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RESUMO

O sistema de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) compreende cinco
complexos enzimaticos da cadeia respiratoria localizados na membrana interna das
mitocdndrias, cuja fungdo € fundamental no metabolismo energético da célula.
Disturbios nesse sistema, como a superproduc¢ao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) nas mitocdndrias promovem importantes condi¢gdes clinicas incluindo o
cancer. A incidéncia de e a mortalidade por varios tipos de cancer sdo dispares em
homens e mulheres. Neste estudo, investigamos se os genes do sistema OXPHOS
explicam, em parte, a diferenga de agressividade tumoral observada entre sexos,
tendo como métricas da desdiferenciagao oncogénica quatro métricas de sobrevida
dos pacientes (sobrevivéncia geral (OS), sobrevivéncia livre de eventos (DSS),
sobrevivéncia livre de doenca (DFI) e sobrevivéncia livre de progresséao (PFl)), além
dos indices de infiltrados de células imunes e o potencial estaminal. Utilizamos
dados secundarios de transcriptoma (RNA-Seq) dos consoércios Genotype-Tissue
Expression (GTEx) e The Céncer Genome Atlas (TCGA) para identificar genes
diferencialmente expressos (DEG) e conjuntos de genes exibindo perfis de
expresséo e efeito similares, por meio de metanalise computacional para definir
assinaturas génicas com potencial valor prognoéstico em 33 tipos de cancer.
Observamos DEG tanto hipo expressos em cancer de cérebro, pele, pulméo,
sangue periférico, ovario, utero e testiculo, quanto hiper expressos em cancer de
ovario, utero, pele, pulmé&o, testiculo e em leucemia. ldentificamos nove assinaturas
(ID1 a ID9) associadas com sobrevivéncia geral Pan-Cancer. As assinaturas ID1 e
ID2 mostraram uma hiper expressao em tecido ndo tumoral de rim, ja as
assinaturas 1D4, ID5, ID6 e ID8 demonstraram uma hiper expressdo em tumores
de cérebro, pulmao e pele. Os perfis de expressao das assinaturas ID1 a ID9 foram
associados com bom prognaostico Pan-Cancer nas métricas de desfecho OS, DSS
e PFI. Identificamos correlagdes sexo bioldgico dependentes para as assinaturas
de sobrevivéncia geral Pan-Cancer nas métricas OS, DSS, PFI. As assinaturas ID3,
ID4, ID7, ID8 e ID9 explicam um viés sexual masculino associado a sobrevivéncia
em KIRC, SKCM e UVM. A assinatura ID6 explica um viés sexual feminino,
associado a sobrevivéncia em LUAD. Também identificamos oito assinaturas (ID10

a ID17) com associagao de efeito protetor em KIRC, KIRP e OV. As assinaturas
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ID12, ID13, ID14, ID15 e ID17 correlacionaram com risco em KICH, LAML, LIHC,
SKCM e UVM. Identificamos 26 assinaturas (ID18 a ID44) associadas a infiltrados
de células imunes, sendo ID22-1D35 e ID39-ID43 positivamente e ID18-1D21, ID32,
ID36-ID38 e ID44 negativamente correlacionadas em diferentes tipos de cancer.
Identificamos treze assinaturas (ID45 a ID58) com correlagao positiva (ID45-1D49,
ID51, ID53-ID56) ou negativa (ID50, ID52, ID57 e ID58) com o potencial estaminal
em diferentes tipos de cancer. Concluimos que a desregulacédo da expressao dos
genes OXPHOS em cancer explica a diferenga de incidéncia tumoral observada
entre sexos, considerando diversas métricas da desdiferenciagdo oncogénica. As

assinaturas identificas possuem significativo valor progndstico Pan-Cancer.

Palavras-chave: valor progndstico; Genes Diferencialmente Expressos; OXPHOS;

cancer; assinatura génica; Pan-Cancer
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ABSTRACT

