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RESUMO

No cancer, a migragcao celular contribui para a metastase. A heterogeneidade na
capacidade de migragéo pode produzir células individuais com capacidade aumentada
levando a invasado e metastase. Além disso, ambientes rigidos induzem uma taxa
maior de migragéo, fenotipo invasivo e modulagdo de marcadores de transi¢cao
epitelial-mesenquimal (EMT) em células de carcinoma espinocelular oral (OSCC).
Nossa hipotese € que as caracteristicas de migracdo celular podem se dividir
assimetricamente na mitose, permitindo que um subconjunto de células tenha uma
contribuicdo maior para invasdo e metastase. Através de videos time-lapse,
analisamos o fenétipo de migracao de linhagens celulares tumorais (A172, MCF7,
SCC25) e normais (MRC5 e CHO-K1). Observamos que as células filhas tinham um
fendtipo migratoério diferente das méaes, e uma unica mitose é suficiente para que as
irmas se comportem como células nao relacionadas. No entanto, a mitose n&o
influenciou a area celular e a dinAmica de polaridade. Em seguida, levantamos a
hipétese de que a consolidagdo da memdria mecanica requer mudancgas epigenéticas
que permitem que as células tumorais imprimam de forma persistente o processo de
“aprendizagem” de ambientes rigidos. Analisamos os efeitos de moduladores
epigenéticos durante a aquisicdo de memdria mecanica em células OSCC. Uma matriz
extracelular rigida (ECM) (20 kPa), aumentou a trimetilagdo e acetilagdo de H3K9 e
acetilacdo de H3K27 em Cal27. A inibicdo das histonas desacetilases (HDACSs),
histonas acetilases (HATs) e histonas lisina metil transferases (KMTs) nao afetou a
migragao celular durante o condicionamento em ambiente rigido. No entanto, o inibidor
de HDAC produziu um aumento na velocidade de migragao das células Cal27 quando
condicionadas em ambientes macios. A inibicdo de HAT e KMT na ECM rigida levou
ao aumento da expressao de N-caderina, bem como a um aumento da expressao
transcricional de Snail-1. Isto indica que o desempenho da migragéo néo é herdavel e
que a mitose assimétrica pode ter um impacto importante na invasao e metastase do
cancer, produzindo células com capacidade migratoria diferente e propomos que a
consolidagao da memoéria mecanica no OSCC envolve alteragcbes epigenéticas que

reflete a expresséao alterada de marcadores EMT.



ABSTRACT

In cancer, cell migration contributes to the spread of tumor cells resulting in metastasis.
Heterogeneity in the migration capacity can produce individual cells with heightened
capacity leading to invasion and metastasis. Also, stiff environments induce a higher
migration rate, an invasive phenotype and modulation of epithelial-mesenchymal
transition (EMT) markers in oral squamous cell carcinoma cells (OSCC). Here our first
hypothesis is that cell migration characteristics can divide asymmetrically in mitosis,
allowing a subset of cells to have a larger contribution to invasion and metastasis.
Through time-lapse videos, we analyzed migration phenotype of (Al172, MCF7,
SCC25) and two normal cell lines (MRC5 and CHO-K1 cells). We observed that
daughter cells had a different migratory phenotype compared to their mothers, and one
single mitosis is enough for the sisters behave like nonrelated cells. However, mitosis
did not influence cell area and polarity dynamics. Then we hypothesized that the
consolidation of the mechanical memory requires epigenetic changes that enables
tumor cells to imprint in a persistent way the “learning” process from stiff environments.
We analyzed the effects of inhibitors/activators of epigenetic players during the
acquisition of mechanical memory in OSCC cells. A stiff extracellular matrix (ECM) (20
kPa), increased H3K9 tri-methylation and acetylation, and H3K27 acetylation in Cal27
cells. The inhibition of histone deacetylases (HDACS), histone acetylases (HATs) and
histone lysine methyl transferases (KMTs) did not affect the cell migration during
conditioning on stiff environment. However, Cal27 cells treated with HDAC inhibitor
showed an increase on migration speed when challenged by soft environments. HAT
and KMT inhibition on stiff ECM led to a further upregulation of N-cadherin expression,
as well as an increased transcriptional expression of Snail-1. Together, these findings
indicates that migration performance is not heritable, and that asymmetric cell division
might have an important impact on cancer invasion and metastasis, by producing cells
with different migratory capacity and we propose that the consolidation of mechanical
memory in OSCC involves epigenetic changes that reflects altered EMT markers

expression.



ABREVIATURAS E SIGLAS

AKT — Serina/Treonina quinase AKT (AKT Serine/Threonine  kinase)
aPKC - Proteina quinase C atipica (Atypical protein kinase C)

ASCL1 — Homodlogo 1 de Achaete-scute (Achaete-scute homolog 1)

ATACseq — Sequenciamento de

ATP — Adenosina trifosfato (Adhenosine triphosphate)

CAF — Fibroblasto associado ao cancer (Cancer-associated Fibroblast)

CBP — Proteina de ligacao a CREB (CREB binding protein)

CCL - Ligante de quimiocina C (C-C motif chemokine ligand)

Cdc42 — RhoGTPase Cdc42

CITs — Células iniciadoras de tumor

COX2 — Ciclo oxigenase 2

CTCs — Células tumorais circulantes

DKK3 — Proteina 3 relacionada a Dickkopf (Dickkopf-related protein 3)

ECM — Matriz extracelular (Extracellular matrix)

EGFR — Receptor do fator de crescimento epidérmico (Epidermal growth factor
receptor)

EGF — Fator de crescimento epidérmico (Epidermal growth factor)

EMP — Plasticidade epitélio-mesenquimal (Epithelial-mesenchymal plasticity)
EMT — Transicao epitélio-mesenquimal (Epithelial-mensenchymal transition)
EpCAM — Molécula de adesao celular epitelial (Epithelial cell adhesion molecule)
EPHB1 — Receptor B1 de Ephrin (Ephrin receptor B1)

EREG - Epiregulina (Epiregulin)

ERK — Quinse regulada por sinal extracelular (Extracellular signal-regulated kinase)
EZH2 — Potencializador do homolégo zeste 2 (Enhancer of zeste homolog 2)
FAK — Quinase de adesao focal (Focal adhesion kinase)

FAP — Proteina ativadora de fibroblasto (Fibroblast activation protein)

FGF — Fator de crescimento de fibroblasto (Fibroblast growth fator)

FN-1 — Fibronectina-1

GAGs — Glicosaminoglicanos

GAPs — Proteinas ativadoras de GTPase (GTPase activating proteins)

GBM - Glioblastoma multiforme (Glioblastoma)

GDI — Inibidor de dissociacdo de guanosina (Guanosine dissociation inhibitors)
GDP — Guanosina difosfato (Guanosine diphosphate)

GEFs — Fatores de troca de nucleotideo guanina (Guanine nucleotide exchange
factors)

GFAP — Proteina acida fibrilar glial (Glial fibrillary acidic protein)

GSKp3 — Glycogen synthase kinase [ 3

GTP — Guanosina trifosfato (Guanosine triphosphate)

HAT — Acetilase de histona (Histone acetylase)

HDAC — Desacetilase de histona (Histone deacetylase)

HESG6 — Fator de transcricao 6 da familia HES (HES Family transcription factor 6)
HGF — Fator de crescimento de hepatdcito (Hepatocyte growth fator)

10



HIF — Fator de inducéo de hipoxia (Hypoxia inducible factor)

HMT — Metiltransferase de histone (Histone methyltrasnferases)

ID1 — indice de diferenciacéo 1

IGF — Fator de crescimento de insulina (Insuline like growth factor)

IL — Interleucina (Interleukyne)

INCA — Instituto Nacional do Cancer

JAM 1A — Molécula de adeséo juncional 1A (Junctional adhesion molecule 1A)

KDM — Demetilase de lisina (Lysine demethylase)

KMT — Metiltransferase de lisina (Lysine methyltransferase)

LDHA — Lactato desidrogenase A (Lactate dehydrogenase A)

LEF8 — Fator de expressao tardio 8 (Late expression fator 8)

LLC — Leucemia linfoide crénica

LOX — Lisil oxidase

MAPK — Proteina quinase ativada por mitégenos (Mitogen activated protein kinase)
MDSCs — Células supressoras derivadas de mieloides (Myeloid derived suppressor
cells)

MET — Transi¢do mesenquimal epitelial (Mesenchymal-epithelial transition)

MiRNA — microRNA

MLC2 — Miosina de cadeia leve 2 (Myosin light chain 2)

MMP — Metaloproteases de matriz (Matrix metaloproteases)

MMPIs — Inibidores de metaloproteases de matriz (Matrix metaloproteases inhibitors)
MRNA — RNA mensageiro (Messenger RNA)

MYC — Proto oncogene MYC

N-WASP - Proteina nuclear da Sindrome de Wiskott Aldritch (Nuclear Wiskott Aldrich
Syndrome Protein)

NEPC — Céncer de proéstata neuroendocrino (Neuroendocrine prostate cancer)
NEUROD1 — Fator de diferenciagao neurogénica 1 (Neurogenic differentiation 1)
NFAT — Fator nuclear de células T ativas (Nuclear factor of activated T cells)

NF«kB — Fator nuclear kappa B (Nuclear factor kappa B)

NKX21 — NK1 homeobox 2

OSCC - Carcinoma espinocelular oral (Oral squamous cell carcinoma)

PAAGs — Géis de acido poli acrilico (Poly acrylic acid gels)

PAR — Proteinas PAR (PAR proteins)

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas (Platelet-derived growth factor)
pEMT — Transi¢ao epitélio mesenquimal parcial

Pi — Fosfato inorgéanico

PKC — Proteina quinase C (Protein kinase C)

Rac — RhoGTPase Rac

RACK — Receptor da quinase 1 ativada (Recepftor for activated kinase 1)

Rap1 — Proteina 1 associada a Ras (Ras associated protein 1)

Rho — Homologo Ras Family (Ras homolog family)

RNAseq — Sequenciamento de RNA (RNA sequencing)

ROCK - Quinase associada a Rho (Rho associated kinase)

SETD1B — SET domain containing 1B

SLRP — Proteolgicanos pequenos ricos em leucina (Small leucine rich proteoglycan)

11



Src — Proteina quinase Src

TAMs — Macréfagos associados ao tumor (Tumor associated macrophages)

TAZ — Proteina TAZ (PDZ binging domain)

TBC1D15 — Membro 15 da familia de dominio TBC (TBC domain family member 15)
TCF — Fator de proteina de célula T (T cell factor protein)

TCGA — The cancer genome atlas

TFs — Fatores de transcricao ( Transcription factors)

TGF B — Fator de crescimento transformador B (Transforming growth fator )

TNF o — Fator de necrose tumoral a (Tumor necrosis fator a)

TSA — Tricostatina A (Thricostatin A)

UTX — Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat on chromatin X

VEGF - Fator de crescimento edotelial vascular (Vascular endothelial growth factor)
VEGFR - Receptor do fator de crescimento edotelial vascular (Vascular endothelial
growth factor receptor)

WASP —Proteina da Sindrome de Wiskott Aldritch (Nuclear Wiskott Aldrich Syndrome
Protein)

YAP — Proteina YAP (Yes associated protein)

Z0-1 - Zona occludens 1

12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de migragdo de uma célula unica

Figura 2. Novas dimensdes dos Hallmarks do Cancer

Figura 3. Etapas do processo de metastase

Figura 4. Processo de Transigao epitélio-mesenquimal

Pag. 21
Pag. 24
Pag. 25
Pag. 30

13



CAPITULO |

Neste capitulo seréo discutidos a base teorica e o
estado da arte de topicos envolvidos nos projetos de
pesquisa que foram desenvolvidos durante o
periodo de doutorado, bem como minhas hipoteses

e objetivos de trabalho.
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1 MIGRACAO CELULAR

A migracédo celular € um processo dinamico e complexo que permite que as
células mudem sua posicéo e alcancem um determinado ambiente para executar suas
fungdes, se mover individualmente ou em conjunto, além de interagir mecanica e
quimicamente com células vizinhas e componentes estruturais do tecido onde se
situam (TE BOEKHORST; PREZIOSI; FRIEDL, 2016). Essencial para a manutengao
e desenvolvimento de organismos multicelulares, a migragéo celular € um processo
que esta envolvido em questdes fisiolégicas como desenvolvimento embrionario
(KANAMORI et al., 2019), resposta imune (LIU, J. et al., 2021), cicatrizacao de feridas
(ZHANG et al., 2023), reparo e regeneracgao tecidual (LOESEL et al., 2023), como em
patologias como imunodeficiéncias (JANSSEN; GEHA, 2019), doengas cronicas
inflamatorias (MUSIAL; ZWOLINSKA, 2019) e cancer (JOO et al., 2023). Existem
varios estimulos intracelulares e extracelulares que definem o movimento de uma
célula e de acordo com o contexto em que estao inseridas, a migragao pode ocorrer
de maneira individual, chamada migracao de células unicas, ou coletiva (VICENTE-
MANZANARES; HORWITZ, 2011).

Células unicas se utilizam de dois modos principais de migragcado celular:
ameboide e mesenquimal. A migragao do tipo ameboide tem como caracteristica o
bebbling, adesdes fracas e rapida motilidade. Sendo que, as células que migram dessa
maneira se deformam através de poros e fibras da matriz extracelular (ECM). Por outro
lado, a migragédo do tipo mesenquimal se caracteriza por fibras de estresse fortes,
polarizagcédo e a célula apresenta regido frontal e traseira bem definidas. Além disso,
uma célula que migra de maneira mesenquimal degrada a ECM ao seu redor, gerando
e expandindo seu trajeto (LINTZ; MUNOZ; REINHART-KING, 2017a).

Um conjunto de células que migram como se fosse uma unidade multicelular
unica migra de maneira coletiva. A migragdo coletiva € um mecanismo basico de
migragao celular que ocorre durante a morfogénese, o reparo tecidual e até durante a
invasdo de células tumorais (LINTZ; MUNOZ; REINHART-KING, 2017b). No caso

desse tipo de migragao, as células precisam manter os contatos célula-célula, exibir
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uma polarizagcdo em grupo com assimetria definindo a regido frontal e traseira e
consequentemente migrar como uma unica unidade multicelular se diferindo do
padrao de migragao de células unicas (KHALIL; FRIEDL, 2010). Existem variedades
de modo de migragao coletiva, como: migragdo em folhas, fitas, tubos ou clusters
(FRIEDL, 2004). Devido a plasticidade e dinamicidade da migracao celular, as células
podem alternar migrando individualmente ou de maneira coletiva (FRIEDL;
ALEXANDER, 2011).

O processo de migragao de uma célula envolve multiplos estagios: polarizagao
celular, formacéao de protrusées na membrana celular e formagédo e desmontagem de
adesdes (GUAN et al., 2020). Esses estagios estédo integrados e regulados por uma

familia de moléculas de sinalizacéo, e ser&o discutidos a seguir.

1.1 Processo de migracao celular individual e sua coordenagao por sinalizagao

celular

A migracgao de células unicas em um substrato se caracteriza por um ciclo que
pode ser dividido em cinco etapas e coordenado por moléculas de sinalizagao. Apesar
da descricao do movimento ser dividida em etapas, os eventos desse ciclo de
migracao ocorrem simultaneamente e influenciam as outras etapas, ou seja, nao sao
uma série de movimentos sequenciais e dependentes (SENGUPTA; PARENT, BEAR,
2021). Esse ciclo compreende a formacdo de protrusdo de membrana celular,
formacéo de adesdo célula-ECM, contracdo do citoesqueleto, translocagao do corpo
celular e retracao da traseira da célula (VICENTE-MANZANARES; HORWITZ, 2011).

Adirecdo do movimento da migracdo vai ser indicada pela polaridade da célula.
A polaridade na migragao estabelece as diferengas estruturais, moleculares e
funcionais entre a regido frontal da célula, diregdo do movimento que a célula ira
realizar, e sua regido traseira. Sinais intracelulares e do ambiente externo vao ditar a
polaridade de uma célula. O ambiente externo emite sinais a partir da adeséo da célula
ao substrato, o contato lateral com outras células do tecido e gradientes de estimulo

quimiotaticos promovem a distribuicdo assimétrica de receptores e adaptadores
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celulares que vao colaborar com a polarizagdo (CAMPANALE; SUN; MONTELL,
2017). Enquanto, o ambiente intracelular define a polarizagao a partir de moléculas
sinalizadoras da familia RhoGTPase, Cdc42 é a RhoGTPase que recruta as proteinas
envolvidas na polarizagao, como a PAR3, PARG e PKCs atipicas. Cdc42 também atua
no posicionamento do nucleo e orientagdo dos microtubulos no citoplasma, além de
controlar a maquinaria de polimerizagao de actina na frente da célula (WARNER;
WILSON; CASWELL, 2019). Ainda n&do foi elucidado como Cdc42 ¢ ativada
inicialmente, porém ja esta descrito que a RhoGTPase Rap1 € necessaria para a
ativagao de Cdc42 em algumas células. Cdc42 pode promover a nucleagéo de redes
dendriticas via efeito de WASP e N-WASP, que por sua vez, promove ativagao de Rac.
A ativagdo conjunta de Cdc42 e Rac promove a extenséo de protrusdes na diregdo de
migracdo dando inicio ao processo de migracdo de uma célula, desta maneira
determinando a regiao frontal. Na definicdo da parte traseira da célula, acontece a
ativacdo de RhoA, que é correlacionada inversamente com a atividade de Rac. RhoA
promove a formacgdo de feixes de actomiosina maiores e mais espessos porque
organiza os filamentos de actina através de ativacdo da miosina Il. Os feixes de
actomiosina maiores e mais espessos resultam em adesbdes mais estaveis, que se
desmontam lentamente, e evitam a formagao de protrusdes (GUAN et al., 2020). Uma
vez ativas Cdc42 e Rac1 promovem a formacao da protrusao no lamelipodio da célula
e a migragao ¢ iniciada.

