, com destaque
para os processos de ativagao de CAFs associada com processos de remodelamento da MEC,
invasdo, metastase, TEM, inflamagdo pro-tumoral, estresse metabdlico, stemness e resisténcia
terapéutica, possibilitando uma melhor compreensao da dindmica tumoral. As estruturas CIC
localizavam-se, preferencialmente, em regides com maior expressao de transcritos relacionados
ao metabolismo celular, plasticidade e resisténcia terapéutica.

Em conjunto, os resultados deste trabalho ratificam a importancia de estudos medium e
high-throughput em modelos celulares mais complexos e tecidos tumorais para o avango do
entendimento da biologia do COE que oferece fundamentos para identificacdo de marcadores

moleculares, especialmente prognostico e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
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Tabela S1. Caracterizagao dos datasets do GEO de carcinoma oral de células escamosas (COE).

Type Linhagem Series Code Caract.

Tumoral HSC-3 GSE146483 GSM4387010 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE146483 GSM4387014 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE7073 GSM169557 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSES84725 GSM2248377 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE235020 GSM7493285 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE235020 GSM7493286 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE235020 GSM7493287 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE235020 GSM7493288 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE160395 GSM4872672 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE160395 GSM4872678 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE160395 GSM4872681 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE160395 GSM4872685 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE114928 GSM3155074 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE108851 GSM2915008 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE39729 GSM978240 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE197263 GSM5911754 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE38823 GSM950317 METASTATICA
Tumoral HSC-3 GSE38823 GSM950318 METASTATICA
Normal  Keratinocyte (Kera (1)) GSE146483 GSM4387017 NORMAL
Normal  Keratinocyte (Kera (S))  GSE146483 GSM4387018 NORMAL
Normal Keratinocyte (Kera (1)) GSE146483 GSM4387019 NORMAL
Normal  HOK GSE54861 GSM 1325302 NORMAL
Normal ~ HOK GSE54861 GSM 1325303 NORMAL

Tabela S2. Caracterizagdo funcional e relevancia bioldgica no cancer dos genes identificados

nos médulos de coexpressao pink, blue e green.
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Moéd. Gene Gene Descricao Referéncias
(abv.) (nome completo)

Blue ACTA2 Actin Alpha 2, Promove metastase e https://pubmed.ncbi.nl
Smooth Muscle invasao celular m.nih.gov/38884825/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/28782893/

Blue  AQP9 Aquaporin 9 Inibe proliferacao e https://pubmed.ncbi.nl
metastase em carcinoma m.nih.gov/31969493/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/27329843/

Blue ASPN  Asporin Promove invasdo e https://pubmed.ncbi.nl
metastase em cancer m.nih.gov/33393151/

gastrico https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/34127813/

Blue BASP1  Brain Abundant Supressor tumoral, inibe  https://pubmed.ncbi.nl
Membrane Attached crescimento e metastase m.nih.gov/33426068/

Signal Protein 1 https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/31944520/

Blue CFHR3 Complement Factor  Supressor tumoral, inibe  https://pubmed.ncbi.nl
H-Related 3 proliferacdo e metastase = m.nih.gov/35852862/

em HCC https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/31524260/

Blue COL5A2 Collagen Type V Promove invasdo e https://pubmed.ncbi.nl
Alpha 2 Chain metastase em cancer m.nih.gov/37723519/

gastrico https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/33607786/

Blue CTSK  Cathepsin K Promove metastase e pior https://pubmed.ncbi.nl
prognostico em COE m.nih.gov/29618339/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38856944/
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Blue  FBNI1 Fibrillin 1 Promove progressao https://pubmed.ncbi.nl

tumoral em cancer gastricom.nih.gov/35901491/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/35234370/