A vital component of the cell's energy metabolism is the oxidative
phosphorylation system (OXPHOS), which comprises five enzyme complexes of the
respiratory chain in the inner membrane of mitochondria. Reactive oxygen species
(ROS) produced in excess in the mitochondria, for example, disturb this system and
promote clinical diseases like cancer. Men and women have varied cancer
incidence and mortality rates from distinct cancer kinds. Using four patient survival
metrics (overall survival (OS), disease-specific survival (DSS), disease-free interval
(DFI), and progression-free interval (PFIl) as metrics of oncogenic dedifferentiation,
as well as the indices of immune cell infiltrates and stemness, we investigated
whether the genes of the OXPHOS system explain, in part, the difference in tumor
aggressiveness observed between sexes. We defined gene signatures with
potential prognostic value in 33 types of cancer by using secondary transcriptome
(RNA-Seq) data from the Genotype-Tissue Expression (GTEx) and The Cancer
Genome Atlas (TCGA) consortia to identify differentially expressed genes (DEG)
and gene sets exhibiting similar expression and effect profiles. We found that DEG
were upregulated in leukemia, ovarian, uterine, skin, lung, testis, and peripheral
blood malignancies and downregulated in brain, skin, lung, and peripheral blood
cancers. Nine signatures (ID1-ID9) connected to Pan-Cancer survival have been
found. While 1D4, ID5, ID6, and ID8 signatures showed overexpression in brain,
lung, and skin malignancies, ID1 and ID2 signatures showed overexpression in
normal kidney tissue. The OS, DSS, and PFI survival outcome measures showed a
positive correlation between the expression profile of the ID1 through ID9 markers
and a favorable prognosis. We discovered Pan-Cancer associations with OS, DSS,
and PFI survival parameters that are sex-dependent biologically. The male sex bias
associated with survival in KIRC, SKCM, and UVM is explained by the ID3, ID4, ID7,
ID8, and ID9 signatures. The female sex bias associated with survival in LUAD is
visible in the ID6 signature. Eight signatures, from ID10 to ID17, were likewise found
to have a protective impact on KIRC, KIRP, and OV. In KICH, LAML, LIHC, SKCM,
and UVM, the ID12, ID13, ID14, ID15, and ID17 signatures are linked to risk. We
identified 26 signatures (ID18 to 1D44) associated with immune cell infiltrates, with
ID 22-ID35 e ID39-1D43 positively correlated and 1D18-1D21, ID32, ID36-ID38 e

ID44 negatively correlated in different types of cancer. We identified thirteen



signatures (ID45 to ID58) with positive (ID45-1D49, ID51, ID53-ID56) or negative
(ID50, ID52, ID57 and ID58) correlation with stem potential in different malignancies.
Considering the oncogenic dedifferentiation metrics, we conclude that deregulation
of OXPHOS gene expression in cancer accounts for the variation in tumor incidence
across sexes. The Pan-Cancer predictive value of the discovered signatures is

significant.

Keywords: prognostic value; Differential Expressed Genes; OXPHOS; cancer
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1. INTRODUGAO

O sistema de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) apresenta uma base
genética com o envolvimento de dois genomas, o DNA mitocondrial (mtDNA) e o
DNA nuclear, o qual é transmitido biparentalmente (nDNA) (ROUILLARD et al.,
2016; LECHUGA-VIECO et al., 2021; XU et al., 2022). Esse sistema é composto
pela cadeia transportadora de elétrons (ETC), formada por cinco grandes
complexos. A ETC realiza entao as reacdes redox envolvidas na respiragao celular
enquanto gera a forga motriz de prétons usada pelo complexo ATPase para
sintetizar ATP (FERNANDEZ-VIZARRA et al., 2009; KOOPMAN et al., 2013;
LECHUGA-VIECO et al., 2021). A biogénese do sistema OXPHOS envolve varios
passos, desde a expressdao de genes codificados em genomas fisicamente
separados, até a montagem coordenada de componentes e cofatores que formam
cada complexo individual e, eventualmente, os supercomplexos (FERNANDEZ-
VIZARRA et al., 2009).

A ETC utiliza a energia liberada da oxidagao de um substrato para bombear
ions através de uma membrana e gerar um gradiente eletroquimico (SCHAFER et
al., 1999; SCHLEGEL and MULLER, 2013). Em mamiferos, a ETC sustenta a
funcdo das organelas e desempenha um papel central no metabolismo energético
celular, (KOOPMAN et al, 2013). Em humanos, defeitos na ETC
consequentemente resultam em mutagées nos genes do mtDNA, induzindo a
disturbios no sistema OXPHOS, os quais estdo associados a uma gama de
doengas multissistémicas, como o cancer (HARMAN, 1992; WALLACE et al., 1992;
TAYLOR and TURNBULL, 2005; SCHAPIRA, 2006; BRETON et al., 2014).
Mutacgdes excessivas no mtDNA podem resultar na disfung¢ao do sistema OXPHOS,
subsequentemente levando a doencas associadas a fungao mitocondrial, visto que
a disfuncdo mitocondrial é diretamente relacionada a muitas doengas, como o
cancer (VAN OVEN and KAYSER, 2009; SRINIVASAN et al., 2017). Além disso,
acreditava-se que o sistema OXPHOS fosse regulado negativamente em todos os
canceres. Entretanto, estudos recentes mostraram que o sistema OXPHOS
também pode ser regulado positivamente em certos tipos de céancer, incluindo
leucemias, linfomas, adenocarcinoma pancreatico, melanoma e carcinoma
endometrial (ASHTON et al., 2018; SICA et al., 2020). Dentro dessa perspectiva,