Protrusbes sao extensdes da membrana da célula que sao projetadas ao
sentido da direcdo estabelecida pela polaridade celular que ocorre de maneira
exploratéria sem nenhum estimulo direcional, ou em resposta a sinais quimioatraentes
extracelulares (VICENTE-MANZANARES; WEBB; HORWITZ, 2005). A forca que
causa a formacao dessa projegao € fornecida pelo citoesqueleto de actina, que de
maneira dindmica se polimeriza empurrando a membrana celular. A polimerizagao da
actina ocasiona uma tensao celular e faz com que as protrusbes se anexem ao
substrato. Os filamentos de actina sdo formados por subunidades monoméricas de
actina globular (actina-G) que se ligam em razao da hidrélise de ATP e sdo como o

esqueleto das protrusbes. Durante a polimerizacdo o ATP ligado a actina-G é
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hidrolisado a ADP + fosfato inorgéanico (Pi), ao passo que se formam a ligagao aos dois
mondmeros. O ADP + Pi da actina forma filamentos estaveis, enquanto que, a
liberagdo do fosfato desestabiliza a estrutura e causa a despolimerizagio.
Concomitantemente a isso, outros filamentos de actina se polimerizam e se associam
lateralmente formando feixes, também chamados de fibras de estresse (KADZIK;
HOMA; KOVAR, 2020). Isso depende de acao de proteinas de ligacao a actina como
miosina, a-actinina, filaminas e outras, determinando a polaridade dessas protrusdes
que se formam (VICENTE-MANZANARES; WEBB; HORWITZ, 2005). O processo de
formagao de protrusdes é dindmico devido a rede de actina, e os feixes de actina sédo
reciclados a partir de proteinas como a cofilina. A cofilina tem dois modos de acéo, no
primeiro ela cria extremidades livres nos filamentos de actina para ser reiniciada a
polimerizagdo, no segundo, a proteina quebra e despolimeriza redes antigas para
reciclagem de monémeros de actina-G (ULLO; LOGUE, 2021).

Por fim, as protrusées formadas na membrana precisam se estabilizar na ECM,
ou seja, formar adesdes estaveis, caso contrario elas tendem a se retrair em ondas
em sentido contrario a migragao devido a tensao gerada intracelularmente. A adesao
célula-ECM é fundamental para a migracado e integridade de tecidos (MERINO-
CASALLO et al., 2022).

A adesdo célula-ECM sao sitios de convergéncia que ocorre entre o
citoesqueleto de actina e proteinas da ECM. As primeiras estruturas observadas nesse
processo sdo as adesdes nascentes, pequenas adesdes que surgem dentro do
lamelipédio e sao altamente transientes, se estabelecendo ou se desmontando. No
estagio precoce de maturagédo formam-se os complexos focais, que geralmente se
situam no limite entre o lamelipédio e o corpo da célula, estruturalmente maiores que
adesbes nascentes e sdo miosina dependentes (VICENTE-MANZANARES;
HORWITZ, 2011). As adesbes em seu estagio inicial aparecem rapidamente e seu
turnover dindmico se correlaciona com rapida formacao de protrusbes e movimento
celular. Quando acontece a maturacao dessas adesobes, elas sdao denominadas

adesdes focais, estdo usualmente ligadas a fibras de estresse de actomiosina
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contrateis e largas, se correlacionando com uma velocidade menor do movimento da
célula (VICENTE-MANZANARES; WEBB; HORWITZ, 2005).

O processo de adesao celular € coordenado pela interagao entre proteinas
estruturais e de sinalizagdo, como integrinas, proteinas ligantes a actina, FAK e
paxilina (GAHMBERG; GRONHOLM, 2022).

As integrinas séo proteinas de adeséao receptoras heterodiméricas compostas
por subunidade a e B (ambas transmembranas). Sdo responsaveis por manter a
interacao entre célula e ECM, através do citoesqueleto de actina e proteinas presentes
na ECM. Integrinas atuam como receptores regulatorios, por causa de sua cauda
citoplasmatica que pode ser modulada de acordo com sinais recebidos, fazendo entao
com que a adesdo se mantenha ou seja desfeita (KECHAGIA; IVASKA; ROCA-
CUSACHS, 2019).

Algumas das proteinas que interagem com a cauda citoplasmatica das
intregrinas também interagem direta ou indiretamente com a actina, como talina,
vinculina e a-actinina (CHINTHALAPUDI; RANGARAJAN; IZARD, 2018; MERINO-
CASALLO et al., 2022).

Moléculas de sinalizacdo também se associam e modulam a dindmica de
adesodes. Atirosina-quinase FAK é recrutada no estagio inicial de formacao de adeséo,
ativada por auto-fosforilacdo ou por quinases da familia Src. FAK controla a ativacao
da RhoA através da ligagao de GEFs e GAPs, e recruta e fosforila outras proteinas de
adesdo como a paxilina (GAHMBERG; GRONHOLM, 2022). A paxilina é uma
fosfoproteina que tem habilidade de recrutar efetores que ativam Rac. Essa proteina
cria sitios de ligacéo para o recrutamento de outras proteinas de adeséo e reguladores
de sinalizacao através de multiplos residuos fosforilados de tirosina ou serina/treonina
(JANISZEWSKA; PRIMI; IZARD, 2020; WARNER; WILSON; CASWELL, 2019).

O processo dinamico de montagem e desmontagem de adesbes além de
regular a estabilizagao de protrusdes vai fazer com que a célula contraia e retraia seu
corpo celular para que ela consiga migrar (VICENTE-MANZANARES;WEBB;
HORWITZ, 2005).
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Para a retracdo do corpo celular acontecer é necessaria a contracao
coordenada do citoesqueleto de actina e desmontagem de adesdes na traseira da
célula. A desmontagem das adesdes depende dos seguintes mecanismos: contracéo
do citoesqueleto de miosina, desmontagem de adesdes induzidas por microtubulos,
endocitose de receptores de adesédo e clivagem proteolitica de proteinas de adeséo
(MERINO-CASALLO et al.,, 2022). A maquinaria celular contratil pode induzir a
desmontagem de adesdes a partir de RhoA e miosina Il. FAK e a proteina dinamina
sdo responsaveis por promover a desmontagem de adesdes que foram estabelecidas
por microtubulos (JANISZEWSKA; PRIMI; IZARD, 2020b). A reciclagem e endocitose
de integrinas regulam o turnover das adesodes. Especificamente, a endocitose mediada
por clatrina, que internaliza e recicla integrinas 1, tem se mostrado uma via de
desmontagem de um conjunto especifico de adesdes (GAHMBERG; GRONHOLM,
2022). Além disso, a clivagem de proteinas como talina, paxilina e FAK, através da
acao de calpaina, € um ponto critico para a desmontagem de adesdes que levam a
retragdo da traseira celular durante a migracdo (STORR et al., 2011; VICENTE-
MANZANARES; WEBB; HORWITZ, 2005).

O ciclo de migragdo de uma célula é regulado por moléculas de sinalizagao
chamadas RhoGTPases (GUAN et al, 2020). A superfamilia de proteinas
RhoGTPases é composta por 20 proteinas que regulam a formagéo de protrusdo de
membranas, adesao e polarizacao celular, e estdo envolvidas em vias de sinalizacao
iniciadas por receptores. S&o classificadas em subfamilias denominadas: Rac, Rho,
Cdc42, Rnd e RhoBTB (DONNELLY; BRAVO-CORDERO; HODGSON, 2014).

As RhoGTPases funcionam como um interruptor molecular, ou seja, podem ser
ativas ou inativas de acordo com fatores de troca de nucleotideos guanina, chamados
GEFs, e proteinas ativadoras de RhoGTPases, os GAPs. GEFs ativam as
RhoGTPases por catalisar a troca do GDP por GTP, enquanto GAPs inativam
RhoGTPases por promover a hidrolise de GTP em GDP. Ainda existe também o
inibidor de dissociagao de nucleotideos guanina, o GDI, que bloqueia ligagdo ao GTP
ou GDP, bloqueando a atividade da proteina, logo, bloqueando a sinalizagao celular
(GUAN et al., 2020).
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Figura 1. Dinamica de migracdo celular. A. A célula emite uma extensdo da
membrana em diregdo a polaridade da célula, formando o lamelipdédio. B. Ocorre
polimerizacao da actina e se formam as adesdes nascentes. C. As adesdes nascentes
maturam em adesdes focais, que geram forga tracional e a partir da miosina Il ocorre
a contragao da célula. D. A célula transloca seu corpo celular e retrai a traseira,
resultando na sua migragao.

1.2 Processo de migragao celular coletiva

Células tumorais que migram de maneira coletiva se tornam mais agressivas e
resistentes a terapia (CLARK; VIGNJEVIC, 2015). Esse tipo de migragdo é
caracterizado por um grupo de células que mantém as adesdes ceélula-célula por um
longo periodo e entre células vizinhas apresentam correlagdo na dire¢cdo em que se
movimentam (PENG; VERMOLEN; WEIHS, 2023). O grupo de células migra
coletivamente em forma de filamentos lineares estreitos conduzidos por uma célula
lider, no formato de corddes, tubos ou clusters (PALMIERO et al., 2023). As células
desses grupos podem exibir ambos os fenétipos epiteliais ou mesenquimais e esse
fendtipo pode diferir entre células lideres, localizadas a frente do grupo, e células
seguidoras, que se posicionam atras das células lideres (CAMPANALE; MONTELL,
2023). Essas células crescem, depositam matriz, realinham as fibras de estresse e
potencializam a proliferagcéo celular (KHALIL; FRIEDL, 2010).

Dentro de um grupo celular migrando coletivamente, cada célula efetua os
mesmos mecanismos que uma ceélula unica usaria para se mover, no entanto, em um
grupo de células coesas, os contatos celulares modificam a distribuicdo das

caracteristicas classicas encontradas em células migrando isoladamente
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(CAMPANALE; MONTELL, 2023). Células lideres estao expostas a niveis mais altos
de sinais externos como quimioatraentes, e desempenham o papel de remodelar a
ECM, detectando o ambiente e assim controlando a diregao e velocidade de migragao
(PENG; VERMOLEN; WEIHS, 2023). A coordenacgao do citoesqueleto de actomiosina
€ essencial para que essa migracao seja efetiva e é coordenada pelas RhoGTPases.
As células lideres apresentam fendtipo mesenquimal com protrusées controladas
através da Rac1 (WARNER; WILSON; CASWELL, 2019). Nas células seguidoras, a
P-caderina, uma molécula de adesdo célula-célula ativa Cdc42, gerando forgas
mecanicas nas jungdes ceélula-célula e controlando a polarizagéo celular resultando na
inducdo da migracao coletiva (SENGUPTA; PARENT; BEAR, 2021). A contratilidade
do citoesqueleto de actomiosnina cortical mediado por Cdc42-MRCK e Rho-ROCK em
regides laterais de grupos celulares permitem o movimento coletivo em células
tumorais (WARNER; WILSON; CASWELL, 2019). Além disso, células seguidoras
podem influenciar o comportamento de células lideres para modular a direcdo do
movimento coletivo (PENG; VERMOLEN; WEIHS, 2023). Similar ao que acontece na
migragao de células unicas, a contratilidade mediada por Rho-ROCK é responsavel
pela retracado da traseira de grupos de células migratorias (ISOZAKI et al., 2020).

Nota-se que as RhoGTPases sédo de importancia na regulagao da migracao de
células unicas e na migragao coletiva. E, em uma situagdo em que o organismo
multicelular se encontra em desordem como no cancer, essas moléculas podem atuar
contribuindo para sinalizagao favoravel a iniciacdo e progressao tumoral (CROSAS-
MOLIST et al., 2022).

2 CANCER

O cancer é considerado um conjunto de doengas caracterizado pelo
crescimento desregulado de células que invadem tecidos e 6rgaos (INCA, 2023). As
células tumorais dividem-se rapidamente, sao agressivas e desreguladas, formam
tumores e podem se espalhar para outras partes do corpo (HAUSMAN, 2019). Um dos

principais problemas de saude mundial, o cancer, € uma das principais causas de

22



mortes no mundo, barrando o aumento da expectativa de vida. Ainda, o impacto da
incidéncia e das mortes causada pelo cancer esta aumentando rapidamente no
cenario mundial (SUNG et al., 2021). Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
para 2023, estimam-se que ocorrerdao 704 mil casos novos de cancer no Brasil. Os
tipos mais frequentes em homens serdo o de pele ndo melanoma (102 mil novos
casos), prostata (72 mil novos casos), colon e reto (22 mil novos casos), pulmao (18
mil novos casos), estdmago (13 mil novos casos) e cavidade oral (11 mil novos casos).
Em mulheres, os tipos de cancer mais frequentes seréao o de pele ndo melanoma (118
mil novos casos), mama (74 mil novos casos), colon e reto (24 mil novos casos), colo
do utero (17 mil novos casos), pulmao (15 mil novos casos) e tireoide (14 mil novos
casos) (INCA, 2023).

Existem um conjunto de capacidades cruciais que uma célula precisa adquirir
a medida que ela se transforma de um estado normal para um estado de crescimento
neoplasico, e se tornam capazes de formarem tumores, determinadas “Hallmarks do
cancer” (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os “Hallmarks do cancer” compreendem dez
capacidades bioldgicas adquiridas durante o desenvolvimento de tumores humanos,
sdo elas: sustentacdo da sinalizagdo proliferativa, evasdo de supressores de
crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, inducao de
angiogénese, ativacao de invasdao e metastase, evasdo do sistema imune,
desregulagdo celular energética, mutagdes e instabilidade gendmica, e por fim,
inflamacao promotora de tumor. Recentemente, com a progressdo do conhecimento
dos mecanismos tumorais, foi proposto um novo conjunto de quatro novas
capacidades funcionais: desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacéao
epigenética n&o mutacional, microbioma polimérficos e células senescentes
(HANAHAN, 2022).
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Figura 2. Novas dimensodes dos Hallmarks do cancer. Temos a esquerda, diversas
caracteristicas em comuns que sao necessarias para o desenvolvimento e progressao
do cancer propostas em 2000 e 2011 por Hanahan e Weinberg. A direita, temos a
representacdo das quatro caracteristicas emergentes propostas por Hanahan em
2022, sao elas: desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética
nao mutacional, microbioma polimérficos e células senescentes. Adaptada de
HANAHAN, 2022.

No entanto, a estocasticidade no inicio do desenvolvimento do cancer reforca
0 senso que seu desenvolvimento e progressdo nao tem fluxo ciclico e sim, uma
desestabilizagdo integrada de processos celulares, mostrando-se uma desordem
bastante dinamica (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Apés a transformacgao maligna, a
dinamicidade da progressdo tumoral gera uma massa tumoral heterogénea
consistindo em células tumorais carregando assinaturas moleculares distintas entre si,
resultando na heterogeneidade tumoral (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018). A
heterogeneidade tumoral contribui para resisténcia do tumor a terapia, e tem papel
chave na formac&o de metastases (GREAVES, 2015).

3 INVASAO E METASTASE
Além de ser descrito como uma doenca de proliferacdo e crescimento

descontrolado o cancer é também uma doenga de migragao celular descontrolada.
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Com as desregulagbes causadas pela doenga, algumas das células acabam
adquirindo uma taxa de migragao maior, invadem tecidos e se estabelecem em érgaos
distantes, formando metastases (YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELIS, 2005). A
cascata metastatica atualmente ja deixou de ser entendida como um processo linear
e sim como uma série de mecanismos simultdneos e parcialmente sobrepostos
(SUHAIL et al., 2019). Embora inerentemente ineficiente, o processo de metastase
quando bem-sucedido faz com que o paciente tenha um progndstico pior e
normalmente torna o cancer incuravel (ECCLES; WELCH, 2007). Uma série de
mecanismos celulares sdo necessarios para uma célula tumoral colonizar um 6rgao
distante e estdao compreendidos nas seguintes etapas: migragao e invasao tumoral,
intravasdo na corrente sanguinea e/ou vasos linfaticos, deslocamento de células
tumorais circulantes (CTCs), extravasao e colonizagdo de sitios secundarios (COX et
al., 2018).

Tumor primario

| EMT]|

Dissociagéo, \ ’ . Angavesdo) | Extravasdo
migragao, invasao L/ / —
3) X 4
\’ Células tumorais
(5)

Vaso sanguineo circulantes
Dorméncia
tumoral

9

Célula em estado epithelial
Célula em estado mesenquimal

de

| MET e formagdo
macrometastases

Figura 3. Etapas do processo de metastase. (1) O escape inicial do tumor primario
depende da perda das jungdes célula-célula favorecendo a motilidade e para poder
degradar a membrana basal e matriz extracelular. (2) Quebra das barreiras fisicas
permitem que as células tumorais migrem e invadam dentro de tecidos normais. (3)
Ocorre a intravasao, onde as células tumorais atravessam o endotélio, penetram na
corrente sanguinea ou vasos linfaticos e entram na circulagao sistémica. (4) As CTCs
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que conseguem sobreviver na corrente sanguinea realizam a extravasao através do
endotélio capilar de 6rgaos distantes. (5) No novo microambiente, um pequeno
conjunto de células tumorais se estabelece em periodo de dorméncia. (6) As células
se estabelecem e proliferam formando micrometastases e progridem para tumores
secundarios malignos clinicamente detectaveis e completam o processo. Figura
adaptada de YANG et al., 2020.

3.1 Inicio do processo de metastase

A iniciagdo da metastase ndo é compreendida como um simples evento
autbnomo celular porque além deste fato, € um evento influenciado por um
microambiente tecidual complexo (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). As células
tumorais possuem uma capacidade unica de se adaptar morfologicamente a diferentes
condi¢gdes do microambiente, assumindo caracteristicas a fim de permanecerem
moveis, ocasionando instabilidade cromossOmica e alteragdo de expressédo génica
(BAKHOUM et al., 2018). A progressao da metastase é impactada por interagdes entre
células tumorais, fibroblastos associados ao cancer (CAFs), células endoteliais e
imunes, arquitetura da MEC e tensao de oxigénio no microambiente tumoral (SUHAIL
etal., 2019).

O fendtipo metastatico pode ser promovido por fatores de transcricdo como o
HIF (fator de indugao de hipdxia). Sua estabilizagdo pode desencadear a troca de uma
migracgao de células coletiva para ameboide, uma vez que a tensao de oxigénio flutua
dentro do tumor o que leva a uma sinalizagao entre células mesenquimais e tumorais
estimulando a migracado (LEHMANN et al., 2017).