Blue IL7R Interleukin 7 Receptor Regula progressao tumoral https://pubmed.ncbi.nl

e imunidade em cincer  m.nih.gov/36142322/

Blue LGRS Leucine-Rich Repeat- Marcador de células- https://pubmed.ncbi.nl

Containing G Protein- tronco, associado a m.nih.gov/31966480/

Coupled Receptor 5 progressao e metastase em https://pubmed.ncbi.nl

COE m.nih.gov/25592865/
Blue LIF Leukemia Inhibitory Promove progressao https://pubmed.ncbi.nl
Factor tumoral e resisténcia m.nih.gov/35685476/

terapéutica em canceres  https://pubmed.ncbi.nl
solidos m.nih.gov/36441800/
Blue MCEMP1 Mast Cell-Expressed Associado a infiltracio  https://pubmed.ncbi.nl

Membrane Protein 1  imune e mau progndstico m.nih.gov/35378772/

em cancer gastrico https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/35905854/

Blue  MFAPS Microfibril-Associated Promove invasao e https://pubmed.ncbi.nl
Glycoprotein 2 metastase em COE via ~ m.nih.gov/37217152/

fibroblastos associados ao https://pubmed.ncbi.nl

cancer m.nih.gov/32047565/

Blue  PCOLCE Procollagen C- Alta expressdo associada a https://pubmed.ncbi.nl
Proteinase Enhancer 1 mau prognostico em m.nih.gov/35609253/

glioma https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39403870/

Blue PDGFRB Platelet-Derived Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Growth Factor a metastase e pior m.nih.gov/32235327/

Receptor Beta prognostico em COE https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/36697060/
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m.nih.gov/32176498/

Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/31366519/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/25040852/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/26052702/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39492677/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39264686/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/28123722/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/19328798/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39684424/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/21481791/
https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/28514765/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/33756341/
https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/37798795/



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32176498/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32176498/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31366519/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25040852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31366519/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25040852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31366519/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25040852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31366519/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25040852/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26052702/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26052702/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492677/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39264686/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492677/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39264686/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492677/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39264686/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492677/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39264686/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28123722/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28123722/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19328798/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39684424/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19328798/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39684424/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19328798/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39684424/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19328798/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39684424/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21481791/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28514765/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21481791/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28514765/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21481791/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28514765/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21481791/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28514765/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33756341/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37798795/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33756341/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37798795/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33756341/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37798795/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33756341/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37798795/
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Green C7 Complement Downregulado em COE; https://pubmed.ncbi.nl
Component 7 associado a progressdo  m.nih.gov/37739913/

tumoral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/32887903/

Green CAPNS8 Calpain 8 Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl

a progressao tumoral em m.nih.gov/36590308/

cancer gastrico https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38697284/

Green CAVIN2 Caveolae Associated Supressor tumoral; inibe https://pubmed.ncbi.nl
Protein 2 proliferacdo em cancer de m.nih.gov/26086332/

mama

Green CFTR  Cystic Fibrosis Supressor tumoral; https://pubmed.ncbi.nl
Transmembrane mutacdes associadas a m.nih.gov/32326161/

Conductance risco aumentado de cancer https://pubmed.ncbi.nl
Regulator colorretal m.nih.gov/35743652/

Green CLIC6  Chloride Intracellular Superexpressdo associada https://pubmed.ncbi.nl
Channel 6 a subtipos especificos de m.nih.gov/33133130/

cancer de mama e pulmao https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39707377/

Green CNNI1 Calponin 1 Supressor tumoral; inibe  https://pubmed.ncbi.nl

progressdo em cancer de m.nih.gov/35903683/

bexiga e mama https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/37153789/

Green CYP2B6 Cytochrome P450 Polimorfismos associados https://pubmed.ncbi.nl

Family 2 Subfamily B ao risco de cancer de m.nih.gov/35404482/

Member 6 cabeca e pescogo https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/23824676/

Green CYP2F1 Cytochrome P450 Polimorfismos genéticos https://pubmed.ncbi.nl

Family 2 Subfamily F identificados em pacientes m.nih.gov/17327131/

Member 1 com cancer de pulmao https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/15897573/