pouco estudos tém analisado os perfis de expressao diferencial dos genes do
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sistema OXPHOS em tecidos saudaveis versus cancer (VAN DEN HEUVEL and
SMEITINK, 2001; REINECKE et al., 2009; UGALDE et al., 2009). Apenas um
pequeno grupo de genes de cada complexo desse sistema vem sendo analisado,
complexo | (MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6),
complexo Il (MT-CYB), complexo IV (MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3) e complexo V
(MT-ATP6 e MT-ATPS8), onde todos esses genes demonstraram um perfil hipo
expresso em diferentes canceres como cancer de bexiga, mama, eséfago, figado
e rim (REZNIK et al., 2017).

1.1 O Sistema de Oxidagao Fosforilativa (OXPHOS)

O sistema de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) é o maior sistema produtor
de energia para a célula (LECHUGA-VIECO et al., 2021). Esse sistema esta
presente na membrana mitocondrial interna, onde seu numero de componentes
varia em cada complexo, pois ainda nao se tem uma compreensao do total exato
de componentes envolvidos nesse sistema. O sistema OXPHOS é composto por
cinco complexos: complexo | - NADH desidrogenase; complexo Il Succinato
desidrogenase; complexo Ill — Citocromo bc1; complexo IV — Citocromo ¢ oxidase
e o complexo V — ATP sintase (Figura 1) (SARASTE, 1999; GRANATA et al., 2015;
GHEZZI and ZEVIANI, 2018; LECHUGA-VIECO et al., 2021). O numero de
componentes génicos de cada complexo que compdem o sistema OXPHOS abriga
~70 subunidades codificadas pelo nDNA e mtDNA (SARASTE, 1999). Porém,
estudos indicam que esse sistema pode apresentar cerca de 90 a 130 subunidades
codificadas tanto pelo nDNA quanto mtDNA, o que demonstra que ndo ha uma
exata compreensao do numero de componentes neste sistema (ROUILLARD et al.,
2016; LECHUGA-VIECO et al., 2021).
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Figura 1. Representacao do sistema de fosforilagao oxidativa (OXPHOS).

Os elétrons derivados do metabolismo celular chegam ao complexo | ou complexo Il através do NADH
ou FADH2, respectivamente. Esses elétrons sédo entao transferidos para a coenzima Q (ubiquinona), um
transportador de elétrons do complexo | ou Il, para o Ill. Neste ultimo, as particulas séo deslocadas do
citocromo b para o citocromo ¢ com consequente transferéncia para o Complexo IV (citocromo oxidase),
onde reduzem o 0O2. Fonte: KEEG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes:

https://www.genome.jp/pathway/hsa00190.

Para os diferentes complexos que formam o sistema OXPHQOS, apenas o
complexo-ll ndo apresenta subunidades codificadas pelo mtDNA. Os demais
complexos apresentam a seguinte distribuicdo: complexo |, possui sete
subunidades (MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-
NDG6), complexo Ill possui uma subunidade (citocromo b — MT-CYB), complexo IV
possui trés subunidades (MT-COI, MT-COII , MT-COIIl), complexo V possui duas
subunidades (ATPase, MT-ATP6 e MT-ATP8) (GHEZZI and ZEVIANI, 2018).
Quanto as demais subunidades codificadas pelo nDNA, o numero de componentes
varia dentro do sistema OXPHOS, com o complexo | apresentando trinta e sete
subunidades, o complexo |l apresentando quatro subunidades estruturais, o

complexo Il apresentando nove subunidades, o complexo IV apresentando onze
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subunidades e o complexo V apresentando dezoito subunidades(BRANDSCH and
BICHLER, 1989; SARASTE, 1999; LECHUGA-VIECO et al., 2021).

Em mamiferos, todos os complexos do sistema OXPHOS sao multiméricos,
possuindo subunidades codificadas tanto no mtDNA quanto no nDNA. As
subunidades codificadas pelo mtDNA sao hidrofobicas e sua tradugao ocorre
proximo a membrana interna da mitocéndria para facilitar sua translocacéo. As
subunidades estruturais, codificadas pelo nucleo, além de outros fatores
necessarios para a biogénese correta do sistema OXPHOS, sdo expressos no
citoplasma e importados para dentro da organela (MAI et al., 2017; WASILEWSKI
et al., 2017). Além disso, disfungdes no sistema OXPHOS, em humanos, estao
associadas a disturbios mitocondriais e muitos deles estdo associados a montagem
alterada de um ou mais componentes desse sistema (HUTTEMANN et al., 2008;
FERNANDEZ-VIZARRA et al., 2009). Assim, alguns autores comegaram a propor
uma ligacao da fosforilagado oxidativa as doengas humanas, discutindo que varios
genes humanos relacionados ao sistema OXPHOS apresentavam mutacdes
relacionadas a diferentes sindromes clinicas, incluindo o cancer. Entretanto, os
mecanismos detalhados desses processos nao sao totalmente compreendidos
(HUTTEMANN et al., 2008; TUPPEN et al., 2010; GHEZZI and ZEVIANI, 2012).