Células imunes associadas ao tumor podem ser estimuladas por moléculas
secretadas por células tumorais, o lactato por exemplo, estimula macréfagos do tumor
a promover angiogénese, um requisito para metastases distantes (COLEGIO et al.,
2014).

Em suma, a decisdo de uma célula de fazer metastase depende da carga
mutacional e epigenética celular bem como de fatores extrinsecos como interagdes
bidirecionais entre células tumorais e n&o tumorais, influéncia do microambiente

tumoral ajustado pela bioquimica e biomecanica da ECM e disponibilidade de fatores
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de crescimento e citocinas, adicionando uma camada a mais de complexidade ao

processo.

3.2 Migracgao e invasao tecidual

Migrar e abandonar o tumor primario € o primeiro passo que uma célula tem de
fazer para realizar metastase, isso s6 é possivel através de mecanismos celulares
dependentes da contratilidade celular que possibilitam a migragdo, como a adeséo,
degradagao da ECM e enfraquecimento de adesé&o célula-célula para se dissociar do
epitélio adjacente (COX et al., 2018). Durante o inicio da migragao as células mudam
sua polaridade, morfologia e ativam varias vias de sinalizagcdo que controlam a
dindmica do citoesqueleto. Células tumorais formam estruturas chamadas
invadopodia, protrusées envolvidas na degradagdo de ECM, além disso, formam
blebs, protrusdes esféricas causadas pelo aumento da pressao hidrostatica devido a
alta contratilidade do citoesqueleto de actomiosina, resultando na perda de adesao
(WARNER; WILSON; CASWELL, 2019; YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELIS,
2005).

Para a célula comecar o processo de metastase, ela vai depender da regulagéo
por moléculas sinalizadoras como as RhoGTPases, que facilitam diversas fungcbes
pro-tumorais, diferente do processo de migracdo normal, a adaptagdo a fatores
extrinsecos permite que as células metastaticas superem obstaculos que
normalmente impediriam o movimento e a migracdo se torna descontrolada
(CROSAS-MOLIST et al., 2022). A intercomunicacao entre as células da massa do
tumor também faz com que uma célula se torne migratéria com capacidade de
metastase. CAFs com caracteristicas contrateis demonstram habilidade em degradar,
depositar e remodelar a ECM, eles coordenam o alinhamento final da matriz
desenhando um caminho de migragao direcional para as células do tumor (SANTI,
KUGERATSKI; ZANIVAN, 2018). As células tumorais utilizam a regulagdo de MLC2
dependente de Cdc42/MRCK para seguirem os trajetos gerados pelos CAFs na ECM,
enquanto a modulagédo de MLC2 dependente de Rho-RACK controla a remodelagéao
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da ECM nos fibroblastos. Além disso, foi demonstrado que a invasao coletiva em
carcinoma de células escamosas, ocorre a partir de um fibroblasto lider, que devido a
ativagao da via Rho-ROCK promove a geragao de um trajeto na ECM permitindo que
as células tenham uma migragao direcional (GAGGIOLI et al., 2007).

A célula invasora além de degradar a ECM, precisa romper a membrana basal,
que é a barreira fisica que existe delimitando os tecidos (YANG et al., 2020).

A membrana basal € composta por duas redes de polimeros interconectados
compostos por laminina e colageno |V, apresentando poros de aproximadamente
10nm, com a fungdo de fornecer fatores de crescimento (YURCHENCO; RUBEN,
1987). A partir destes poros, diferentes tipos celulares podem se comunicar trocando
fatores difusiveis e sdo capazes de ultrapassar essa membrana, sdo exemplos
leucdcitos e células tumorais (TAKEUCHI; GONDA, 2004). A medida que o tumor
progride, o estroma sofre alteragées em relacdo a composicao de tipos celulares, na
composicao, estruturacao e remodelamento da ECM, e a barreira pode ser rompida
por células invasivas. Para romper e ultrapassar a membrana basal, as células
tumorais devem ser capazes de: degradacdo proteolitica, deslocamento local por
forcas mecanicas e sintese anormal dos constituintes da membrana basal (GLENTIS;
GURCHENKOQV; VIGNJEVIC, 2014).

A degradacgao proteolitica dos componentes da membrana basal envolve a
formacédo do invadopodia pela célula tumoral, essas estruturas ricas em actina-F,
fornecem uma fonte local de proteases, como as metaloproteases de matriz (MMPs)
e FAP, uma serina protease seprase (POINCIOUX; LIZARRAGA; CHAVRIER, 2009).

O deslocamento local da membrana basal a partir de forgcas mecéanicas
exercidas pela célula tumoral € um mecanismo ndo dependente de degradacao, e
envolve o movimento ameboide das células através de fibras de colageno (GADEA et
al., 2007).

Por fim, a sintese anormal de membrana basal acontece quando ha uma
sintese em menor quantidade de laminina e colageno. O estagio avangado de tumores

se correlaciona com a perda da cadeia laminina 332 y2 da membrana basal e sua
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retencéo no citoplasma (KANG et al., 2013), enquanto em carcinomas o colageno VI
e laminina 511 sao quase ausentes na membrana basal (LOHI et al., 2000).

A aquisicdo de um fenotipo mesenquimal de migragao € um dos motivos pelos
quais as células tumorais se tornam mais agressivas, em carcinomas, esse fenotipo
mesenquimal é causado pelo desenvolvimento de um processo chamado de transicao

epitélio mesenquimal.

3.3 Transicao epitélio-mesenquimal

O processo de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) induz caracteristicas de
um fendtipo mesenquimal em células que previamente apresentavam fenotipos
epiteliais, tornando-as mais migratérias e invasivas (YEUNG; YANG, 2017). A
transicdo para o estado mesenquimal € frequentemente incompleta, algumas células
vao apresentar um estado intermediario de EMT, ou EMT parcial, apresentando
ambas as caracteristicas epiteliais e mesenquimais. Essa dinamicidade de estados
intermediarios € denominada plasticidade epitélio mesenquimal (EMP). Além disso, 0
processo pode ocorrer de maneira reversa, transicdo mesenquimal-epitelial (MET),
destacando a dinamicidade deste evento (YANG et al., 2020).

Diferentes combinacfes de marcadores mesenquimais e epiteliais podem
fornecer indicacfes acerca de estados celulares criticos subjacentes a disseminacéo
de células neoplasicas. Contudo, ainda ha pouca informacédo do entendimento das
diversas configuracées desses marcadores em tipos especificos de tumores e em
locais receptores. No espectro de EMT, categorias diferentes de estados celulares
coexistem, apresentando simultaneamente tracos mesenquimais e epiteliais, e esses
estados hibridos sdo mais favoraveis as células do tumor (STEFANIA; VERGARA,
2017). Se observa de maneira frequente a ampliacdo na capacidade de invasao e
migracdo nas células que transitam para a EMT hibrida, caracterizada pela
coexpressao de marcadores tanto mesenquimais quanto epiteliais. A categorizagao
desses estados hibridos pode ser subdividida em fases especificas da EMT, como a
epitelial, EMT hibrida precoce, EMT hibrida tardia e EMT completa (PASTUSHENKO;
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BLANPAIN, 2019). O fendtipo epitelial se caracteriza por polaridade apico-basal que
€ mantida pelas interacdes célula-célula estaveis devido a moléculas de adesdo como
E-caderina e citoqueratina dentro das junc¢des do tipo tight, desmossomos, juncdes
aderentes e juncdes do tipo gap, e pela interacdo com a membrana basal (NIETO,
2013). Quando sinais indutores de EMT regulam positivamente o grupo de fatores de
transcricdo indutores de EMT, ocorrem alteragdes morfologicas, celulares e
moleculares. Como resultado, acontece a perda das juncdes aderentes entre as
células, perda da polaridade apico-basal, aquisicdo de um fenétipo mais mesenquimal
e ganho de motilidade e invasdo (BRABLETZ et al., 2018).

Durante a EMT, alteracdes na expressdo génica e em mecanismos pos-
traducionais reprimem as caracteristicas epiteliais e levam a aquisicdo de
caracteristicas mesenquimais, onde células apresentam uma morfologia e
citoarquitetura semelhantes a fibroblastos e capacidade migratéria aumentada
(CHAFFER et al., 2016).

Células epiteliais EMT parcial Células mesenquimais
| 2
ll :l -:g %E
/e @ J\¢ O
Jungdes célula-célula Migragéo celular coletiva Desmontagem de jungdes célula-célula e célula-MEC
é‘;’l‘gggz dcjg"?c'xgial Expressao de diferentes moléculas de ades&o
Expressao dz proteinas epiteliais Pomrida(}e freme'"?seira .
Actina cortical Expresséo de proteinas mesenquimais
Reorganizagao de fibras de estresse de actina
MMPs e proteinas de MEC
Motilidade e invasividade
EMT

T

Figura 4. Processo de transigao epitélio-mesenquimal. Na EMT a polaridade apico-
basal é redirecionada para a polaridade frontal-posterior, ocorrem alteragées no
citoesqueleto, a expressao génica é reprogramada e a regulagao negativa das jungdes
epiteliais e moléculas de adesdo é acompanhada pela expressao de proteinas de
adesao mesenquimais. Quando as células migram coletivamente, as células lideres
reprimem seus marcadores epiteliais e mostram caracteristicas mesenquimais. Essas
mudangas possibilitam um comportamento celular migratério e invasivo. Adaptada de
KATSUNO; DERYNCK, 2021.
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3.3.1 Indugao de EMT no céancer

Citocinas e fatores de crescimento secretados por células tumorais e do
estroma no microambiente tumoral sao os principais fatores primarios que induzem a
EMT. Dentre as moléculas de sinalizacdo que tém se mostrado cooperar em uma rede
complexa que determina a ativagdo de EMT sao o TGF-p (Fator de transformacgao B),
Whnt, ligantes de Notch, HIF-1a, NFk-B, IL1B (Interleucina 1) e TNF-a (Fator de
necrose tumoral a). O TGF-B secretado por células tumorais e por fibroblastos &
considerado o indutor primario de EMT (KATSUNO; LAMOUILLE; DERYNCK, 2013).
Além disso, uma ampla gama de fatores de crescimento também estdo envolvidos,
sao eles: fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento de insulina (IGF),
fator de crescimento de hepatdcito (HGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (CHAFFER et al., 2016).

Fatores de transcricdo de EMT (EMT-TFs) séo ativados para coordenar esse
processo em resposta a varios sinais e vias de sinalizagdo. Os principais EMT-TFs
incluem Snail1, Snail2, Twist1, Twist2, Zeb1 e Zeb2 (YEUNG; YANG, 2017). Snail e
Zeb tem a habilidade de se ligar as sequencias E-box nos promotores de E-caderina,
fazendo com que esta molécula ndo seja expressa, regulando negativamente
proteinas de adesao de jungao do tipo tight, ocludinas, claudinas, ZO-1 e conexinas
JAM1/A (BAX et al., 2011). Por sua vez, Twist atua induzindo Snail para reprimir a
expressdo de E-caderina, além de induzir a degradagdo da ECM através de
invadopodias (WEI et al., 2015). Entretanto, os ativadores de EMT que atuam em
diferentes tecidos podem diferir, como no exemplo do modelo de metastase para
cancer de mama, onde Snail1 e Twist1 tem importancia fundamental na conversao
mesenquimal, enquanto se tornam dispensaveis no modelo de cancer de pancreas
que é dependente de Zeb1 (YEUNG; YANG, 2017). Por mais que os EMT-TFs regulem
negativamente a expressdo de proteinas de adesdo célula-célula promovendo a
desmontagem das mesmas, a ruptura dessas jungdes também atua como promotoras
de EMT, uma vez que essas proteinas regulam varias vias de sinalizagdo que podem

promover mais invasdo. A B-catenina liberada de jungbes de aderéncia tem como
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potencial entrar no nucleo e direcionar a expressao do gene Wnt que acaba sendo
expresso positivamente e potencializa a EMT (HOWARD et al., 2011).

A EMT também é controlada por vias regulatérias multiplas de microRNAs
(miRNAs), RNAs longos nao codificantes (InRNAs) e modificagées pds-traducionais.
A familia de microRNAS miR-200 formam um Joop regulatério de retroalimentagéo
negativa com Zeb1 e Zeb2 e acabam modulando a plasticidade celular entre epitelial
e mesenquimal. A degradagao do proteossoma mediado por ubiquitinagao de Snail1 e
Twist1 apoés fosforilacdo de GSKB3 ou MAPK também controla a expressao de EMT-
TFs (YEUNG; YANG, 2017).

Simultaneamente a perda de marcadores epiteliais e polaridade apico-basal, as
células que sofrem a EMT aumentam sua expressao de marcadores mesenquimais,
adotando um novo formato e ganhando potencial migratério (YANG et al., 2020).

A medida que o processo vai ocorrendo ha o aumento da expressdo de N-
caderina, vimentina e fibronectina (BRABLETZ et al., 2018). A rede de citoqueratina
ancorada em desmosossomos nas células epiteliais vao sendo destruidas e o
aumento na expressao de vimentina leva a reorganizacéo do citoesqueleto de actina
cortical em uma rede de filamentos intermediarios citoplasmatico e basal, o que facilita
a motilidade celular e formacao de invadopodias para degradar a ECM (YANG et al.,
2020). Para concluir a transi¢cao, a contratilidade celular € aumentada pela formagao
de novas fibras de estresse de actina, além das protrusdes celulares aumentarem a
expressao de MMP2 e MMP9 resultando em um comportamento celular mais invasivo
(NILAND; RISCANEVO; EBLE, 2022).

3.4 Matriz extracelular

A matriz extracelular é definida como um componente ativo fisiologicamente de
tecidos vivos responsavel pela comunicagao intercelular, adesao e proliferagao celular.
Os elementos que compde a ECM séo agua, minerais, proteoglicanos e proteinas
fibrosas secretadas por células residentes do tecido (WALKER; MOJARES; DEL RiO
HERNANDEZ, 2018). Cada érgdo possui uma composicdo Unica desses elementos
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com a finalidade de atender a um propésito especifico do tecido, isso € um resultado
de uma retroalimentagao biofisica e bioquimica dindmica entre os componentes
celulares e seu microambiente (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). A ECM tem como
caracteristica ser uma estrutura altamente dinamica, seus componentes estao
constantemente submetidos a degradacdo e modificagdo através de proteinases,
processo este chamado de remodelagédo de matriz (MOHAN; DAS; SAGI, 2020).

A ECM serve como sitio de ligagdo e ancoragem para controlar a adesao e o
movimento celular. Além da manutencéo da integridade estrutural e ancoragem, seus
componentes possuem diversos sitios para fatores de crescimento, permitindo o

controle de sua secregao e apresentacao as células alvo (HARTMAN et al., 2017).

3.4.1 Composigcao da matriz extracelular

Os seus principais componentes sado o colageno, proteoglicanos, laminina e
fibronectina. A producao dessas proteinas fibrosas essenciais € regulada pela ECM e
depende dos varios estagios do desenvolvimento embrionario e progressao de
doencas como o cancer (WALKER; MOJARES; DEL RiO HERNANDEZ, 2018).

O colageno é o componente mais abundante da ECM e do tecido humano, tem
28 subtipos e 0 mais comum € o colageno do tipo | que esta envolvido fortemente em
cicatrizacao de feridas e desenvolvimento de 6rgdos (MOUW; OU; WEAVER, 2014).
MMPs orquestram uma serie de clivagens em diferentes tipos de colagenos presentes
na ECM formando microfibrilas, que dao estrutura a ECM. Quando formadas, elas
podem se ligar a outras microfibrilas ja existentes formando fibras largas de
sustentacao, esse processo é mediado por pequenas proteoglicanas ricas em leucinas
(SLRPs), decorin e biglycan, que tem motifs de ligagdo ao colageno permitindo
modular o crescimento, tamanho, morfologia e conteudo das fibras de colageno
(NAJAFI; FARHOOD; MORTEZAEE, 2019).

Outros constituintes sdo os proteoglicanos, proteinas que possuem
glicosaminoglicanos (GAGs) ligados covalentemente a elas. GAGs sao compostos por

longas cadeias de repeti¢cdes dissacaridicas carregadas negativamente, como sulfato
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de heparina, sulfato de condroitina/dermatan, hialuronato ou sulfato de queratina.
Devido a carga negativa dos GAGs, os proteoglicanos podem sequestrar agua e
cations, os conferindo funcées de preenchimento de espaco e lubrificacdo. Duas
proteinas proteoglicanas importantes s&o as sindecans e perlecan, que tem dominios
de ligagdo para GAGs, como o sulfato de heparano se associam a essas proteinas e
esse GAG pode ser eliminado pela acao de MMPs, ou entao se ligar a receptores de
fatores de crescimento, colageno e outras proteinas da ECM (10Z2Z0; SCHAEFER,
2015). Resumidamente, os proteoglicanos possuem formas e estruturas variaveis que
conferem diferentes fungbes a ECM.

As lamininas conectam a célula a ECM, essas glicoproteinas triméricas sao
compostas por cadeia a, e y, sendo encontradas com maior frequéncia na lamina
basal e alguns compartimentos mesenquimais. Tem como fungéo promover adesao,
diferenciagcdo, migragdo, manutengdo do fendtipo e dar resisténcia a apoptose
(HOHENESTER; YURCHENCO, 2013). Por meio da ligacdo com integrinas, elas
criam uma ligagdo dinamica entre a célula e a ECM, uma vez que lamininas
especificas tem interagdo unica com integrinas especificas para permitir a indugao de
vias de sinalizagao e organizagao do citoesqueleto intracelular (WALKER; MOJARES;
DEL RiO HERNANDEZ, 2018).