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37739913/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32887903/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37739913/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32887903/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37739913/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32887903/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37739913/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32887903/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36590308/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38697284/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36590308/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38697284/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36590308/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38697284/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36590308/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38697284/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26086332/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26086332/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32326161/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35743652/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32326161/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35743652/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32326161/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35743652/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32326161/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35743652/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33133130/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39707377/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33133130/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39707377/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33133130/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39707377/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33133130/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39707377/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35903683/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37153789/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35903683/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37153789/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35903683/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37153789/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35903683/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37153789/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35404482/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23824676/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35404482/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23824676/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35404482/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23824676/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35404482/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23824676/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17327131/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15897573/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17327131/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15897573/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17327131/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15897573/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17327131/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15897573/
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Green CYP4B1 Cytochrome P450 Polimorfismos associados https://pubmed.ncbi.nl

Family 4 Subfamily B ao risco de cancer de m.nih.gov/37950293/

Member 1 pulmao https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/33592039/

Green DMBTI1 Deleted in Malignant Supressor tumoral; https://pubmed.ncbi.nl
Brain Tumors 1 expressdo reduzidaem  m.nih.gov/10749143/

canceres gastrointestinais https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/9888459/
Green DPT Dermatopontin Supressao de adesao https://pubmed.ncbi.nl
celular e aumento da m.nih.gov/21796630

invasividade em COE https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/36774339

Green EPCAM Epithelial Cell Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Adhesion Molecule  a progressdo e metastase m.nih.gov/26401964

em COE https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/21785818

Green FGFBP2 Fibroblast Growth Superexpresso associado a https://pubmed.ncbi.nl

Factor Binding Proteinprogressdo em carcinoma m.nih.gov/39558101

2 oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39558101
Green FOXA1 Forkhead Box Al Promove proliferacdo e  https://pubmed.ncbi.nl

metastase em carcinoma m.nih.gov/34101624

oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/31243370
Green FOXIl  Forkhead Box I1 Ativa genes promotores de https://pubmed.ncbi.nl

malignidade em cancer ~ m.nih.gov/33610681

gastrico https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/32812119

Green FOXJ1  Forkhead Box J1 Supressor tumoral em https://pubmed.ncbi.nl
cancer gastrico m.nih.gov/24809300

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/28209947



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37950293/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33592039/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37950293/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33592039/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37950293/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33592039/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37950293/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33592039/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10749143/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9888459/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10749143/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9888459/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10749143/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9888459/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10749143/%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9888459/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21796630%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36774339
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21796630%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36774339
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21796630%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36774339
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21796630%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36774339
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26401964%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21785818
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26401964%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21785818
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26401964%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21785818
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26401964%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21785818
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39558101
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34101624%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31243370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34101624%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31243370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34101624%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31243370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34101624%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31243370
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33610681%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32812119
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33610681%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32812119
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33610681%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32812119
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33610681%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32812119
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24809300%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28209947
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24809300%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28209947
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24809300%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28209947
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24809300%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28209947
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Green GATM  Glycine Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl

Amidinotransferase  a progressdo em cancer  m.nih.gov/33811821

oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39922150

Green GPC3 Glypican 3 Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
a progressao em m.nih.gov/29935166

carcinoma hepatocelular  https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/39113871

Green HEPACA Hepatocyte Cell Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
M2 Adhesion Molecule 2 a progressdao em cancer de m.nih.gov/39301750

pulmao de pequenas https://pubmed.ncbi.nl
células m.nih.gov/39492767

Green HMGCS2 3-Hydroxy-3- Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Methylglutaryl-CoA  a progressdo em cancer  m.nih.gov/27816970

Synthase 2 oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/31779269

Green 1GF1 Insulin-like Growth ~ Estimula proliferacao, https://pubmed.ncbi.nl
Factor 1 invasdo e EMT em COE m.nih.gov/32899449