1.2 Doencgas Associadas ao Sistema OXPHOS

Alteracdes no sistema OXPHOS implicam em disfuncdes em processos
metabdlicos e celulares relacionados aos cinco complexos enzimaticos que
compdem esse sistema (SMEITINK et al., 2006; REINECKE et al., 2009). As
disfungdes nesse sistema estdo associadas a dois tipos de disturbios na cadeia
respiratoria,: doenga mitocondrial primaria, causada em grande parte por mutagdes
pontuais em genes do mtDNA, resultando em uma alteragdo na expressao de
genes no sistema OXPHQOS; disturbios secundarios, causado na maioria das vezes
por mutagdes pontuais em genes do nDNA, resultando em um aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS), acumulo de substrato, queda de ADP/ATP e
NAD/NADH (CHINNERY, 1993; FERNANDEZ-VIZARRA et al., 2009; REINECKE
et al., 2009; GHEZZI and ZEVIANI, 2018). Devemos reconhecer também que
qualquer disfuncao que cause uma deficiéncia em um dos complexos enzimaticos,

pode resultar em respostas bioquimicas variadas (SMEITINK et al.,, 2006).
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Considerando ainda que o sistema OXPHOS é necessario para o fornecimento de
energia para todas as células, qualquer 6rgao pode ser afetado por uma disfungéo
nesse sistema, porém tecidos com alta demanda de energia (cérebro, nervos,
retina, musculo esquelético e cardiaco) sdo particularmente mais vulneraveis.
Sendo assim, as apresentagdes clinicas mais comumente associadas a essas
disfungdes incluem convulsées, hipotonia, oftalmoplegia, episédios semelhantes a
acidente vascular cerebral, fraqueza muscular, constipacdo severa e
cardiomiopatia (CHINNERY, 1993; MCFARLAND and TURNBULL, 2009; NG and
TURNBULL, 2016).

As disfuncdes no sistema OXPHOS estao entido intimamente associadas a
doengas mitocondriais, o que pode interferir na conversao de agucares em energia
pelas mitocondrias etapa essencial para sustentacdo da vida, o que pode resultar
em lesdes celulares e até mesmo a morte da célula. Quando esse processo é
repetido em todo o corpo, ha o surgimento de disfungdes mitocondriais, onde os
sistemas orgénicos comegam a falhar e podem param de funcionar (TAYLOR and
TURNBULL, 2005; TUPPEN et al., 2010; NG and TURNBULL, 2016). Disfungdes
nesse sistema levam a uma gama de sintomas neuroldgicos, incluindo regressao
do desenvolvimento, déficit de crescimento, convulsdes, espasticidade, distonia
entre outros (Figura 2) (KOOPMAN et al., 2013). Além disso, uma disfungédo no
sistema OXPHOS consequentemente causaria uma produ¢do anormal de ROS
devido ao dano por estresse oxidativo (LEE et al., 2021). Essas disfungdes estéao
associadas a uma infinidade de doencas que vao desde disturbios hereditarios
raros a condi¢gdes comuns, incluindo alguns tipos de cancer. Dessa forma, existe
um grande interesse em estudar os genes reguladores do sistema OXPHOS para
melhor compreender essas disfungbes (GORE et al., 2022).
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Cérebro Musculo

Fragueza/insuficiéncia, célicas, refluxo, vémitos,
constipagdo, diarreia, hipotonia, dismotilidade.

8 Deméncia, enxaquecas, convulsdo, acidente
vascular cerebral, paralisia cerebral atipica,
dificuldades de aprendizagem.

% Nervos
,}V Desmaio, zero reflexos, intolerdncia ao

calor/frio, dor.

Rins
% Insuficiéncia do tubo renal.

Pancreas

Diabetes, insuficiéncia pancreatica, insuficiéncia
da paratireoide.