Por fim, a fibronectina atua como uma conexado mecanossensivel entre a célula
e a ECM, por ser uma proteina multidominio ela consegue interagir com varios
componentes da ECM (MOUW; OU; WEAVER, 2014). A fibronectina possui 20
isoformas apesar de ser codificada por apenas um gene, isso ocorre devido ao
processo de splicing alternativo do mRNA (SCHWARZBAUER; DESIMONE, 2011).
Assim como o colageno, a fibronectina forma redes fibrilares na matriz e sua
montagem € mediada pela ligagéo das integrinas o531 através de um motif de ligagao

RGD e um local de sinergia na molécula de fibronectina (BELLIN et al., 2009)
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3.4.2 A matriz extracelular e sua influéncia na migragao

A composicao e propriedades fisicas da ECM influenciam o trajeto de migracao
e a velocidade das células migratorias. As células migram de areas com menor
concentragdo de ECM para areas com maior concentragdo devido ao gradiente de
adesao. No entanto, se a concentracdo de ECM for muito alta, a forga de adesao pode
ser tdo forte que que a célula se estabiliza e ndo consegue mais migrar (WALKER;
MOJARES; DEL RiO HERNANDEZ, 2018). A velocidade de migracdo também
depende da concentragdao de ECM, uma vez que esse processo é coordenado pela
dindmica de montagem e desmontagens de adesao na ECM (BONNANS; CHOU;
WERB, 2014). Fibroblastos quando cultivados em gradientes de rigidez compostos por
fibronectina conseguiram migrar eficientemente, diferente dos cultivados em matrizes
cobertos com laminina ou uma mistura de fibronectina/laminina que n&o migraram
(HARTMAN et al., 2017). Além disso, proteases que degradam a ECM facilitam a
migragao celular por meio de interagdo com outras enzimas, como MMPs, adamlisinas
e meprinas (BONNANS; CHOU; WERB, 2014).

3.4.3 Rigidez da matriz extracelular e sua influéncia no cancer

O balango entre degradacgao e secregdao de ECM controlado pelas células que
a modificam é responsavel pela homeostase tensional que determina caracteristicas
mecanicas da ECM como elasticidade e rigidez (MALIK; LELKES; CUKIERMAN,
2015). A rigidez da ECM é uma caracteristica que diferencia tecidos tumorais de
tecidos normais, quando ha o enrijecimento da matriz ha uma atribuicdo ao
crescimento tumoral, associagao ao pior prognostico e aumento na taxa de metastase
(KAI; DRAIN; WEAVER, 2019).

A ECM se torna rigida devido a agregacao de proteinas, o crosslink e o
conteudo de colageno tem papel importante nesse processo, sendo que o colageno é
a proteina da matriz dentro do estroma que mais sofre desregulacdo metabdlica
(MOHAN; DAS; SAGI, 2020).

35



A lisil oxidase (LOX) € uma amino oxidase responsavel pela reticulagdo do
colageno e durante o cancer tem sido clinicamente correlacionada com o aumento da
fibrose e do risco elevado de surgimento de metastases (ERLER et al., 2009). Foi
observado que a alta atividade de LOX presente em bordas invasivas dos tumores
impulsiona a polimerizagdo da actina, contratilidade celular e migragdo, fornecendo
um caminho para células tumorais sigam sua trajetoria sucessivamente (WEI et al.,
2017). A rigidez da ECM aumenta a ativagédo de integrinas e por consequéncia a
tensdo do citoesqueledo mediada por Rho, promovendo formagao de adesdes focais
e motilidade celular (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Fibras de colageno densas
alinhadas atuam como um trajeto para proliferagdo de células neoplasicas migarem
para fora do tumor. No cancer de mama, o tecido colagenoso ao redor de tumores
mamarios costuma ser espesso, rigido e alinhado perpendicularmente ao limite do
tumor, ao contrario de estruturas epiteliais que geralmente apresentam colageno
emaranhado e desorganizado (PROVENZANO et al.,, 2008). Estudos recentes
sugerem que a topografia das fibras da matriz aumenta a eficiéncia da migracao de
células tumorais, diminuindo as protuberéncias ao longo da fibra de colageno e
diminuindo a distancia percorrida por células migratérias (NAJAFI; FARHOOD;
MORTEZAEE, 2019).

Uma vez que a rigidez da ECM contribui para a progressao tumoral, existem
enzimas responsaveis por degradar matriz colaborando ao processo, essas sdo as
MMPs (KAI; DRAIN; WEAVER, 2019). Principais enzimas responsaveis por degradar
a ECM, as MMPs tém baixa atividade em condi¢cdes normais, mas em condicdes
patolégicas como no cancer sua atividade aumenta (LI; PRITCHARD; YU, 2022). Entre
os varios tipos existentes de MMPS, a MMP-2 e -9 sdo as mais associadas com
invasao de células tumorais e metastases (KESSENBROCK; WANG; WERB, 2015). A
interacéo entre células tumorais e células do estroma, incluindo CAFs, macréfagos M2
e células-tronco tumorais resulta na liberagdo de MMPs. O desequilibrio entre
enrijecimento de matriz pelo crosslink de colageno e degradagdo de matriz pelas
proteases contribui para invasao das células tumorais. Os CAFs e os macrofagos M2,

tem papel crucial nesse desbalanco, uma vez que ambos produzem TGF-[3, que induz
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o enrijecimento e ativa MMPs para acéo proteolitica (WALKER; MOJARES; DEL RiO
HERNANDEZ, 2018; YANG; PANG; MOSES, 2010).

3.5 Intravasao

Assim que as células formam os invadopodias e atravessam a membrana basal
se inicia a intravasao, o processo pelo qual as células tumorais atravessam o endotélio
através de migracgao transendotelial e deixam o tumor primario resultando no inicio do
processo de metastase (SZNURKOWSKA; ACETO, 2022).

Existem trés fatores que estdo envolvidos na intravasdo: as propriedades
intrinsecas da célula, o microambiente e fatores mecanicos.

Como propriedades intrinsecas da célula se entendem as mutagdes genéticas,
o perfil de expressao génica, regulacado epigenética e metabolismo. A predisposicao
de células tumorais a intravasar na corrente sanguinea esta relacionada a expressao
de genes especificos, como os genes que codificam as proteinas da via de sinalizagao
Wnt. Em CTCs de modelos de cancer de pancreas e glioblastoma (GBM), foi
demonstrado um aumento na expressao de genes da via da Wnt (YU et al., 2012).
Sequenciamento do exoma total de tumores e de CTCs de dois pacientes com cancer
de préstata com subsequente analise de SNV destacou mutacdes no codificador
DNAH8 de uma dineina e seu receptor tirosina quinase EPHB1 em CTCs (LOHR et
al., 2014).

Células do microambiente tumoral como os fibroblastos, células imunes,
adipdcitos e pericitos, sdo outros fatores que colaboram a intravasao. CAFs tém sido
apontados como direcionadores de células metastaticas, uma vez que tém sido
detectados como partes de clusters de CTCs na corrente sanguinea, podendo
proteger as CTCs do cisalhamento, isso sugere potencial colaboragéo na intravasao
por estarem associados a essas células (ORTIZ-OTERO et al., 2020). Linfécitos T
CD4+ contribuem para uma intravasao potencializada via sinalizacao direta as células

tumorais ou indireta através da regulagdo de macrofagos associados ao tumor (TAMs)
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em estudos que tem como modelo cancer de mama com metastase no pulmao
(DENARDO et al., 2009; TAN et al., 2011).

Por fim, fatores mecanicos como a rigidez da ECM, estresse solido e presséo
do fluido intersticial completam os fatores que influenciam na intravasao. A rigidez da
ECM acontece pela agregacgao de proteinas ali presentes muito provavelmente pela
atividade de células tumorais e do microambiente (WEI et al., 2017). A ECM rigida
pode induzir ativacdo de CAF de maneira dependente de YAP/TAZ, co-ativadores
transcricionais dependentes de estimulos mecanicos, que contribui ainda mais para o
aumento de rigidez, fato este que esta ligado ao aumento de agressividade a partir do

aumento de migragao e invasao (CALVO et al., 2013).

3.6 Células tumorais circulantes e sua sobrevivéncia

As CTCs sao células que se desprendem do tumor primario, intravasam e sao
levadas pela corrente sanguinea ou linfatica (SZNURKOWSKA; ACETO, 2022).
Embora originadas de seu tumor primario, elas diferem de células tumorais primarias
devido as suas propriedades de transigao EMT, que as ajudam a se soltar do tumor e
a se infiltrar na corrente sanguinea (LIN et al., 2021). As CTCs formam clusters para
aumentar o potencial metastatico e exibem caracteristicas de células-tronco, o que as
tornam mais propensas a iniciar metastases (STUELTEN; PARENT; MONTELL, 2018).
Apesar disso, a maioria das CTCs acaba morrendo na circulagdo, apenas algumas
conseguem sobreviver e se infiltrar em 6rgéos distantes (XU et al., 2021).

A maior parte de CTCs sao barradas pela tensao de cisalhamento ou morrem
devido a anoikis, um processo de morte celular programada causado pela perda de
adesao celular, enquanto circulam no sangue (FENG et al., 2022). Quando as CTCs
interagem significativamente com plaquetas, neutréfilos, macréfagos, MDSCs ou
CAFs elas evitam a vigilancia do sistema imune e conseguem sobreviver. Essas
interacdes e adaptagdo com o ambiente hostil da corrente sanguinea s&o cruciais para
a adesao as células endoteliais, invasao tecidual e metastases (GARRIDO-NAVAS et
al., 2019).
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De importancia no diagnostico e prognéstico do cancer, as CTCs sdo um dos
marcadores tumorais na bidpsia liquida e fornecem uma janela para monitoramento
da progresséao tumoral (FENG et al., 2022). A quantidade e o fen6tipo das CTCs estéao
relacionados com a progressao do tumor primario, portanto, observar e analisar o
numero e o fendtipo dessas células revelam indiretamente a origem das lesbes
tumorais. O marcador mais comum para identificagdo de CTCs é o EpCAM, marcador
epitelial universal encontrado em tumores de origem epitelial, como o cancer de mama
e de prostata. No entanto, € importante ressaltar que o uso do EpCAM como marcador
tem suas limitagdes, sendo restrito a tumores de origem epitelial, ndo podendo ser
utilizados em tumores EpCAM negativos ou com baixa expressdao, como tumores
neurogénicos (GIRES et al., 2020). A maioria dos marcadores especificos de CTCs
estd em concordancia com marcadores moleculares especificos do tumor de origem
(ESLAMI-S; CORTES-HERNANDEZ; ALIX-PANABIERES, 2020).

Por fim, as CTCs que sobrevivem na circulagdo, conseguem extravasar a
corrente sanguinea ou linfatica e coloniza tecidos diferentes de seu tumor primario,

tendo que enfrentar alguns outros obstaculos.

3.7 Extravasao e colonizagao em tecidos distantes

As CTCs migram na circulagdo, e posteriormente se fixam a uma
microvasculatura de um o6rgéao distante, e tem a capacidade de iniciar o crescimento
intraluminal formando microcolénias que eventualmente rompem as paredes dos
vasos circundantes, permitindo o contado direto das células tumorais com o tecido
(AL-MEHDI et al., 2000). Contudo, ha a possibilidade de células de carcinoma
ultrapassar o lUmen do vaso sanguineo para o parénquima tecidual ao atravessar as
células endoteliais e as camadas de pericitos que separam o lumen do microambiente
estromal, em um processo conhecido como extravasdao (STUELTEN; PARENT;
MONTELL, 2018).

O destino das células tumorais disseminadas em tecidos distantes depende dos

microambientes especificos presentes nesses locais metastaticos. Os microvasos
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nesses tecidos podem ter diferentes niveis de permeabilidade, como a barreira
hematoencefalica no cérebro e a barreira relativamente impermeavel nas células
endoteliais dos microvasos pulmonares. Por outro lado, o osso e o figado possuem
sinusoides fenestrados altamente permeaveis, que permitem o facil acesso das
células tumorais (NGUYEN; BOS; MASSAGUE, 2009). Sendo assim, as
caracteristicas dos microambientes especificos nos locais metastaticos podem
influenciar fortemente o destino de células metastaticas.

Com a finalidade de superar as barreiras fisicas que atuam em tecidos com
baixa permeabilidade microvascular, os tumores primarios podem secretar fatores que
perturbam esses microambientes distantes e induzem a hiperpermeabilidade vascular,
como a Angptl4, epiregulina (EREG), ciclo oxigenase 2 (COX-2), MMP-1 e MMP2, que
podem interromper as jungdes célula-célula endoteliais vasculares pulmonares e
promover o extravasamento de células tumorais para os pulmées (GUPTA et al., 2007;
PADUA et al., 2008). Além disso, mecanismos dependentes de CCL2 (ligante de
quimiocina 2), recrutam mondcitos inflamatérios para metastases pulmonares que
promovem a extravasdo de células tumorais de mama nos pulmdes através da
secrecao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (QIAN et al., 2011).

O microambiente onde ocorre a metastase € muito diferente daquele onde o
tumor primario se desenvolveu, o que faz com que as células que metastizaram
tenham uma ma adaptacdo a esse novo local. As diferengas incluem os diferentes
tipos de células do estroma, constituintes da ECM, fatores de crescimento, citocinas e
arquitetura do tecido em si (VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

A criagao de um nicho pré-metastatico, € uma das explicagbes que resolvem o
problema de adaptacdo das células (PSAILA; LYDEN, 2009). De acordo com esse
modelo os tumores primarios liberam sinais sistémicos, possivelmente incluindo a
LOX, que induzem a regulagédo positiva de fibronectina 6rgado-especifica a partir de
fibroblastos residentes no tecido. Isso, por sua vez, leva a mobilizacdo de células
progenitoras hematopoiéticas que possuem o receptor 1 de VEGF (VEGFR1+) na

medula éssea para esses futuros locais de metastase, através da interagcdo da

40



fibronectina depositada com seu receptor cognato, a integrina a4p1, expressa pelas
células progenitoras hematopoiéticas (ERLER et al., 2009).

Ao mesmo tempo, as células tumorais metastaticas devem utilizar programas
celulares autbnomos para se adaptar as demandas impostas por um tecido diferente.
O mecanismo que envolve a ativagcao de sinalizacdo da tirosina quinase Src € um
exemplo, a inibigdo da atividade prejudica as células de cancer de mama se
estabelecerem no osso, demonstrando a necessidade da Src nesse processo
(CHAMBERS; GROOM; MACDONALD, 2002). Mesmo assim, a criagao desses nichos
pré-metastaticos ndo é garantia de que as células proliferardo e formarao
macrometastases, o processo de colonizacdo metastatica. As micrometastases
podem até proliferar continuamente, entretanto, um aumento liquido em seu numero
total de células pode n&o ocorrer devido os efeitos de compensagao a uma alta taxa
de apoptose (VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

A alta capacidade de autorrenovacédo de células iniciadoras de tumor (CITs)
provavelmente esta relacionado com o sucesso da colonizacdo metastatica. As ClITs
entram nesse estado devido a promotores de EMT como o ZEB1, Twist e Snail que
também foram descobertos por conferir propriedades de autorrenovacgao a células de
carcinoma (THIERY et al., 2009). Além dos EMT-TFs, os fatores de transcrigao inibidor
de diferenciagdo 1 (ID1), ID3 e o homeobox NKx2-1 regulam a colonizagao
metastatica em carcinomas de mama e pulmao, respectivamente ao modular o estado
de células tumorais com caracteristicas de células-tronco (WINSLOW et al., 2011).

Portanto, uma pequena minoria de células tumorais disseminadas pode concluir
o processo de metastase gerando metastases clinicamente detectaveis ao solucionar

as incompatibilidades do microambiente e ativando vias de autorrenovagao.
4 HETEROGENEIDADE TUMORAL
Durante o curso da progressdo do cancer, os tumores se tornam mais

heterogéneos devido a alteragdes genéticas, transcriptdmicas, epigenéticas e/ou

fenotipicas, caracterizando a heterogeneidade tumoral (LAWSON et al., 2018; VITALE
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etal., 2021). A heterogeneidade € uma caracteristica intrinseca amplamente difundida
no contexto oncoldgico, e a compreensao das origens e dos mecanismos regulatorios
subjacentes a essa heterogeneidade pode proporcionar contribuicbes para o
aprimoramento dos procedimentos diagnosticos e terapéuticos no ambito do cancer
(LENZ et al., 2022).

A nivel populacional, a heterogeneidade €& dividida em heterogeneidade
intertumoral e intratumoral. A heterogeneidade intertumoral se refere a diferenca
genética dos tumores de mesmo tipo histolégico entre diferentes pacientes, incluindo
variagdes genéticas da primeira linhagem que formou o tumor, diferengas no perfil de
mutagdes somaticas e fatores ambientais externos. A heterogeneidade intratumoral se
caracteriza como a heterogeneidade das células tumorais de um unico paciente.
Sendo que a heterogeneidade intratumoral se subclassifica em: (1) espacial, pois
descreve a distribuicao desigual de subpopulag¢des de células geneticamente distintas
em diferentes regides da massa tumoral; ou em (2) temporal, que descreve as
ocorréncias de variagdes dinamicas na diversidade de um tumor individual ao longo
do tempo (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018).

Diversos mecanismos contribuem para o surgimento da heterogeneidade
intratumoral. De acordo com modelos de evolugao clonal, ocorre um acumulo de
mutacdes devido a instabilidade gendmica, por consequéncia, a diversidade genética
aumenta dentro do tumor, logo, o tumor adquire subclones geneticamente distintos ao
longo do tempo (MCGRANAHAN; SWANTON, 2017).

A diferenciagédo celular colabora para a heterogeneidade, uma vez que, em
modelos de células-tronco tumorais, os tumores sao organizados hierarquicamente
com uma populagéo de células tronco mesenquimais, sustentando o crescimento do
tumor por meio de autorrenovacao e diferenciagdo (KRESO; DICK, 2014).

O microambiente tumoral, basicamente através da hipdoxia, também auxilia no
surgimento da heterogeneidade pois exerce diferentes pressdes seletivas em regides
diferentes do tumor (PISTOLLATO et al., 2010).

Além desses fatores, modificagbes epigenéticas podem afetar diferentemente

células de um tumor, resultando em diferentes subpopulagdes fenotipicas. Métodos
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avancgados baseados em analise de células unicas que tragam um perfil de transcritos
génicos revelaram heterogeneidade entre células morfologicamente indistinguiveis. O
perfil de acessibilidade de cromatina, posicionamento de nucleossomo, modificagdes
em histonas em células de massa tumoral ou analise de células unicas, sao
caracteristicas epigenémicas que vem demonstrando subpopulag¢des celulares com
fendtipos diferentes dentro do tumor, indicando a colaboragdo de alteragdes
epigenéticas para a heterogeneidade intratumoral (CARTER; ZHAO, 2021).
Consequentemente, a heterogeneidade intratumoral contribui para

disseminacao metastatica e resisténcia a terapia (QIN et al., 2022).