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/30689967

Green INMT  Indolethylamine N-  Superexpressdo associada https://pubmed.ncbi.nl

Methyltransferase a progressao em COE m.nih.gov/36818393

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/34587977

Green KIT Proto-Oncogene Polimorfismos associados https://pubmed.ncbi.nl

Receptor Tyrosine ao risco de cancer oral m.nih.gov/27186940

Kinase https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/25980437
Green KRT20 Keratin 20 Marcador diagnéstico e https://pubmed.ncbi.nl

prognostico em carcinoma m.nih.gov/35896219

oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/37131897



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33811821%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39922150
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33811821%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39922150
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33811821%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39922150
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33811821%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39922150
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29935166%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39113871
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29935166%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39113871
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29935166%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39113871
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29935166%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39113871
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39301750%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492767
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39301750%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492767
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39301750%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492767
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39301750%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39492767
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27816970%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31779269
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27816970%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31779269
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27816970%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31779269
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27816970%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31779269
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32899449%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30689967
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32899449%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30689967
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32899449%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30689967
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32899449%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30689967
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36818393%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34587977
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36818393%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34587977
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36818393%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34587977
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36818393%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34587977
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27186940%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25980437
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27186940%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25980437
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27186940%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25980437
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27186940%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25980437
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35896219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37131897
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35896219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37131897
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35896219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37131897
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35896219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37131897
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Green KRT7 Keratin 7 Expressdo alterada em https://pubmed.ncbi.nl

carcinoma oral associado m.nih.gov/31994197

ao HPV https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/34277876
Green LPL Lipoprotein Lipase =~ Regula metabolismo https://pubmed.ncbi.nl

lipidico e progressdao em m.nih.gov/34803493

cancer oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38958445

Green LYVE1l Lymphatic Vessel Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Endothelial a metastase linfaticaem  m.nih.gov/33674563

Hyaluronan Receptor COE https://pubmed.ncbi.nl
1 m.nih.gov/34791715

Green MCF2L MCEF.2 Cell Line Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Derived Transforming a progressao em m.nih.gov/32860508

Sequence-Like carcinoma oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/36700469

Green MEDAG Mesenteric Estrogen Envolvido em https://pubmed.ncbi.nl
Dependent diferenciagdo e progressao m.nih.gov/33462219

Adipogenesis em cancer oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/35864962

Green MLPH  Melanophilin Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
a progressao em m.nih.gov/34829479

carcinoma oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/37300684

Green  MMRNI1 Multimerin 1 Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
a progressao € pior m.nih.gov/36081907

prognoéstico em COE https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/33949771

Green OGN Osteoglycin Regula proliferacao e https://pubmed.ncbi.nl

progressao em cancer oral m.nih.gov/35513835

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/32922434



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31994197%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34277876
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31994197%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34277876
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31994197%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34277876
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31994197%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34277876
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34803493%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38958445
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34803493%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38958445
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34803493%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38958445
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34803493%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38958445
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33674563%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34791715
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33674563%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34791715
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33674563%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34791715
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33674563%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34791715
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32860508%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36700469
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32860508%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36700469
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32860508%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36700469
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32860508%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36700469
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33462219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35864962
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33462219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35864962
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33462219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35864962
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33462219%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35864962
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34829479%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37300684
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34829479%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37300684
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34829479%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37300684
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34829479%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37300684
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36081907%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33949771
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36081907%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33949771
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36081907%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33949771
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36081907%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33949771
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35513835%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32922434
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35513835%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32922434
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35513835%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32922434
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35513835%20https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32922434
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OPRPN  Opiorphin Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Prepropeptide a progressao tumoral em m.nih.gov/35856431

COE https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/35856431

PCP4 Purkinje Cell Protein 4Regula proliferagao e https://pubmed.ncbi.nl

motilidade em cancer oral m.nih.ecov/35008217

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/32641824

PCSK2  Proprotein Convertase Associado a progressdo  https://pubmed.ncbi.nl

Subtilisin/Kexin Type tumoral em cancer oral ~ m.nih.gov/32794589

2 https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39034588

PDGFRA Platelet-Derived Superexpressao associada https://pubmed.ncbi.nl
Growth Factor a metastase linfatica e pior m.nih.gov/32235327