Coragao

Defeitos, blogueio, cardiomiopatia.

w B |/ O

Figado Ouvido
Ba|x9_n|vel de agucar no sangue, insuficiéncia e e
hepatica.
Olhos ¥ Sistema Respiratdrio
Perda de visdo, ptose, atrofia odptica, - a_J Fadiga, baixa estatura, vémitos inexplicaveis,

estrabismo, oftalmoplegia, retinite pigmentosa. problemas respiratérios.

Figura 2. Apresentag¢des clinicas associadas a doengas mitocondriais.
Sao demonstradas as partes do corpo que sao afetados pela doenga mitocondrial e seus respectivos

sintomas. Adaptado de: United Mitochondrial Disease Foundation - UMDF.

A progressdo do cancer também esta associada a anormalidades
metabdlicas (SICA et al., 2020; CASTELLI et al., 2021; EVANS et al., 2021). Dessa
forma, uma perturbagdo metabdlica nesse sistema leva a um aumento da taxa de
glicdlise, disfungdo mitocondrial e perturbagdo do ciclo de Krebs, acumulo de
metabolitos como fumarato e estresse oxidativo pelo aumento de ROS, condigdes
descritas como sendo causadas pelo efeito Warburg (VANDER HEIDEN et al.,
2009; SANCHO et al., 2016; CASTELLI et al., 2021). Além disso, outros estudos
tém demonstrado um aumento na taxa de glicolise e uma redugdo no consumo de
oxigénio em células cancerosas em comparagdao com as células normais. Desse
modo, estudar o sistema OXPHOS, tornou-se uma estratégia promissora para o

desenvolvimento de uma nova terapia do cancer (ASHTON et al., 2018).

1.3 Metabolismo Tumoral e o Sistema OXPHOS

Sabemos que a superproducdo de ROS leva a danos no genoma por
estresse oxidativo, podendo induzir mutagées no mtDNA (CHANDRA and SINGH,
2011; GUNDAMARAJU et al., 2021). Por sua vez, mutagdes no mtDNA levam a um

comprometimento do sistema OXPHOS, pois danos causados nesse sistema
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resultam em um aumento na produgcdo de ROS, dando origem a um ciclo que
envolve mitocondrias, ROS, instabilidade gendémica e desenvolvimento tumoral
(YANG et al., 2016; GRASSO et al., 2020; GUNDAMARAJU et al., 2021). Sendo
assim, disfungdes no sistema OXPHOS afetam diferentes compartimentos
celulares em graus diferentes. Ademais o sistema OXPHOS fornece energia para
o citoplasma, porém em condigdes anaerdbicas essa energia é também utilizada
pelo nucleo, compartimento mais susceptivel a deficiéncia de ATP. Dessa forma, a
queda nos teores de ATP no nucleo das células, resulta em drastica diminui¢do da
proliferagdo celular maligna e morte celular por apoptose (DICKENS and SIMER,
1931; HOBERMAN, 1975; GAJEWSKI et al., 2003). Em células cancerosas, 0s
niveis de ATP diminuem, diferente das células normais onde os niveis de ATP se
mantém (HOBERMAN, 1975; BAGGETTO, 1992; CUEZVA et al., 2002).

Segundo Warburg e colaboradores, as células cancerosas reprogramam
seu metabolismo para promover o crescimento, a sobrevivéncia, a proliferacao e a
manutengao a longo prazo (WARBURG et al., 1927). Uma caracteristica comum
desse metabolismo alterado é o aumento da captagao de glicose e sua fermentagao
em lactato. Warburg sugeriu que a glicélise aerdbica € uma propriedade geral das
células cancerosas para produzir ATP suficiente, refletindo assim na fungao
mitocondrial prejudicada (WARBURG et al.,, 1927; WARBURG, 1928). Sendo
assim, as ceélulas cancerosas sofrem grandes mudangas no metabolismo
energético e biossintético, onde o piruvato é usado para fermentagao e nao para o
ciclo de Krebs (CHEN et al., 2015). Em mamiferos, o produto da glicélise pode ser
tanto lactato, via fermentacdo, ou CO2 apds oxidagao total via respiracido nas
mitocdndrias. Entretanto, em tumores, a taxa de captagcdo de glicose aumenta
drasticamente e o lactato € produzido, mesmo na presenga de oxigénio e
mitocdndrias em pleno funcionamento (LIBERTI and LOCASALE, 2016). Além
disso, mutacdes no sistema OXPHOS resultam em uma condicdo em que o
citoplasma se encontra preenchido por um numero elevado de mitocéndrias,
morfolégica e funcionalmente anormais, caracterizando tumores oncociticos
(GASPARRE et al., 2007; GASPARRE G, 2008; ADZHUBEI et al., 2010;
PORCELLI et al., 2010).