4.1 Heterogeneidade intratumoral e migragao celular

O processo de migragao celular se desregula durante a progressao tumoral e a
desregulagao contribui com o deslocamento de células para invasao e metastase, no
entanto, nao afeta todas as células do tumor, apenas algumas adquirem capacidade
migratéria mais alta e a heterogeneidade intratumoral pode estar influenciando este
ponto (VITALE et al., 2021).

Em GBM, tipo de céncer que se desenvolve no cérebro e tem como
caracteristica um crescimento rapido e invasivo no parénquima cerebral, algumas
células tumorais escapam dos tratamentos convencionais, invadindo e
reestabelecendo o tumor. Em um modelo de migragcado e invasdo de tumosferas,
demonstrou-se que células presentes na periferia das esferas expressavam altos
niveis de vimentina e nestina, marcadores associados a células tumorais invasivas e
células troncos tumorais em GBM. Enquanto, que células do centro do tumor
expressavam GFAP e baixa expressdao de vimentina e nestina. A dindmica de
expressao desses marcadores nas diferentes regides da tumosfera € um indicativo de
duas populagdes com diferentes capacidades migratérias em GBM (GUDBERGSSON
etal., 2019).

Bidpsias de tumores de mama também mostram a diferencga na dureza da ECM

no microambiente tumoral como uma evidéncia de heterogeneidade de migracao
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celular. O centro do tumor de mama é caracterizado por uma menor rigidez
(aproximadamente 2kPa), enquanto a periferia apresenta uma rigidez maior
(aproximadamente 20kPa). Esse modelo foi reproduzido em géis hibridos de colageno
e alginato com rigidez ajustavel, onde as células tumorais de mama foram
condicionadas e apresentaram uma distancia de migragdo maior na regido mais rigida,
além do aumento da expressao de fibronectina-1 (FN-1) e da MMP-9, indicando que
a biomecanica do microambiente tumoral heterogéneo modula o fenotipo migratério
(LIU, C. etal., 2021).

A amplificagdo do proto-oncogene MYC em meduloblastoma de alto risco é
heterogénea a nivel de células unicas evidenciando a diferenca de fendtipo que
contribui para heterogeneidade tumoral. Em comparagdo de células tumorais de
meduloblastoma, se observou que células MYC + secretam a lactato desidrogenase A
(LDHA) que facilita a migracao e metastase, enquanto células MYC- secreta o inibidor
da via de sinalizacéo dickkopf WNT3 (DKK3) promovendo a angiogénese tumoral (QIN
etal., 2022).

Com o intuito de identificar um alvo para terapia anti-metastase em células
tumorais de boca, foi demonstrado a presenga de subpopulacées com diferentes
capacidades migratorias em uma mesma linhagem celular. A partir da linhagem
altamente invasiva, SAS, foi realizado um ensaio de sorting que identificou vinte
subclones dentro da populagao, e selecionadas a partir da expressao de N-caderina
cinco subclones mais migratorios e outros cinco com menor capacidade migratoria que
evidenciam a heterogeneidade intratutumoral em céncer de boca (WEISSE et al.,
2021).

A analise de sequenciamento de RNA em células unicas de melanoma
identificou heterogeneidade intratumoral em tumores primarios a nivel genémico e
transcriptomico. Além disso, o fator de transcricao HES6 que estimula a habilidade de
células invasivas em gliomas e cancer de colorretal foi identificado como um marcador
de progndstico ruim nesses tumores primarios. Mesmo nas amostras de melanomas
classificados como de baixo risco se observou a expressdao de HES6 que poderia

viabilizar a indugdo de metastases nesse tipo de melanoma (PANDIANI et al., 2021).
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A ampla gama de novas tecnologias gendmicas aplicadas juntamente de
metodologias bem consolidadas auxiliaram na descrigdo da heterogeneidade
intratumoral relacionada ao fenotipo de migragdo celular, além de destacar a
importancia de estudar o movimento da célula, que pode escapar do tumor e causar a

formacéao distante de uma nova massa tumoral.

4.2 Impacto da mitose na heterogeneidade intratumoral

As células-tronco tém a habilidade de autorrenovagédo e diferenciagdo em
diferentes tipos de células, elas atingem esse objetivo por meio do equilibrio entre o
modo de divisdo simétrica e modo de divisdo assimétrica. Na divisdo simétrica as duas
células filhas geradas tém o mesmo destino celular, enquanto na divisdo assimétrica,
as células filhas tém destinos diferentes (KAHNEY et al., 2017). Quando ocorre a falha
no equilibrio das duas formas de divisdo, onde a homeostase ndo é mantida, graves
consequéncias podem ser geradas como a tumorigénese (NEUMULLER; KNOBLICH,
2009). A teoria das células tronco tumorais sugere que a autorrenovagao desregulada
e mitose assimétrica servem como fonte de heterogeneidade intratumoral, que
complica diagndstico e tratamento de pacientes com cancer (LI et al., 2022).

A participacao da mitose assimétrica no estagio inicial da formagao de tumores
em modelo de cancer de pulmao induzido por mutacdo K-Ras foi demonstrada. As
células pré-tumorais presentes no adenoma iniciaram ciclo de retroalimentagao
positiva de CD44/Zeb1 por meio da polarizagdo nuclear dos principais fatores de
transcricdo durante a divisdo assimétrica, o que resultou na geracdo de uma
populagao intermediaria de células transicionais Zeb1 high / CD44 high, apresentando
caracteristicas tumorigénicas (LIU et al., 2018).

Em modelo de cancer hepatico, foi comprovado que a fosforilagdo de NUMB e
TBC1D15 é extremamente necessaria para o desenvolvimento de tumores de figado.
Foi demonstrado que TBC1D15 interage com a maquinaria responsavel pela mitose

assimétrica, interrompendo sua fungado, logo, desencadeando a degradacdo e
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autorrenovacgao de p53 em conjunto com a ativagédo da via Notch para impulsionar a
progressao tumoral (CHOI et al., 2020).

Os fatores regulatorios de divisdo assimétrica s&do expressos de maneira
heterogénea, onde fatores que direcionam a diferenciagcdo de células filhas estao
frequentemente associados com mutacdo de perda de fungdo ou baixa expressao,
enquanto fatores que mantem a caracteristica tronco estdo frequentemente
superexpressados em tumores. Esses fatores afetam a divisdo assimétrica e
heterogeneidade celular direta ou indiretamente através das vias de sinalizagdo de
Notch ou Wnt (LI et al., 2022)

Em relagdo a alteracbes de fendtipos celulares, a divisdo assimétrica de
moléculas ou estruturas celulares ja foram descritas por afetar a migragéo celular. Em
células epiteliais, ja foi demonstrado que a segregagao de corpos PML e lisossomos
influenciam na migragéo celular coletiva (LANG et al., 2018a) junto com outros estudos
descrevendo que mitose assimétrica gera células com diferentes capacidades
migratoérias poés mitose (COSTA et al, 2016; NOCTOR et al, 2004) no
desenvolvimento tecidual e homeostase. Além do mais, a segregagao assimétrica de
algumas proteinas como o EGFR poderia estar contribuindo para gerar células filhas
funcionalmente diferentes na presenga do EFGR, incluindo o fenétipo de migragao
celular (SUN; GODERIE; TEMPLE, 2005a). A distribuicdo assimétrica do EGFR
também é descrita em queratindcitos, carcinoma de células escamosas e carcinoma
basal primario de células escamosas (LE ROY et al., 2010a).

Estudar detalhadamente o mecanismo de divisdo celular assimétrica entre
diferentes tipos de cancer acaba, portanto, sendo essencial para o desenvolvimento

de estratégias terapéuticas que superem a heterogeneidade intratumoral.
5 EPIGENETICA NO CANCER
5.1 Alteragoes epigenéticas

Além de alteragdes irreversiveis na sequéncia do DNA, a progressao tumoral

também é causada por alteragées na expressao génica que nao altera a sequéncia
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genética de DNA, esses tipos de modificagcbes sdo denominados alteragdes
epigenéticas (HEMA et al., 2017).

O DNA esta empacotado dentro do nucleo da célula na forma de cromatina,
cuja unidade fundamental € o nucleossomo. O nucleossomo € composto por quatros
histonas centrais (H3, H4, H2A e H2B) onde 147 pares de bases de DNA sao
enrolados. As histonas tém forma globular apresentando caudas N-terminais, que
podem sofrer modificagbes para regulagdo da expressédo génica (BERGER et al.,
2009). Diversas alteragbes enzimaticas, como metilagao e acetilacdo das caudas das
histonas podem modular a acessibilidade da cromatina, ativando ou silenciando genes
através da ligacdo de fatores de transcricdo. Os fatores de transcricdo regulam
processos celulares intrinsecos, e podem se ligar a elementos regulatorios do DNA
para controlar expressdo génica e fendtipos celulares, sendo que esta ligacao
depende do estado da cromatina (WEIDEMULLER et al., 2021).

Modificagdes em genes que organizam, modulam e mantem a arquitetura da
cromatina, e assim, regulam a expressao génica, cada vez mais sao identificados e

associados funcionalmente as caracteristicas do cancer (HANAHAN, 2022).

5.2 Reprogramacao epigenética nao mutacional

O conceito de reprogramacéao epigenética ndo mutacional é estabelecido como
0 mecanismo central que regula o desenvolvimento embrionario, diferenciagao e
organogénese.

A memodria de longo prazo em adultos ocorre por meio de modificagdes em
genes e histonas, além de alteragdes na estrutura da cromatina e na ativagao de
switches de expressao génica. Essas mudangas sdo mantidas estavelmente ao longo
do tempo por meio de ciclos de retroalimentacdo positiva e negativa. Cada vez mais
evidéncias sugerem que alteragdes epigenéticas semelhantes podem desempenhar
fungcdes na aquisigdo de caracteristicas durante o desenvolvimento tumoral e sua
progressao maligna (HANAHAN, 2022).

a7



Exemplos de reprogramacgéo epigenética em mecanismos do microambiente,
mecanismos de migracao e metastase, de heterogeneidade regulatoria epigenética e
de regulacao epigenética de tipos celulares do estroma do microambiente tumoral

suportam essa ideia.

5.2.1 Reprogramacgao epigenética de mecanismos do microambiente tumoral

As caracteristicas fisicas do microambiente tumoral podem desencadear
alteracdes significativas no epigenoma, resultando em mudangas que promovem
selecdo fenotipica favoravel ao crescimento clonal de células tumorais com
capacidade aprimorada de se proliferar e se expandir (HANAHAN, 2022).

Organoides sintéticos de cancer de prostata baseados em hidrogel foram
desenvolvidos para cultivar células tumorais de pacientes sob condi¢des definidas de
microambiente tumoral, por consequéncia, o cultivo em curto prazo regulou
diferencialmente a metilacdo de DNA, modulando a expressdo do regulador
epigenético EZH2 (MOSQUERA et al., 2022).

O aumento de invasividade das células tumorais mediada pelo microambiente
tumoral também ocorre devido a alteragdes no padréo epigenético, um exemplo disto
€ a inducado de EMT em células da borda de tumores rigidos. Em cancer colorretal,
ZEB1, um dos principais reguladores de EMT, foi capaz de induzir a expresséo da
histona metiltransferase SETD1B, que em um ciclo de retroalimentacao positiva
sustenta a expressao de ZEB1 mantendo fendtipo do tipo mesenquimal nessas células
(LINDNER et al., 2020).

Se sabe que a rigidez da ECM também contribui para a invasividade, sendo
assim um modelo de cultura tridimensional induziu fenétipo tumorigénico em células
de cancer de mama por meio de alteragdes no estado da cromatina. O aumento da
rigidez nesse modelo produziu células com nucleo mais enrugado, exibiram locais de
cromatina mais acessiveis que exibiram sitios de ligagdo ao fator de transcrigao Sp1,
o qual atua com as HDAC3 e HDACS8 para induzir tumorigenicidade mediada por
rigidez (STOWERS et al., 2019b).
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5.2.2 Reprogramacao epigenética de células do microambiente tumoral

Células do estroma como CAFs, células do sistema imune inato, células
endoteliais e pericitos da vasculatura tumoral tém sido identificadas por tecnologias de
perfil multi-6micas como células que também se reprogramam epigeneticamente
sendo corrompidas para apoiar funcionalmente o desenvolvimento e a progressao do
tumor (HANAHAN, 2022).

A modulagao de metilagdo em macréfagos do tipo M2 por exemplo contribuiu
para 0 aumento da migracdo em células de cancer de mama. O subtipo M2 é
correlacionado com um progndstico ruim ao paciente e pode promover a progressao
tumoral através da expressdao de LOX. A expressdo de LOX foi induzida em
macréfagos M2 de células leucémicas THP1 humanas devido a diminuicdo de
trimetilacdo de H3K27, o que aumentou a migracao de células de tumor de mama
(TAKEMOTO et al., 2020).

Por sua vez em tumores gastricos, os CAFs tém capacidade de promover o
desenvolvimento de tumores pela diminuicido da trimetilacdo de H3K27 devido a
regulagao negativa do fator de transcricido EZH2, desta maneira os CAFs ativam a
sinalizagao transitoria de NFkp desencadeando o fendmeno chamado de fendtipo
secretor associado a senescéncia, o que leva o aumento de proliferagcado e invasao
nesse tipo de tumor (YASUDA et al., 2021).

5.2.3 Reprogramacgao epigenética de migragao e metastase

As alteragbes epigenéticas também modificam o fendtipo de células tumorais,
reprogramando-as com a finalidade de aumentar a taxa migratéria e torna-las
metastaticas (HANAHAN, 2022).

Por exemplo, a MMP-9 pode estar sendo ativada por diminuicdo na metilacéo
de DNA em cancer de mama e promovendo metastases. O tratamento com o inibidor
de DNA metiltransferase, 5-azadC, causou o aumento na expressao da MMP-9. Além

disso, a regido intragénica pode estar regulando a expressdo da MMP-9, devido a
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marcacgao de trimetilacdo de H3K4 em regides promotoras e intronicas (KLASSEN et
al., 2018).

Analises multi-bmicas como Hi-C, ChlP-seq, ATAC-seq e RNA-seq foram
utilizadas para investigar as caracteristicas epigenbmicas em metastase de cancer
pancreatico. Nessas células metastaticas foi identificado rearranjo no compartimento
da cromatina, alteracdo gendmica e epigendmica nos dominios de contato que se
tornaram menores e mais numerosos, associados a modificagcdes em histonas, e por
fim, mais de 600 genes em loop para enhancers e fatores de transcrigdo especificos
de metastase (REN et al., 2021).

Enzimas de modificacdo de histonas também causam reprogramagao
epigenética e influenciam nas caracteristicas migratorias de células metastaticas em
cancer de mama. Ademetilase da lisina 4A (KDM4A), modula gene de reparos de dano
ao DNA, regula instabilidade gendmica para potencializar a tumorigénese e é
altamente expressa em varios tumores humanos. Em cancer de mama, KDM4A
causou a ativacao de Notch1 ligando diretamente aos promotores e desmetilando
H3K9me3, resultando na manutengéo de crescimento celular e aumentando migragéao
(PEl et al., 2023).

5.2.4 Reprogramacgao epigenética e heterogeneidade tumoral

A reprogramacao epigenética ndo baseada em mutacdes € uma das causas
que alteram o fendtipo de células causando heterogeneidade fenotipica dentro de um
tumor, contribuindo para sua progressdao (HANAHAN, 2022). Estudos recentes tém
mostrado que reguladores epigenéticos, incluindo histonas desmetilases podem
controlar a variabilidade de fenétipo celular de perfis transcriptdmicos e de cromatina,
podendo modular a resposta a terapia através dessas fungdes (HINOHARA; POLYAK,
2019).

O estudo do perfil de metilagéo de ilhas CpGs em 23 amostras de cancer de
mama permitiu o calculo de um indice de heterogeneidade que revelou populagbes

heterogéneas de alelos nesses tumores. Além disso em linhagem tumoral de mama,
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MDA-MB-231, também se observou heterogeneidade epigenética e a geragéo de sua
préopria heterogeneidade ao longo do tempo (CAMPOQY et al., 2019). Ainda em cancer
de mama, a maioria dos tumores do tipo luminais ER+ responde a terapias enddcrinas,
mas uma parte desenvolve resisténcia e ocorre metastase (BRUFSKY; DICKLER,
2018), a possivel causa foi a identificagdo do KDM5B como um oncogene amplificado
e super expresso em tumores luminais ER+ (YAMAMOTO et al., 2014). Essa maior
atividade de KDM5B foi associada com o pior prognostico desses pacientes, sugerindo
que ele regula a resposta e resisténcia a terapia enddécrina, uma vez que essa enzima
€ uma desmetilase de H3K4me3 (BENAYOUN et al., 2014), ha o indicio de isso ser
regulado a partir de modificagdo epigenética.

Em amostras clinicas humanas de cancer de prostata neuroendécrino (NEPC)
foram identificados dois subtipos distintos com base na expressdao de fatores de
transcricdo neuronal ASCL1 e NEUROD1. Essas amostras foram analisadas a nivel
de células unicas que exibiu estrutura tumoral mais complexa com subtipos
coexistindo como subpopulacbes separadas dentro do mesmo tumor, diferindo
genética e epigeneticamente e contribuindo para a heterogeneidade intratumoral. As
diferencas sdo encontradas nos sitios de acessibilidade de cromatina distinto dentro
das mesmas espécimes humanos e estdo associados a expressdo de membros
distintos da familia bHLH, sugerindo que a variedade de fatores de transcrigcdo pode
manter esse estado (CEJAS et al., 2021).