Receptor Alpha prognostico em COE https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/32411595

PLACY9 Placenta-Specific9  Inibe a proliferagdo de https://pubmed.ncbi.nl

células tumorais em cancerm.nih.gov/34123785

oral https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/34123785
PPARG Peroxisome Regula proliferagao, https://pubmed.ncbi.nl

Proliferator-Activated apoptose e ferroptose em m.nih.gov/34697317

Receptor Gamma COE https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38786003
PPP1RI1B Protein Phosphatase 1 Redugao da expressao https://pubmed.ncbi.nl

Regulatory Inhibitor associada a progressdao em m.nih.gov/32768595

Subunit 1B cancer oral https://pubmed.ncbi.nl

m.nih.gov/36484412

PTGDS Prostaglandin D2 Inibi¢do da progressao https://pubmed.ncbi.nl

Synthase tumoral em cancer oral ~ m.nih.gov/34743203

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/34116656
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Related Protein 4
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Sentan
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https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/37960806/ |

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/30427932/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38805063/ |

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/36952123/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/24585249/ |

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/23807163/

https://pubmed.ncbi.nl

macrofagos via NF-kB em m.nih.gov/39664565/ |

ccRCC

Superexpressao associada
a pior prognostico em
cancer colorretal
Inativacdo epigenética

ativa via Wnt no COE

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38831128/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/33845603/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/20811686/ |

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/34432915/

Mantém tumorigenicidade https://pubmed.ncbi.nl

em carcinoma
hepatocelular
Biomarcador diagnostico
em tumor ovariano seroso

Promove fenotipo de

Transcription Factor 2 célula-tronco e

invasividade no COE

m.nih.gov/37610679/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/26512784/

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38096163/ |

https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/39180200/
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Caveolin-1 Associado a progressao e https://pubmed.ncbi.nl

resisténcia terap€utica em m.nih.gov/34762666/ |

canceres https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/29524224/
Cytochrome P450 Promove proliferagdo em https://pubmed.ncbi.nl
Family 1 Subfamily A cancer de mama via m.nih.gov/23576571/
Member 1 supressao de AMPK

Cytochrome P450 Contribui para resisténcia https://pubmed.ncbi.nl

Family 3 Subfamily A a drogas em canceres m.nih.gov/38984579/

Member 4 diversos

Deoxyribonuclease 1 Supressor tumoral; modulahttps://pubmed.ncbi.nl

Like 3 imunidade antitumoral m.nih.gov/37581941/

ETS Homologous Supressor tumoral em https://pubmed.ncbi.nl

Factor cancer de mama; m.nih.gov/38781975/ |
oncogénico em cancer https://pubmed.ncbi.nl
gastrico m.nih.gov/27787520/

E74 Like ETS Inibe proliferacao e https://pubmed.ncbi.nl

Transcription Factor 5 invasdao em cancer de m.nih.gov/34146197/
mama

Follistatin Like 3 Promove metastase e https://pubmed.ncbi.nl

evasdo imunologica em  m.nih.gov/38302412/

cancer colorretal

Glutathione Promove EMT e metastase https://pubmed.ncbi.nl

Peroxidase 2 em cancer de pulmao m.nih.gov/37287867/

Interleukin 1 Receptor Induz imunossupressdo emhttps://pubmed.ncbi.nl

Type 2 cancer de mama e m.nih.gov/38657120/ |
pancreas https://pubmed.ncbi.nl
m.nih.gov/38883575/
Surfactant Associated Supressor tumoral em https://pubmed.ncbi.nl
2 cancer de pulmao m.nih.gov/36092941/
Uroplakin 3B Marcador diagndstico em  https://pubmed.ncbi.nl

mesotelioma m.nih.gov/36292206/
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