Alguns autores sugerem que o sistema OXPHOS esta gravemente
comprometido em doengas como cancer, onde um defeito nesse sistema é relatado

como um dos fendtipos mais comuns na maioria dos canceres (WARBURG et al.,
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1927; WARBURG, 1956; MATHUPALA et al., 1997; DAMIANI et al., 1999; SINGH
et al., 1999; BIANCHI et al., 2001; PENTA et al., 2001; SINGH et al., 2006;
MODICA-NAPOLITANO et al, 2007). Entretanto, em cénceres como
paragangliomas e feocromocitomas hereditarios, podemos observar que as quatro
subunidades da enzima succinato desidrogenase, a saber, SDHA, SDHB, SDHC,
SDHD, pertencentes ao complexo Il do sistema OXPHOS estao envolvidas em
processos oncogénicos, sendo 0Os Unicos genes nesse sistema a ter uma
capacidade de agir como um supressor de tumor (BAYSAL et al., 2000; NIEMANN
and MULLER, 2000; BENN et al., 2003).

1.4 Associagoes entre o Microambiente Tumoral, Células Imunes e o
Potencial Estaminal

O microambiente tumoral (TME) é uma estrutura biolégica complexa que
envolve as células tumorais e inclui vasos sanguineos, células imunes, fibroblastos,
adipocitos e matriz extracelular. Esse ambiente também é acompanhado por
diferentes graus e tipos de infiltrados de células imunes, como os linfocitos
infiltrantes de tumor, os quais requerem nutrientes encontrados dentro do TME para
apoiar a proliferacao e diferenciacéo celular (ANTONIO et al., 2021; NABI and LE,
2021). As células imunes que se infiltram no tumor apresentam funcgdes
divergentes, favorecendo ou inibindo o crescimento do tumor. Células linfoides
ativadas podem controlar o crescimento tumoral e malignidades, como ja relatado
por Pages, onde a infiltracdo de células T se correlaciona com um melhor
prognostico (PAGES et al., 2010). Entretanto, os tumores muitas vezes atenuam a
atividade dos linfécitos infiltrantes (WHITESIDE, 1999; RADOJA and FREY, 2000)
e suportam a diferenciagdo de macréfagos associados ao tumor promovendo o seu
crescimento, por exemplo, inibindo células T ou secretando fatores de crescimento
(QIAN and POLLARD, 2010).

A interacdo metabdlica entre células imunes e células cancerosas no TME
€ um processo complexo e dinamico em que as células imunes atuam como um
fator determinante do destino das células cancerigenas e vice-versa (JUNG and
LE, 2021). As células do sistema imune inato que atuam no TME (células NK em
repouso, ceélulas T reguladoras (células Treg), macrofagos M2 e células T de

memoria) dependem principalmente do sistema OXPHOS para sua sobrevivéncia,
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de modo que perturbacdes nesse sistema resultam em uma inibicdo da fungao das
células imunes(PEARCE and PEARCE, 2013; GARDINER, 2019). Além disso, a
falta de nutrientes no ambiente tumoral suprime células imunes antitumorais, como
macrofagos M1, neutrofilos N1 e células T CD8+, promovendo a diferenciagao e
ativagao de células imunes pré-tumorais, incluindo macréfagos M2, neutrofilos N2
e Tregs (XIA et al, 2021). Desse modo, estudos sobre células imunes e
metabolismo energético em cancer tém recebido grande ateng¢do, pois células
imunes estao envolvidas na progressdo de muitas doengas humanas, como cancer
(HU et al., 2022).

As células cancerosas possuem a capacidade de repovoar todo o tumor,
sendo por vezes chamadas de células-tronco cancerosas (CSCs), pois séo
capazes de sustentar a progressao do cancer e interagir com seu ambiente em
busca de fatores-chave de sobrevivéncia(MARTINEZ-OUTSCHOORN et al., 2011;
SHEN YA, 2013; SANCHO et al., 2016). Curiosamente, o ambiente e/ou estimulos
especificos podem promover o surgimento de novas CSCs, pois as células em geral
mantém a capacidade de se desdiferenciar e retornar a um estado primitivo de
desenvolvimento (TAKAHASHI et al., 2007; DANIEL et al., 2016). Tais capacidades
estdo compreendidas no termo potencial estaminal, e correspondem a células
desprovidas de marcas de diferenciacdo (CHEN et al., 2013; MILES et al., 2017).
Desse modo, os tumores n&o sao uniformes, mas sim funcionalmente
heterogéneos, abrigando um subconjunto de células cancerosas com
caracteristicas de perpetuar sua linhagem, dando origem a células diferenciadas
(APONTE and CAICEDO, 2017).