Aintegragao da analise de DNAme, mapeamento de modificagao de histonas e
expressdo de RNA e DNAme em células unicas permitiu a identificacdo de
variabilidade de metilagdo célula-célula em leucemia linfocitica crénica (LLC). Nesse
tipo de cancer foi observado religagdo da cromatina nas regides regulatérias de
acetilacao de H3K27 mediadas por fatores de transcricdo NFAT e TCF/LEF8, além de
co-ocorréncia de modificagcbes mutuamente exclusivas de ativagdo (acetilacdo de
H3K27) e represséo (tri-metilacdo de H3K27), associado a ativagdo de programas de
células-tronco e maior heterogeneidade transcricional célula a célula (PASTORE et al.,
2019).
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A compreensao da heterogeneidade causada por reprogramacao epigenética
se torna de grande importancia clinica, uma vez que as respostas ao tratamento sao
fortemente influenciadas pela presenca de subpopulacdes resistentes que podem
estar ocorrendo devido ao fenétipo alterado epigeneticamente ao longo do tempo
(HINOHARA,; POLYAK, 2019).
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6 HIPOTESE

Hipétese I: Caracteristicas migratorias podem se dividir assimetricamente apos a
mitose permitindo um pequeno conjunto de células ter uma contribuicdo maior para

progressao tumoral.

Hipétese Il: Um ambiente de matriz extracelular mais rigido poderia alterar
invasividade e progressao tumoral em carcinoma espinocelular oral através de

modificagdes em histonas.
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7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo geral I: Determinar o fendtipo migratorio de células normais e tumorais

apo6s a mitose para identificar assimetria de migragao.

Objetivo especifico I: Caracterizar o fendétipo de migracdo em duas linhagens

normais e trés linhagens tumorais;

Objetivo especifico Il: Investigar se ha diferencas de fen6tipo migratério pos mitose

entre células irmas e entre células mae e filhas;

Objetivo especifico lll: Determinar dindmica de area e polaridade celular entre

células irmas;

Objetivo especifico IV: Verificar se a diferenca em fendtipo migratério entre células

irmas é causada pela mitose ou tempo.

7.2 Objetivo geral Ill: Determinar quais alteragdes epigenéticas impactam na
aquisicao de capacidade migratdria mais agressiva e no perfil de EMT durante o
condicionamento de células tumorais de cancer de boca em um ambiente mais rigido

de matriz extracelular.

Objetivo especifico I: Caracterizar o perfil de metilagéo e acetilagdo em H3 durante

o condicionamento de OSCC em matrizes rigidas;

Objetivo especifico ll: Analisar o impacto da modulagao de modificagdes em histonas

H3 na migragao celular;

Objetivo especifico lll: Verificar a expressao proteica de marcadores de EMT e a

expressdao de mRNA de fatores de transcricdo de EMT;
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Objetivo especifico IV: Determinar as altera¢des no perfil de EMT apds a modulagao

de modificacdo em histona H3.
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8 CAPITULOII

MANUSCRITO |

Este capitulo é referente ao manuscrito “Asymmetric mitosis contributes to
different migratory performance in sister cells” publicado no periédico Experimental
Cell Research (Fator de impacto 4.145).

Neste trabalho, investigamos a diferenca na migracao de células irmas e a
contribuicdo da mitose na geracdo de heterogeneidade na velocidade de migragéo,
direcionalidade e capacidade maxima de deslocamento de uma linhagem celular
normal e dois tipos de células tumorais, buscando entender o papel da mitose na

geracao de heterogeneidade e plasticidade do fenétipo.
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In cancer, cell migration contributes to the spread of tumor cells resulting in metastasis. Heterogeneity in the
migration capacity can produce individual cells with heightened capacity leading to invasion and metastasis. Our
hypothesis is that cell migration characteristics can divide asymmetrically in mitosis, allowing a subset of cells to
have a larger contribution to invasion and metastasis. Therefore, our aim is to elucidate whether sister cells have
different migratory capacity and analyze if this difference is defined by mitosis. Through time-lapse videos, we
analyzed migration speed, directionality, maximum displacement of each trajectory, and velocity as well as cell
area and polarity and then compared the values between mother-daughter cells and between sister cells of three
tumor cell lines (A172, MCF7, SCC25) and two normal cell lines (MRC5 and CHO-K1 cells). We observed that
daughter cells had a different migratory phenotype compared to their mothers, and one single mitosis is enough
for the sisters behave like nonrelated cells. However, mitosis did not influence cell area and polarity dynamics.
These findings indicates that migration performance is not heritable, and that asymmetric cell division might
have an important impact on cancer invasion and metastasis, by producing cells with different migratory

capacity.

1. Introduction

Cell migration is a crucial process in embryonic development and the
maintenance of multicellular organisms [1-3]. However, under patho-
logical conditions, it can contribute to tumor invasion and metastasis
[4]. For a cell to migrate, it requires the coordinated activation of
various molecules and signaling pathways. Initially, the cell extends a
protrusion involving the formation of highly dynamic nascent adhe-
sions, which in turn generate the contractile force required for the
translocation of the nucleus and cell body. A tension is subsequently
formed, resulting in the strengthening and organization of microtubules
in the cytoplasm and culminating in the disassembly of cell rear adhe-
sions. The migration of a cell is a dynamic process, encompassing several
stochastic molecular interactions [5].

Several signaling pathways regulate timely and spatiality cell
migration events [6]. In cancer cells, dysregulation of signaling and
effector proteins affects migratory performance [7]. Tumor stem cell

theory suggests that dysregulated self-renewal and asymmetric mitosis
serve as a source of intratumoral heterogeneity, which complicates the
diagnosis and treatment of cancer patients [8]. Due to intratumoral
heterogeneity observed in solid tumors [9] a range of migratory phe-
notypes, and hence different metastatic potentials, may exist.

A migration and invasion assay in glioblastoma (GBM) demonstrated
that cells located at the periphery of the tumospheres exhibited high
levels of vimentin and nestin, markers associated with invasive tumor
cells and tumor stem cells in GBM. Conversely, cells at tumor center
displayed GFAP expression and low levels of vimentin and nestin. The
dynamic expression patterns of these markers across different regions of
the tumosphere suggest the presence of two distinct populations with
varying migratory capacities in GBM [10]. Phenotypes associated with
cell fitness, such as ERK activity, DNA damage, and nuclear morpho-
logical phenotypes, exhibited asymmetry during mitosis or acquired
asymmetry throughout the cell cycle in GBM [11]. Furthermore, in a
study using hybrid collagen-alginate gels with tunable stiffness,
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conditioned breast tumor cells displayed higher migration distances
within the region characterized by the highest stiffness. In addition,
significant upregulation of fibronectin-1 (FN-1) and matrix metal-
loproteinase 9 (MMP9) expression was observed, indicating the impact
of the biomechanical properties of the heterogeneous tumor microen-
vironment on the migratory phenotype [12]. In oral cancer, a screening
assay identified twenty subclones within the highly invasive SAS cell
line, aiming to identify targets for anti-metastasis therapy. Of these
subclones, five were classified as highly migratory, and five exhibited
low migratory capacity, based on N-cadherin expression, further high-
lighting intratumoral heterogeneity [13].

Despite these findings, it remains unclear how these cells diverge and
how these distinct migratory phenotypes contribute to metastasis for-
mation. In the context of cancer, it has been postulated that asymmetric
division plays a significant role in tumorigenesis [14,15] and cancer
cells exhibited a dynamic fitness [16]. For instance, glioma cells exhibit
asymmetric division of key proteins such as the human epidermal
growth factor receptor (EGFR), and the P75 neutrophin receptor
(p75NTR) [17]. However, the frequency and implications of this phe-
nomenon within tumors are still poorly understood.

Given that asymmetric mitosis can influence the conservation of
phenotypes and contribute to increased variability in cell migration [18,
19], our hypothesis is that migratory characteristics can divide asym-
metrically in mitosis, allowing a small subset of cells to have a greater
contribution to tumor progression. In this study, we discovered that a
single mitosis is enough for cells to lose their migratory phenotype from
their mother cells, and that asymmetric mitosis impacts the migration of
daughter cells. Furthermore, we found that mitosis does not influence
migration events between sister cells. Therefore, we showed that sister
cells have considerably differences in several aspects of the morpho-
logical and functional characteristics linked to migration.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

A172 (human glioblastoma), MCF-7 (human breast cancer), MRC-5
(human fibroblast), CHO-K1 (Chinese hamster ovary) and SCC25
(human oral squamous cell carcinoma) cell lines were obtained from
American Type Culture Collection (ATCC). A172, MCF-7 and MRC-5
were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) low
glucose supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 100 U/ml
penicillin/streptomycin, at a temperature of 37 °C, 5% CO2. CHO.K1
cells were cultured in DMEM with low glucose, supplemented with 10%
FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin, and 1% non-essential amino
acids (NEAA) at a temperature of 37 °C and 5% CO2. SCC25 cells were
cultured in DMEM-F12 medium, supplemented with 10% FBS, 100U/ml
penicillin/streptomycin, and hydrocortisone (400 ng/ml) at a temper-
ature of 37 °C and 5% CO2. For time-lapse videos, DMEM supplemented
as described previously for each cell line was used, with addition of 25
mM of 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES).

2.2. Cell migration assay

For the single cell migration assay, 15 x 10° cells were plated onto
35 mm dishes coated with collagen (5 pg/cm?) and incubated for 4 h at
37 °C/5% CO2 to allow cell adhesion. DMEM-HEPES was added to
ensure cell viability during image capture. For long-term migration
analysis, time-lapse images were captured using an inverted microscope
Zeiss (10x objective) with a charge-coupled device camera attached,
equipped with heat control (37 °C). Images were taken at 5- and 10-min
intervals over a 24-h period, using AxioVision software. Tracking of
migrating single cells was performed using ImageJ software (https://i
magej.nih.gov/ij/) updated with the Manual Tracking plugin.
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2.3. Cell migration analysis

From the data obtained using Manual Tracking plugin used on
ImageJ, we extracted the X and Y positions of cells during their migra-
tion displacement in time-lapse videos. These positional data were uti-
lized to calculate the migration speed and directionality index of the
cells. The migration speed was determined by measuring the total dis-
tance traveled by a cell (pm) per hour. This was achieved using the
following equation (1).

(1) Migration speed (pm/h):

~ sqrt ((x —xi1)’ + (v _yi—l)z)
; N time (h)

Here we calculated the total distance traveled by each cell and divide by
itself migration time.

For each group of cell lines, directionality of cell migration was
analyzed by constructing polar plots that represented the spatial tra-
jectory developed by each migratory cell. The X and Y coordinates of
each cell’s trajectory were normalized, starting from a virtual position
X=0andY = 0).

Likewise, directionality index was then calculated as the ratio of the
relative distance traveled by the cell to the total distance traveled (refer
to equation 2). A directionality index close to 1 indicates highly direc-
tional movement (resembling a straight line), while a directionality
index close to 0 represents a low directionality movement.

(2) Directionality index:

z": _ sqrt ((Xi 7)([—1)2 + (i 7,)’[—1)2)

total distance

In order to analyze migration efficiency, we calculated cell velocity by
multiplying cell’s migration speed by its directionality index (Supple-
mentary Fig. 1A).

2.4. Comparison analysis of migratory phenotype between mother and
daughter cells

To assess the heritability of cell migration phenotype in daughter
cells, a comparative analysis was performed between mother and
daughter cells (referred to as M-D) (Supplementary Fig. 1B). The dif-
ferences in migration speed (Fig. 2A), directionality index (Fig. 2B), and
maximum displacement (Fig. 2C) between mother and daughter cells
(M-D) were analyzed. The comparative analysis was conducted with H1
group, group consisting of unrelated cells randomly selected as a pair
(Supplementary Fig. 1C). We determine the presence of heritability if a
statistical difference is observed between the test group (M-D) and the
H1 group. Conversely, the absence of heritability is concluded if there is
no statistical difference between the test and H1 group.

2.5. Comparison analysis of migratory phenotype between sister cells

To ascertain whether sister cells exhibit similar or dissimilar
migratory behavior and determine the presence of symmetric or asym-
metric cell division we performed analyses on the differences in
migration speed (Fig. 2A), directionality index (Fig. 2B), and maximum
displacement (Fig. 2C) between the two sister cells (Sisters) (Supple-
mentary Fig. 1B). Subsequently, we conducted a comparative analysis
with the H1 group, consisting of unrelated cells randomly selected as a
pair. If a statistical difference is observed between the test group (Sis-
ters) and H1 group, it implies similarity and provides evidence of sym-
metric mitosis. Conversely, if no statistical difference is found between
the test and H1 groups, it indicates dissimilarity and supports the
presence of asymmetric mitosis.
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2.6. Dynamic analysis of morphological and migratory events

Morphological characteristics such as cell area and polarity index
were quantified. The cell surface area was measured using the Polygon
selection tool in ImageJ (Fig. 3A). The polarity index assessment, it was
determined by calculating the ratio of the length of the major migration
axis (parallel to the direction of movement) to the length of the
perpendicular axis intersecting the cell nucleus (Fig. 3A” and A™).

Cell area and cell polarity dynamics were employed to infer the al-
terations occurring throughout the process of migration (Fig. 3B and C).
The dynamics were estimated through the following steps: (1)
measuring cell area and polarity for each individual cell; (2) calculating
the average of this values; (3) normalizing each cell’s area and polarity
by dividing them by the average found in step 2; (4) determining the
difference between the cell area or polarity at each hour of migration;
(5) summing up the obtained differences from step 4; (6) dividing the
sum by the total duration of migration in hours.

Morphological and polarity index quantities were used to calculate
the similarity index (Fig. 4A), indicating how similar sister cells could be
(Fig. 4B). A ratio of these measurements was calculated each hour. The
first similarity index after mitosis of each pair of sisters were submitted
to a descriptive analysis (Fig. 4E), and the most similar pair of sisters
were considered when similarity index reach the median found in this
analysis (High similarity - HS), otherwise were considered as different
cell sisters (Low similarity - LS). This rational were applied for each hour
of migration. Dynamics of similarity between sister cells along migration
were calculated as described to calculate area and polarity dynamics.

2.7. Statistical analysis

Altogether, these set of measurement of cell motility characteristics
were used to identify differences between daughter cells originated after
mitosis. A simple difference between sister cells speed, velocity, direc-
tionality index was calculated. Otherwise, an index ratio of cell area and
polarity index were calculated to identify similarity between sister cells.
SCOUTS (http://www.ufrgs.br/labsinal/scouts) [20] was used to iden-
tify outliers. For statistical analysis, ANOVA one-way, Student’s t-test,
Mann-Whitney test, Spearman correlation coefficient were performed
using GraphPad Prism 8. Statistically significant differences were
considered when P < 0.05. Graphs were plotted with GraphPad Prism 8
and Microsoft Office Excel 365.

3. Results
3.1. Migration behavior of normal and tumor cells

We conducted a series of time-lapse videos to examine the migratory
performance of normal and tumor cell lines. The normal cell line MRC5
demonstrated a migration speed of 23.46 + 6.74 pm/h. Tumor cell lines
MCF7 and A172 showed migration speeds of 21.12 + 9.22 pm/h and
30.12 + 13.16 pm/h (Fig. 1A), respectively, with the glioma cell line
A172 displaying the highest speed and directionality (Fig. 1B and C).
MRC5 and A172 exhibited the greatest values for directionality indexes
(Fig. 1B and C), whereas the non-invasive breast cancer cell line MCF7
[21] showed lower directionality. When calculating cell velocity, we
observed that the fastest cell line, A172, also showed the most efficient
migration movement, followed by MRC5 and MCF7 (Fig. 1D). When
considering maximum displacement for each trajectory, cancer cells
Al172 and MCF7 had higher maximum displacements compared to
MRC5 (Fig. 1E). When comparing the migration characteristics of
CHO-K1, a normal cell line, with SCC25, an oral squamous cell carci-
noma cell line, we observed that CHO-K1 exhibited a higher migration
speed than SCC25 (18 pm/h vs 6 pm/h, Supplementary Fig. 2A).
Highlighting a similar situation of MRC5 and MCF7. However, despite
the lower migration speed, SCC25 displayed higher directionality in-
dexes (Supplementary Figs. 2B-C), indicating that this tumor cell line
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had an invasive phenotype, as expected. This becomes evident when we
observe that both cell lines showed similar velocities, and SCC25 dis-
played a higher heterogeneity, characteristic of tumor cells (Supple-
mentary Fig. 2D).

Cancer cell invasion is performed by a small subset of cells with
unique adhesive and migratory capabilities. Therefore, analyzing out-
liers can help identify these cells. We used a statistical tool called SCOUT
[20] to identify biological outliers. This tool detects outliers according to
the cutoffs established by (I) determining the first and third quartiles of
the sample; (II) calculating the interquartile range (IQR); (III) multi-
plying the IQR by a Tukey factor; (IV) summing the value obtained in the
previous step to the third quartile. The result of the steps mentioned
above is the cutoff for outliers at the top of the population distribution.
Therefore, we observed that cancer cell lines had more outliers (A172:
6.3% speed; 5.8% velocity and 2.6% maximum displacement — MCF7:
0.7% speed; 3.4% velocity and 3.9% maximum displacement) than the
non-cancer cell line for several of the analyzed features (Fig. 1A).

Tumor heterogeneity leads to different phenotypic capabilities. We
investigated if there were groups with different migratory phenotypes
within each cell population. Through heterogeneity tests and descriptive
statistics, we identified two cell population groups with distinct migra-
tory phenotypes, separating them using the median value. We calculated
the percentage of cells that were identified in the groups with the highest
speed and maximum displacement compared to the group with the
highest directionality. We found that a higher proportion of cells from
the glioblastoma cell line (64.2%) were highly directional, fast, and
showed peaks of high maximum displacement (Fig. 1F) compared to the
breast tumor cells. The proportion of breast tumor cells that showed high
migratory capacity was significantly lower (18%), while MRC5 showed
52.2% of highly migratory cells. Together, these data showed a het-
erogeneous cell population with varied migratory rates.

3.2. Different migration phenotypes observed in sister cells after mitosis

Asymmetric mitosis can influence phenotype conservation and
contribute to increased variability in cell migration. To investigate this,
we tracked mother and sister cells. Cell tracking of mother and sister
cells was analyzed considering the null hypothesis (HO) as equal cells,
and the alternative hypothesis (H1) as randomly paired cells. Even
though, sister cells from a tumor cell line with low migration speed
(SCC25), sustain a similarity after mitosis (Supplementary Fig. 1F, bot-
tom) that is not what occurs with cell lines presenting a higher migration
speed average. Surprisingly, our analysis suggested that sister cells
differed as much as any other pair of non-related cells when it came to
migration speed averages, once no significant statistics differences were
found between sisters and H1 (Fig. 2A top, middle, bottom). Differences
between the mother cells and their daughters when compared with sister
differences also does not show to be significant related to cell speed
migration, suggesting that this characteristic is not inherited.