As CSCs apresentam dois fendtipos metabdlicos conflitantes e mudam de
forma flexivel a via metabdlica para manter suas propriedades ou a homeostase
redox. Em um ambiente hipdxico, as CSCs produzem energia por meio de
sinalizagcao especifica por fatores relacionados a glicdlise e aumentam a
capacidade das CSCs. No entanto, em um ambiente de oxigénio abundante, as
CSCs proliferam enquanto ajustam o nivel de ROS produzido pelo sistema
OXPHOS (ALVINA et al., 2021; YASUDA et al., 2021). Temos como exemplo um
estudo de CSCs em glioblastomas, onde essas células exibem um metabolismo
energeético baixo e alta glicolise, para geragao de ATP, para manter sua capacidade
de formagéao de tumor (ZHOU et al., 2011). Este estudo sugere que o metabolismo

glicolitico pode desempenhar um papel importante na manutengao das CSCs, onde
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alguns tipos de CSCs séo conhecidos por preferir a glicolise ao sistema OXPHOS
para adquirir suas propriedades de CSCs. Assim, considerando o conjunto sistema
OXPHOS e o potencial estaminal, estes estdo intimamente relacionados, pois
algumas CSCs podem aproveitar o lactato como combustivel para o sistema
OXPHOS, sendo uma das razdes pelas quais alguns tipos de CSCs preferem o
sistema OXPHOS a glicolise(YASUDA et al., 2021).

1.5 Disparidades na Incidéncia de Canceres Associadas ao Sexo

A mortalidade e a incidéncia de cancer vém diminuindo nas ultimas trés
décadas para a maioria dos paises de alta renda, refletindo melhorias na
prevengao, diagndéstico e tratamento do cancer (HASHIM et al., 2016; SIEGEL et
al., 2017; ARNOLD et al., 2019; HULVAT, 2020). Entretanto, analises sobre a
incidéncia e mortalidade por cancer em relacdo ao nivel de renda de diferentes
paises ilustra que, em paises de alta renda existem maiores taxas de incidéncia
para alguns tipos de canceres, como cancer de pulméo, colorretal, mama e
préstata (SIEGEL et al.,, 2016; HULVAT, 2020). Siegel e colaboradores
demonstrou, através de um estudo feito na populacédo dos Estados Unidos, que a
taxa incidéncia para canceres invasivos era aproximadamente de 5.250 novos
casos por dia, confirmando a alta incidéncia de cancer associada a paises de alta
renda (SIEGEL et al., 2022).

Além disso, também devemos levar em consideracdo a existéncia de
disparidades na mortalidade e incidéncia do cancer associadas ao sexo, as quais
ja foram relatadas para diferentes céanceres, como pulmao, colorretal, bexiga,
estdbmago, rim, pancreas e glandula tireoide (COSTA et al., 2020). De acordo com
Siegel 48% de todos os casos de incidéncia de cancer em homens seriam em
canceres de prostata, seguido de cancer de pulméao e cancer colorretal, sendo o
cancer de proéstata sozinho responsavel por 27% dos diagndsticos. Para as
mulheres, cancer de mama, cancer de pulm&o e cancer colorretal representam
51% de todos os novos diagnosticos, sendo o céancer de mama sozinho
responsavel por quase um tergo dos casos (MILLER et al., 2021; SIEGEL et al.,
2022).

Em relagdo ao cancer sexo especifico, ou seja, em 6érgdos sexuais

especificos, ndo é descrita uma alta taxa de mortalidade para mulheres em 6rgaos
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como ovario e corpo uterino (11%). Da mesma forma, em cénceres especificos
para homens, como cancer de prostata e testiculo, a mortalidade € de cerca de
8% (SIEGEL et al., 2017; KIM et al., 2018). Outras evidéncias também
demonstram que, a probabilidade de ser diagnosticado ao longo da vida com
cancer invasivo é ligeiramente maior para homens (40,2%) do que para mulheres
(38,5%), refletindo os altos riscos e a menor expectativa de vida (Figura 3)
(DESANTIS et al., 2019; SIEGEL et al., 2022). Entretanto, as razdes para o maior
risco de cancer estar associado a homens nao sao totalmente compreendidas,
mas provavelmente refletem uma maior exposicdo a fatores ambientais e
biolégicos causadores de cancer, como tabagismo e alcoolismo (ISLAMI et al.,
2018; MILLER et al, 2021). Além disso, também devemos considerar as
diferencas sexuais atribuidas a hormdnios enddégenos e na fungédo de resposta
imune, como possiveis fatores de associagao ao maior risco de cancer, pois 0s
horménios enddégenos tem um papel importante na tumorogénese e
suscetibilidade ao cancer através de varios mecanismos que podem afetar a
autorrenovagao das células-tronco cancerigenas, o microambiente tumoral, o