When we analyze data from the directionality index, we observed the
same response profile as in cell speed average for MRC5 and MCF7
(Fig. 2B top, bottom), but a different response profile on SCC25 (Sup-
plementary Fig. 1G, bottom). In addition, A172 sisters demonstrated a
higher directionality difference than A172 mother-daughters, the same
occurs with SCC25 sisters (Supplementary Fig. 1G). This data suggests
that directionality could potentially be inherited from mother cells
(Fig. 2B middle). Furthermore, the group mother-daughter cells differed
statistically from H1, implying that directionality could be inherited
from the mother cell to its daughters in one mitosis.

In order to analyze whether tumor cells have migration peaks that
drives their invasiveness and whether this characteristic can be inheri-
ted or sustained between sister cells after mitosis, we quantified
maximum displacement difference. We found that one mitosis is enough
to maximum displacement difference in MRC5 be the same as the H1
group, once there is no statistical difference between these groups
(Fig. 2C top), the same occurred with CHO-K1 cell line (Supplementary
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Fig. 1. Migratory behavior of normal (MRC5) and tumor (A172 and MCF7)
cells. A. MRC5, A172 and MCF7 migration speed average. B. Directionality
index heatmap of normal and tumor cells. C. Normal and tumor cell direc-
tionality analysis through rose plots. D. Cell velocity of normal and tumor cells.
E. Maximum displacement from each cell trajectory analyzed. F. Population
highly directional in each cell line and cell percentage with highly migration
speed and maximum displacement that is found in highly directional popula-
tion. In A, D and E the results are shown as mean + SD and red boxes high-
lighted the outliers. ANOVA one way was used in 1 A,D,E. In 1 F, the result is
shown as median and 1st and 3rd quartiles, red boxes shown highly directional
population, determined by Shapiro Wilk test. Statistical difference was
considered when p < 0.05. MRC5 (n = 187, 5 videos), A172 (n = 200, 8 videos)
:ind MCF7 (n = 206, 6 videos).

Fig. 2H, top). In tumor cell this response profile changed, as A172 sister
cells were more similar than mother-daughter or H1 group (Fig. 2C
middle). Surprisingly, in MCF7 cells, mother-daughter were signifi-
cantly more different between each other than were sisters or even non-
related pairs in maximum displacement (Fig. 2C bottom). In agreement
with what happened to tumor cell lines, SCC25 exhibited the same
profile response (Supplementary Fig. 2H, bottom). These data suggest
that migration peaks are more similar between mother to daughters,
than between sisters.

Interestingly, this heritability found in directionality and maximum
displacement differences only applies to tumor cell lines, suggesting that
heterogeneity might cause these differences. Moreover, we hypothe-
sized that the heterogeneity we possibly found could be caused by
morphological aspects or cell polarity dynamics, as these are processes
that drive cell directionality.

3.3. MRCS5 sister cells have similar behavior related to cell area dynamics

Mitosis can introduce heterogeneity, but so can time. Two cells born
similar can gradually diverge over the course of the next cell cycle. To
understand this, we measured the area and polarity of the cell over time
for at least one cell cycle, starting 2 h after mitosis and continuing every
hour thereafter. The difference between these aspects was calculated for
each pair of sisters and these values were used to determine the cell area
and polarity dynamics (Fig. 3C and D). Our tests showed a non-normal
distribution for all cell lines, suggesting that this difference also exists
in the morphological events of sister cells (Fig. 3C and D, Supplementary
Figs. 3A-B). The same prior strategy testing groups with HO and H1 was
used to test area dynamics difference (Fig. 3F) and polarity (Fig. 3G)
values. Except MRC5, the mean Cellular Area (CA) dynamics showed no
significant difference between sister cells and H1, indicating that a
single mitosis is enough for sister cells to lose their similarity (Fig. 3E,
Supplementary Fig. 3C). In contrast, MRC5 sisters preserved the CA
dynamics (Fig. 3E). Whereas the polarity dynamics is not conserved post
mitosis in the three cell lines (Fig. 3F, Supplementary Fig. 3D).

3.4. Mitosis does not influence cell area and polarity dynamics in tumor
cells

Given the morphological differences related to migration, we aimed
to identify whether these were generated by mitosis or acquired over
migration time. To analyze the dynamics of conservation of migratory
events, the Similarity index (SI) was calculated (Fig. 4A). A SI close to 1
indicates that sister cells were more identical, while an SI close to 0 in-
dicates sisters more different. SI dynamics for CA and PI was also
calculated (Fig. 4B).

A non-normal distribution for SI between sister cells in all cell lines
for CA (Fig. 4C, Supplementary Fig. 3E) and PI dynamics (Fig. 4D,
Supplementary Fig. 3F) were observed. We grouped the first SI value
post mitosis of all sisters (Fig. 4E) and used descriptive statistics to
divide them into groups of sisters that divided more similarly (HS - high
similarity) and less similarly (LS - low similarity) with respect to area



M.T. Tamborindeguy et al.

Experimental Cell Research 430 (2023) 113715

MRC5 MRC5 MRC5
40 0.4 50,
@ —_
z )
E 30 8 03 8
: : 5 30
§ 5 5
8 3 ° £
5 20 ° 2 02 g 20
g 2 «’ g
g 2 3 - o
5 8 S 10 o ¢
g 1 ® £ 0.1 g
k=l 0 - Q5 e E - %
= i 30 e g
) [ se
0 o 7 o 0.0-— cE————aw : T -10
HoO Sisters M-D H1 HO Sisters M-D H1 HO Sisters M-D H1
A172 A172
* A172
40 0.4+ —_ 50 *
—_
S *
3 E 40+ —
£ 30 8 o034 8
3 2 8
o % 2 30—
g 2 3
g g 5
% 20 £ 02 2 20
@ 2 §
Q © -
& < I
5 2 S 10
k] 2 E
é 10 E o1 2 JJ-:
3
g 0 —_—
o —ammp— T SRE 0 0.0 am— S -10 : : : :
HO Sisters  M-D H1 Ho Sisters  M-D H1 HO Sister  M-D H1
MCF7 MCF7 MCF7
*
40 0.4 50 — *
'—|
z E 40
€ 30| 8 03 8
Y g ]
e o 30
: : :
£ = ¢
5 20 ° 2 o02- E 20 ' i
3 9 z ? 8 o ‘
-3 @ ®© 2 -
c . 5 * 2 . i
2 d - 3 s 10+ !
® i E !
é 10+ : g 0.1+ 2 & e
] =
- % B 0- D
0 e 0.0 I ; - -10 ; ;
HO Sisters M-D H1 HO Sister M-D H1 30] Sisters M-D H1

Fig. 2. Comparison of migratory events between sister, mother and daughter cells and nonrelated cells. A. Migration speed difference between sisters and
mothers and daughter normal (MRC5) and tumor (A172, MCF7) cells. B. Directionality index difference between sisters and mother and daughter normal (MRC5)
and tumor (A172, MCF7) cells. C. Maximum displacement difference between sister and mother and daughter normal (MRC5) and tumor (A172, MCF7) cells. All
groups were statistically different when compared to HO. In 2 A-C results are shown as mean + SD. ANOVA one-way was used to statistics. Statistical difference was

considered when p < 0.05. MRC5 (n = 38), A172 (n = 45) and MCF7 (n = 41).

and polarity.

MRCS5 sister cells that are more similar post-mitosis (HS) show, on
average, a lower AC dynamic, whereas the less similar post-mitosis (LS)
sisters have a higher dynamic (Fig. 4F), indicating that mitosis maintains
the similarity in this normal cell line in a percentage of the population.
Interestingly, SCC25 sister cells had the opposite profile than MRC5
related to cell area (Supplementary Fig. 3H), even though these cells had
a similar dynamic average and a heterogeneous population. Regarding
polarity, mitosis did not define the dynamics of these cells. In tumor
cells, mitosis did not influence cell area dynamics and polarity, indi-
cating a possible temporal effect in sister difference (Fig. 4G and H).

4. Discussion

Cancer cells dissemination, which occurs via invasion and

metastasis, is heavily dependent on cell migration of individual or a
small group of cells [22]. Understanding the origins of migration het-
erogeneity is thus critical for minimizing this heterogeneity and
reducing the proportion of cells capable of invading and metastasizing.

Herein we first compared whether tumor cells could exhibit higher
migration rates than normal cells. Among the three cell lines we
analyzed, a glioblastoma cell line exhibited the highest rate. Glioblas-
toma is typically characterized as a high invasive tumor due to its
extensive infiltration throughout the brain structures. This level of
infiltration indicates a malignant tumor, which often leads to a poor
prognosis [23]. Unexpectedly, the human lung fibroblast, showed a
higher velocity and directionality than a breast cancer cell line. How-
ever, MCF7 is associated as a low invasive breast cancer [21]. Further-
more, fibroblasts are highly active cells involved in homeostasis, injury
response, and extracellular matrix proteins production. Lung fibroblasts
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are responsible for maintain homeostasis providing structural integrity
to maintain anatomic and physiological lung functions, mainly with the
collagen secretion [24]. Thus, it is expected that fibroblasts could have
high velocity and directional migration, particularly in the context of
wound healing and response to stimuli such as immune cues.

Tumors have a microenvironment composed by different cell types
surrounding tumor cells leading to tumor heterogeneity. The cells
composing microenvironment have different phenotypes acquired due
to variations in gene expression and epigenetic alterations [25].
Accordingly, in glioblastoma and breast cancer we observed heteroge-
neity applying normality tests. We discerned two groups within the
studied cell population with differing migration abilities. Glioblastoma
cell population were composed of 64% highly migratory cells, while
breast cancer population is composed in its majority by low migratory
cells, probably due to low invasive characteristics. Therefore, we can
indicate that highly migratory capabilities are related to invasion in
tumor cells. Moreover, tumor cells with differing migration abilities are
differentially invasive, with the more invasive cells being capable of
metastasis and secondary tumor formation.

Upon examining cell migration characteristics in cells after mitosis,
we found that a single mitotic event is sufficient to make sister cells
behave as differently as unrelated cells in cell migration. This finding
suggests that migration phenotype is linked to asymmetric mitosis.
Previous studies have demonstrated that asymmetric segregation of PML
bodies and lysosomes influences collective cell migration in epithelial
cells [26] and that asymmetric mitosis generates cells with different
migration capacities after mitosis in tissue development and homeo-
stasis [19,27]. Furthermore, asymmetric segregation of some proteins
such as EGFR could be contributing to generate functionally different
sister cells in presence of EGF, including migratory phenotype [28].
Asymmetric distribution of EGFR is also shown in keratinocytes, squa-
mous cell carcinoma and primary basal cell carcinoma [29]. Otherwise,
directionality is similar in glioblastoma sister cells, as well as maximum
displacement for glioblastoma and breast cancer cell sisters. A positive

correlation between asymmetric distribution of DNA and transwell
chamber invasion ability was observed in breast cancer, implying that
asymmetric segregation of DNA might increase the ability to metastasize
[30]. Considering that maximum displacement difference is a parameter
that functions as an indicator of heightened invasiveness, the observed
statistical disparity we found between A172 and MCF7 sister cells and
H1 implies the presence of asymmetric division. When we observe the
invasiveness capacities in A172 and the suggested asymmetric division,
this agrees with Liu et al., 2013 [30] (Fig. 2C, middle). However, we
could not observe the same profile when the breast cancer cell line was
tested (Fig. 2C, bottom).

We measured cell and polarity area as a phenotypic marker for
migration ability to assess the dynamism of the process. Indeed, we
confirmed our hypothesis that a normal cell line would display less post-
mitotic heterogeneity in its morphology than tumor cells. In addition,
cell polarity was highly dynamic in all cell lines and was not sustained
between sister cells. This was expected once it is a process highly
dependent on Cdc42 that influence where lamellipodia will form,
localization of microtubule-organization center and Golgi apparatus in
front of nucleus [31]. In agreement, there are core molecular mecha-
nisms that are necessary for asymmetric cell division [32], such as Rapl,
a small RhoGTPase that coordinates mitotic axes orientation, apical
protein localization and asymmetric cell division [33]. Taken together,
these findings underscore the role of asymmetric mitosis in generating
heterogeneity in cell polarity.

Finally, our results indicate that mitosis potentially plays a role in
maintaining cell area in fibroblasts, as post-mitotic sister cells displayed
similar cell areas over time. We could not definitively establish whether
mitosis or time influenced polarity similarity between sisters cells.
However, in hematopoietic stem cells, polarity is strongly associated
with division mode and predicts an asymmetric outcome in daughter
cells related to aging [34]. Hence, our cells likely undergo asymmetric
division with respect to polarity, which does not persist over time,
suggesting the need for further investigation into the influence of
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microenvironment cues over time.

We highlighted here that both normal and tumor cells may exhibit
similar migratory behaviors. Sister cells did not conserve migratory
phenotype from their mother cells, and a single mitotic event is enough
to sister cells behave like nonrelated cells. Migratory phenotype differ-
ences between sisters indicated that asymmetric mitosis also influences
migration. Lastly, mitosis did not appear to impact cell area and polarity
dynamics in tumor cells.

5. Conclusion

Our findings demonstrate that daughter cells exhibit different
migratory phenotypes compared to their mother cells and between each
other. Moreover, these migratory phenotype differences reveal the in-
fluence of asymmetric mitosis on cell behavior.
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CAPITULO IV

Neste capitulo serdo discutidos os resultados
encontrados nos projetos de pesquisa que foram
desenvolvidos durante o periodo de doutorado, bem

como as conclusoes obtidas no trabalho.
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DISCUSSAO

A disseminagdo de células tumorais depende da migragdo de células
individuais, ou de um pequeno grupo de ceélulas através da invasdo de um tecido
(STUELTEN; PARENT; MONTELL, 2018). A definicdo e a causa de qual célula invade
tem sido amplamente estudada, e uma grande parte dos estudos mostra vias
diferentes para cada tipo celular, e a mesma via atuando em diferentes tipos de células
tumorais. Nesse estudo, foi proposto que a mitose assimétrica contribuia para que
uma ceélula irma tivesse uma performance migratéria maior que a outra, causando uma
heterogeneidade de migracdo celular. De fato, entender as origens da
heterogeneidade de migracédo é um trabalho importante para fins de minimizar a
proporgao de células capazes de invadir e metastizar.

Inicialmente, foi realizada a caracterizagdo da performance migratoria em
diferentes linhagens celulares, incluindo células de tecidos normais e de tecidos
tumorais, com a finalidade de identificar uma caracteristica em comum que pudesse
ser avaliada como caracteristica de células que realizam metastase. Em adigao aos
parametros de velocidade e direcionalidade, incluimos a analise de picos de migragao
de uma célula. Uma vez que hipotetizamos que se uma célula precisa tomar uma
decisao de invadir, seria mais vantajoso ter a habilidade de uma migragéo rapida em
um curto periodo de tempo para invasao e metastase, do que a velocidade média, pois
médias iguais com variancias diferentes indicariam um resultado diferente.-Portanto,
determinamos a analise de picos de migragdao, como deslocamento maximo que cada
célula teve em sua respectiva trajetéria. De fato, na caracterizagdo migratoria geral,
células tumorais de mama e GBM tiveram uma média de deslocamento maximo maior
que a linhagem de fibroblasto de pulm&o. E ainda, na comparagao de similaridade de
migragao entre irmas, esse foi o parametro que células irmas tumorais mantiveram
similares entre si. Quando comparamos com a linhagem normal, ha uma sugestao que
0s maiores deslocamentos em um curto periodo € uma caracteristica de linhagens

tumorais, e poderiam influenciar na invasividade.
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Ainda na comparagao do fenotipo migratério entre as linhagens normais e
tumorais, foi observado que fibroblastos do pulmao podem ser tdo migratorios quanto
a linhagem tumoral de mama, exibindo maior velocidade e direcionalidade. Isso pode
ser explicado pelo fato de fibroblastos serem células altamente ativas envolvidas na
homeostase, resposta a lesdes e produgao de proteinas da ECM como o colageno
(DELEON-PENNELL; BARKER; LINDSEY, 2020). Portanto, é esperado que
fibroblastos tenham uma maior migragdo mais veloz e direcional, particularmente no
contexto de cicatrizagdo de feridas. Além disso, a linhagem de tumor de mama
utilizada, MCF-7, é associada a uma caracteristica de baixa invasividade (WAN et al.,
2019). As células de GBM exibiram a maior velocidade, direcionalidade e
deslocamento maximo dentre as avaliadas. O GBM é tipicamente caracterizado como
um tumor altamente invasivo devido sua infiltracdo extensa através das estruturas
cerebrais (CUDDAPAH et al., 2014; Ll et al., 2020). Esse nivel de infiltracdo indica um tumor
maligno que frequentemente resulta num progndstico pior ao paciente (VOLLMANN-
ZWERENZ et al., 2020). Além disso, 64% da populagado de células tumorais de GBM
avaliadas eram altamente migratdrias, indicando uma heterogeneidade da populagéo,
uma vez que a analise estatistica demonstrou ndo normalidade nos dados. N&o
surpreendentemente, estudos ja descreveram a alta heterogeneidade desse tumor.
Fenotipos relacionados a capacidade celular de sobrevivéncia, como danos ao DNA,
morfologia nuclear e atividade de ERK - este ultimo também associado a migracao
celular coletiva (HINO et al., 2022; HIRATA; KI*-YOKAWA, 2019) - demonstraram
apresentar assimetria durante a mitose ou adquirir assimetria ao longo do ciclo celular
(BUSS et al., 2023).

Em suma, células ndo tumorais podem ser tdo migratérias ou mais migratorias
que ceélulas tumorais. Porém, o mesmo nao pode se dizer quando avaliamos a
heterogeneidade dessas linhagens analisadas. Os testes de heterogeneidade
demonstraram distribuicdo nao-normal (ou bimodal) em todas as linhagens tumorais
nos parametros avaliados, destacando que a heterogeneidade € maior quando se trata
de cancer. Os tumores tém microambiente composto por diferentes tipos celulares que

estdo em torno das células tumorais, gerando diferentes interagbes, como a
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sinalizagao celular (BRAGANHOL et al., 2020; ISER et al., 2022), que pode resultar
em heterogeneidade. As células que compdem o microambiente tém diferentes
fendtipos que sdo adquiridos devido a variagdes na expressdo génica e alteragdes
epigenéticas (VESSONI et al., 2020). Essas variagdes em modificacbes epigenéticas
poderiam estar contribuindo com a heterogeneidade da populagdo que observamos,
uma vez que ha heterogeneidade intratumoral no perfil de metilacdo de DNA em GBM
(WENGER et al., 2019). Por sua vez, a analise de perfil de metilagdo em linhagens
tumorais de cancer de mama também identificou padrbes especificos de metilacdo em
cada linhagem tumoral, e diferentes subpopulagdes celulares com fenétipo molecular
distinto em amostras do TCGA (WEN et al., 2016).

O ambiente externo como a ECM pode provocar heterogeneidade, a expressao
de diferentes marcadores de EMT em diferentes regidées da ECM pode contribuir para
heterogeneidade em GBM (GUDBERGSSON et al., 2019). Enquanto que, em tumor
de mama foi demonstrado que a diferente rigidez de ECM leva a um aumento de
migracado em regides mais rigidas (LIU, C. et al., 2021). Aheterogeneidade relacionada
a migragcado que encontramos nas nossas populagdes de células tumorais analisadas
pode estar associada a estados epigenéticos diferente, a diferente sinalizagéo entre
células do tumor com o microambiente, ou propriedades fisicas do meio extracelular.

Ao investigar as caracteristicas de migragao celular em células pos-mitose,
constatamos que um unico evento mitético € capaz de induzir um comportamento
celular significativamente divergente entre células irmas, equiparando-se a variagao
observada entre células ndo relacionadas durante a migragao celular. Esse fato sugere
uma associagao entre o fendtipo de migragdo celular e a ocorréncia de mitose
assimétrica. Essa associagdo € demonstrada em outros estudos como migragao
celular de células de cancer de pulméo, onde a mitose assimétrica tem papel o inicio
da formacao de tumores com mutacdo K-Ras. Células pré-tumorais no adenoma
ativaram o ciclo de retroalimentacdo de CD44/Zeb1, gerando uma populagao
intermediaria de células transicionais Zeb1 alto / CD44 alto, com caracteristicas
tumorigénicas (LIU et al., 2018). Logo, a diferenca de expressao de Zeb1 pode estar

contribuindo para indugéo de perfil mais mesenquimal de algumas células pés-mitose
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e contribuindo para invasdo. Estudos prévios demonstraram que a segregacgao
assimétrica de corpos PML e lisossomos influenciam a migracao coletiva de células
epiteliais (LANG et al., 2018b) e que mitose assimétrica gerava células com diferentes
capacidades migratorias durante desenvolvimento tecidual e homeostase (COSTA et al.,
2016; NOCTOR et al., 2004). Em GBM, fendtipos relacionados ao fitness, como a
atividade da ERK (referindo-se a ERK1 e ERK2, também conhecidas como MAPKS e
MAPK1, respectivamente), apresentaram assimetria e contribuiram para a
variabilidade fenotipicas em células tumorais (BUSS et al., 2023). Considerando que
a via de sinalizagdo da ERK regula varios processos, dentre eles o processo de
migracao (LAVOIE; GAGNON; THERRIEN, 2020; SUN et al., 2015), a distribuicao
assimétrica desse fator pode estar contribuindo para uma migragao diferenciada entre
células irmas. Além disso, a segregacao assimétrica de algumas proteinas como o
EGFR poderia estar contribuindo para gerar células irmas diferentes funcionalmente
na presengca do EGF, incluindo o fenotipo migratorio (SUN; GODERIE; TEMPLE,
2005b). A distribuicdo assimétrica de EGFR também é destacada em queratindcitos,
carcinoma de células escamosas e carcinoma primario basal (LE ROY et al., 2010b).

Recentemente, estudos a nivel de perfil epigenédmico, transcriptdmico e
fenotipicos de células unicas indicaram que varios fenotipos se alteram de maneira
rapida e dindmica com poucas divisdes (BUSS et al., 2023; LENZ et al., 2022, 2021), 0 que
foi observado nesse estudo em relagdo a migragcdo. Sendo assim, se torna de
relevancia questionar a origem desta variagdo, no caso, se a mudanga do perfil
migratorio entre células irmas era obtida logo apés a mitose ou ao longo do ciclo
celular. Portanto, o dinamismo de eventos morfolégicos relacionados a migragao
celular foi avaliado a partir da quantificacdo da area celular e da polaridade como
marcadores fenotipicos para a capacidade de migragado. Nossos resultados confirmam
a hipotese de que uma linhagem celular normal apresentaria menor heterogeneidade
morfolégica pds-mitdtica em comparagao com células tumorais. Também se constatou
que a polaridade celular apresentava alta dinamicidade em todas as linhagens
celulares e ndo era preservada entre as células irmas. A polarizacao da célula é

fortemente regulada por Cdc42, que influencia a formagdo dos lamelipddios, a
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localizagao do centro de organizagéo dos microtubulos e o aparelho de Golgi na regido
frontal do nucleo (RIDLEY et al., 2003), sendo assim a alta dindmica do processo ja era
esperada. De fato, RhoGTPases também atuam na participacdo da diviséo
assimétrica (JOSSIN, 2020), Rap1 por exemplo, coordena orientacdo de eixos
mitéticos, localizacdo apical de proteinas e a prépria divisdo celular assimétrica
(CARMENA; MAKAROVA; SPEICHER, 2011). Em conjunto dos nossos dados, se
destaca o papel desempenhado pela mitose assimétrica na criacdo de
heterogeneidade em relagdo a dinamica do processo de polaridade celular. Nossos
dados indicam que a mitose exerce um papel potencial na manutencao da area celular
em fibroblastos, uma vez que células irmas demonstraram similaridade de area poés-
mitose, sendo que essa similaridade se manteve ao longo do periodo de migragao,
indicado pela baixa dindmica. Nao conseguimos definir se a mitose ou o tempo
influencia a similaridade de polaridade entre células irmas. Entretanto, em células-
tronco hematopoiéticas, a polaridade celular esta fortemente associada com o modo
de divisdo e prediz um desfecho assimétrico em células filhas relacionadas ao
envelhecimento (FLORIAN et al., 2018). Portanto, nossas células provavelmente sofrem
divisdo assimétrica em relagdo a polaridade, que néo persiste ao longo do tempo,
sugerindo a necessidade de outros estudos sobre a influéncia do microambiente ao
longo do tempo.

Apesar de nao termos demonstrado o estado epigenético de células irmas pés
divisdo, € muito provavel que a perda de similaridade entre elas se dé por modificacdes
epigenéticas. As alteragbes causadas na cromatina podem levar a expressao de
genes responsaveis por aumentar o fenétipo migratério em uma célula mas néo de
outra apos a divisdo celular (Hsia et al., 2023). Além disso, alteragbes na cromatina
induzidas pela biomecanica de ECM sao responsaveis pelo estabelecimento de
“‘memoaria” e plasticidade celular (Price et al, 2021; Scott et al., 2023).

A interacdo entre células tumorais e ECM pode modular o comportamento
celular, assim, o remodelamento da ECM consegue modificar fendtipos celulares e
promover caracteristicas malignas da célula tumoral (VAN HELVERT, STORM,;
FRIEDL, 2018; YAMADA; SIXT, 2019). O aumento da rigidez tecidual € uma
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caracteristica usual em tumores epiteliais e tem potencial de promover a transi¢cao
maligna em células tumorais (BAKER et al., 2013; CHEN et al., 2015; MATTE et al.,
2018; STOWERS et al., 2019a). Contudo, a interagéo entre células de OSCC e rigidez
da ECM tem sido pouco explorada, o que nos levou a investigar como modificagoes
de histonas em células de OSCC s&o afetadas pela rigidez tecidual da ECM. Nosso
grupo de pesquisa demonstrou previamente que a linhagem celular Cal27 nao invasiva
de OSCC adquire uma maior velocidade de migragado quando condicionada em matriz
rigida (MATTE et al., 2018). Além disso, demonstramos que essa linhagem adquire
memoria da matriz rigida que permite as células manterem seu novo fen6tipo mesmo
estando em ambiente macio e que AKT e FAK exercem papel chave nesse processo
(YOUN MOON et al., 2023). Aqui, nés ampliamos esse estudo para investigar quais
modificagdes em histonas induzem um fendtipo mais mesenquimal em OSCC, de
forma a explorar o conceito de “aquisicdo de memoaria”.

Enquanto ocorre a evolugdo de regides displasicas em OSCC invasivo, as
células adquirem marcadores mesenquimais, por exemplo, vimentina (WEBBER et al.,
2017) e N-caderina (MATTE et al., 2018), concomitantemente com metilacdo em H3K4
(ROGENHOFER et al., 2013) e H3K27 e diminuigdo da H3K4Ac e H3K9Ac (CHEN et
al., 2013). Durante o condicionamento em PAAGs rigidos, células Cal27 exibiram
niveis significativamente maiores na metilacdo de H3K9, e na acetilagdo de H3K9 e
H3K27, em comparagao com as células condicionadas em PAAGs macios. Esse perfil
observado sugere que as modificagdes de histonas estdo associadas com a aquisigao
de um fendtipo mais invasivo das células. Em amostras de tumores de OSCC, os
niveis de metilagdo em H3K9 se mantiveram similares em diferentes estagios do tumor
(CHEN et al., 2013), no entanto, niveis mais elevados de metilacdo nesse residuo
estdo associados a um prognostico pior do paciente com cancer de prostata
(ELLINGER et al.,, 2010), mama e colorretal (LESZINSKI et al., 2012). Enquanto
nossos dados demonstram que niveis mais altos de acetilagdo em H3K9 foram
observados em ambiente macio e rigido, indicando que essa modificagdo pode ser
necessaria para aquisicdo de um fendtipo mais agressivo, lesbes de OSCC

apresentam uma redugdo da acetilagdo em H3K9, também associada a pior
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progndstico de pacientes com cancer de boca (WEBBER et al., 2017). Considerando
o tempo de evolugdo de uma lesdo tumoral de cancer de boca, o que pode estar
acontecendo é que a acetilagdo em H3K9 seja necessaria no inicio do processo de
progressao tumoral. Assim, a cromatina mais frouxa permite a interacdo com fatores
de transcrig&o, e ao longo do tempo a acetilagdo pode ndo ser mais necessaria. Logo,
seria explicado a redugao de acetilagdo em H3K9 em pacientes com pior progndstico,
destacando o estudo desse condicionamento em um maior periodo para avaliagao
dessas modificagbes epigenéticas. Além do mais, 0 aumento na acetilagdo de H3K9
tem sido relatado em pacientes com cancer de pulmao (BARLESI et al., 2007) e de
mama com pior prognéstico (ELLINGER et al., 2010; JUDES et al., 2016). Devemos
considerar que os dados obtidos de perfil de modificagcbes em histonas refletem um
conjunto de modificagdes pos-traducionais global de uma populagdo celular.
Entretanto, as modificacdes em regides especificas da cromatina € o que impacta na
célula, e as modificacbes pods-traducionais atuam como uma indicagdo do que
acontece a nivel de modificacdo na cromatina, logo estudar os sitios de acesso de
modificagdo na cromatina € uma das ideias que contribuem para elucidar esses dados.

A progressao de OSCC tem sido associada com alteragbes em acetilagéo e
metilagdo, indicando uma provavel regulacdo da memdria mecanica através de
enzimas como histonas acetilases, desacetilases e metiltransferases (ARIF et al.,
2010; POGODA et al., 2021). O fendtipo migratério e a expressdao de genes
relacionados ao EMT foram avaliados como indicadores de progressado tumoral em
OSCC. Inibidores farmacologicos de HAT, HDAC e HMT foram empregados para
analisar o impacto dessas modificagdes no perfil migratério de células Cal27 durante
o condicionamento em PAAGs macios e rigidos. E, embora conseguimos demonstrar
a inibicao efetiva das modificacdes através de western blot, a inibicado dessas enzimas
nao impactou a migracao das células no ambiente rigido, apenas no ambiente macio.
Considerando que o uso inibidor de HDAC (TSA) elevou os niveis de acetilagao, o
aumento na velocidade de migragcdo das células no ambiente macio indica que a
acetilacao atua na aquisicdo de capacidade migratéria aumentada. Enquanto o papel

do inibidor de HAT (A485) era diminuir a acetilagdo, a redugcéo na velocidade de
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migragao observada reafirma o papel que a acetilagdo exerce na progressao tumoral.
Além disso, por essas modificagbes terem sido observadas em ambiente macio,
corrobora com a hipotese de que a acetilacdo seria necessaria apenas no inicio da
progressao tumoral em OSCC. Em conjunto esses dados sugerem que a dindmica de
acetilacdo-metilagdo acompanha a progressdo tumoral e pode ocorrer
concomitantemente com o estabelecimento da rigidez e da memoria.

A aquisicdo da expressao de marcadores mesenquimais em células de OSCC
ocorre de acordo com o aumento da progressao do tumor (MATTE et al., 2018).
Estudos prévios mostraram que células de OSCC aumentam a sua expressio de N-
caderina e de fatores de transcricao de EMT com o condicionamento em ambiente
rigido (MATTE et al., 2018). Inicialmente, nossos dados mostraram esse fenétipo mais
mesenquimal de Cal27 com o condicionamento em ambiente rigido. Adicionalmente
verificamos o que acontece quando inibimos acetilacdo e metilagdo durante o
condicionamento em ambiente rigido. Em células tumorais de ovario tratadas com
inibidores de HDAC e HMT, foi demonstrado que a diminuicdo da migracao celular foi
realizada a partir da inducado da expressdo de E-caderina e inibigdo da N-caderina
(MENG et al., 2013), ou seja, neste caso esta modulagao epigenética promoveu um
perfil epitelial. Diferentemente, mostramos que a inibicdo dessas modificagcdes nao
interferiu na migracao celular, apesar de aumentar a expressao de N-caderina e Snail-
1, e ndo reduziu os niveis de E-caderina. Sendo assim, o perfil mesenquimal
promovido pela rigidez da matriz foi potencializado com a modulagao epigenética das
modificagdes nas histonas. Em células tumorais do colén, a histona demetilase UTX
reduziu niveis de trimetilacdo em H3K27 no promotor da E-caderina e sua interagao
com a histona acetilase CBP resultou na acetilagdo de H3K27 no promotor de E-
caderina, resultando no aumento de E-caderina e inibicdo da migracao (ZHA et al.,
2016). Nossos dados mostraram que Cal27 no ambiente rigido aumentou os niveis de
acetilacao de H3K27 sem afetar a velocidade de migragdo. Uma vez que os niveis de
E-caderina ndo foram reduzidos com a inibicdo da acetilagdo e metilacdo, ha uma
sugestao de a E-caderina estar bloqueando o aumento da migragdo mesmo com uma

potencializacdo dos marcadores mesenquimais. Seria interessante uma maior
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investigacdo da agdo da UTX no promotor de E-caderina nas células de OSCC,
verificando se o que acontece em cancer de colén é similar em OSCC.

Dado que a expressdao do mRNA Snail-1 e -2 aumenta em células Cal27
condicionadas em ECM rigida quando comparada a ECM macia (MATTE et al., 2018),
e sabendo que a ativacdo de fatores de transcricdo pode ser influenciada por
mecanismos epigenéticos, verificamos a resposta dos mesmos em células tratadas
com inibidores de HAT e HMT. Nossos dados demonstram um aumento significativo
(83x) na expressao de Snail-1 em células tratadas com inibidor de metilagdo e
cultivadas em ECM rigida. Enquanto que, nas mesmas células tratadas com inibidor
de acetilagdo o aumento foi menos significativo (1x). Em relagcédo a Snail-2, a
modulagdo epigenética ndo impactou sua expressdo, o que pode estar relacionado
com a baixa velocidade de migracado dessas células nas mesmas condigdes. Snail-2
esta associado com a inducéo de invasdo e metastase em carcinoma hepatocelular,
devido ao aumento de metilacdo de H3K9 e reducgao de acetilacdo em H3K4 e H3K56
(HU et al., 2019). Ao observarmos o aumento de Snail-1 e -2 no grupo controle, e 0
aumento de Snail-1, mas ndo de Snail-2 nos grupos com inibidores de HAT e HMT, os
dados sugerem Snail-2 é fundamental para migracdo e que os inibidores regulam
Snail-2 negativamente. Entretanto, maiores estudos precisam ser realizados para
determinar o papel do efeito de modificagdes epigenéticas no mecanismo de acao de
Snail-2.

A anadlise ampla do conjunto desses dados experimentais nos fornece
evidéncias que acetilacdo e metilacdo exercem papel na aquisicdo de memdria
mecanica do fendtipo de migracgao celular induzida pela rigidez em OSCC. No entanto,
o papel da regulagdo de fatores de transcricdo precisa ser explorado através da
investigacdo da remodelagao da cromatina mediada por modificagdes de histonas. O
mapeamento de sitios acessiveis da cromatina seria uma alternativa de relevancia

significativa para estudos posteriores em cancer de boca.

103



CONCLUSAO

1. A mitose assimétrica gera heterogeneidade no comportamento migratério de
células tumorais.

2. Modificagbes de histonas em células nao invasivas durante condicionamento
em ambiente rigido participam da aquisicdo de comportamento mais invasivo

em cancer de boca.

CONCLUSAO REFERENTE AO CAPITULO II

- Células normais e tumorais podem exibir um fenotipo migratério similar;

- Células filhas nao conservam o fenétipo migratério de sua mae;

- Células irmas mostraram diferenga em seu comportamento migratério, indicando que
mitose assimétrica influencia a migragao;

- Mitose nao influenciou a dinamica de area celular e polaridade entre células irmas.

CONCLUSAO REFERENTE AO CAPIiTULO Ill

- ECM rigida aumentou a metilagdo de H3K9 e a acetilagdo de H3K9 e H3K27;

- Ainibicdo de metilacao e acetilagao n&o alterou o comportamento migratorio de Cal27
na ECM rigida;

- A inibicdo da metilagdo e acetilagcdo aumentou a expressdo de N-caderina e a

expressao transcricional de Snail-1 em Cal27 na ECM rigida.
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