sistema imunolégico e o metabolismo (CLOCCHIATTI et al., 2016; KLEIN and
FLANAGAN, 2016)
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Prostata 34,500 11% Mama 42,250 15%
Colén 28,400 9% Colon 24,180 8%
Pancreas 25,970 8% Pancreas 23,860 8%
Figado 20,420 6% | Ovério 12,810 1%
Leucemia 50,290 4% Corpo Uterino 12,550 4%
Eséfago 13,250 4% Figado 10,100 4%
Bexiga 12,120 4% Leucemia 9,980 3%
Linfoma 11,700 4% Linfoma 8,550 3%
Cérebro 10,710 3% Cérebro 7,570 3%

Todos os sitios 322,090 100% Todos os sitios 287,270 100%

Figura 3. Principais tipos de céncer para a estimativa de novos casos e mortes por sexo nos
Estados Unidos em 2022.
As estimativas sao arredondadas para o valor mais proximo e excluem os canceres de pele

basocelular e espinocelular, e carcinoma in situ, exceto bexiga urinaria. Adaptado de: Siegel et al.,
2022.
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Os fatores genéticos e moleculares envolvidos na suscetibilidade ao cancer
podem também variar entre os sexos, de modo que as disparidades genéticas e
moleculares entre homens e mulheres venham a contribuir para as diferengas na
incidéncia e malignidade de uma variedade de cénceres (KIM et al., 2018; KIM,
2022). Dentre os fatores genéticos, devemos considerar as possiveis diferengas na
expressao dos genes entre homens e mulheres, variantes genéticos, mutacdes
somaticas e numero de copias alteradas, pois mutagdes um unico gene podem ser
moderadas por redes de interagdo de elementos reguladores e outros elementos
dentro da célula (BARABASI and OLTVAI, 2004). Um estudo feito em 21 tipos de
cancer demonstrou que apenas seis genes localizados no cromossomo X (ATRX,
CNKSR2, DDX3X, KDM5C, KDM6A e MAGEC3), que escapam da inativagao do
cromossomo X e sao supressores de tumor (EXITS), exibiram maior taxa de
mutacdo para homens (DUNFORD et al.,, 2017; JACKSON et al., 2022). Essa
descoberta demonstra que mulheres podem estar protegidas para muitos canceres
devido a expressao bialélica dos genes EXITS e a necessidade de um segundo
evento para inativa-los. Assim, fatores genéticos associados a etiologia do cancer
podem ter efeitos diferentes em homens e mulheres. Por exemplo, alteracdes na
expressao génica ou mutagao podem ter potencial valor progndstico para apenas
um dos sexos (LOPES-RAMOS et al., 2020).

A hipétese desse estudo € de que existem diferencas sexuais na expressao
dos genes do sistema de oxidagao fosforilativa associadas com a desdiferenciagéo
oncogénica quando comparada com tecido ndo tumorais, devido a condi¢gao do
tecido tumoral ter um metabolismo energético alterado. Dessa forma, espera-se
observar marcas de expressao diferencial com associagdes ao resultado de

sobrevivéncia dos pacientes, infiltrados de células imunes e ao potencial estaminal.

2. JUSTIFICATIVA

Embora existam evidéncias ligando os genes do sistema OXPHOS a
processos carcinogénicos, apenas um subconjunto limitado de genes de cada
complexo que constitui esse sistema tem sido estudado. Nao ha investigagao
sistematica de como os demais genes que compdem esse sistema sdo expressos
em varios tipos de cancer e se ha correlacdo entre os perfis de expressao e a
sobrevida como variavel de desfecho. Além disso, ndo se sabe se o0s genes

diferencialmente expressos se correlacionam com fatores do microambiente
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tumoral, onde a agao de varias células imunes pode ser modificada por alteracbes
no metabolismo energético e o aumento do consumo de oxigénio. Da mesma
forma, pouco se sabe sobre as relagbes entre os genes OXPHOS e a capacidade

de desdiferenciacao celular no microambiente tumoral.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar uma metanalise computacional para estimar o valor progndstico
de assinaturas de expressdo diferencial dos genes do sistema de oxidagéo
fosforilativa (OXPHOS) em diferentes canceres.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar possiveis associagbes entre o perfil de expressdo dos genes
OXPHOS e os resultados de sobrevivéncia em diferentes canceres.

Comparar os perfis de expressdo génica das assinaturas obtidas com
associacdo ao resultado de sobrevivéncia, entre amostras de tecido primario
saudavel versus com cancer.

Identificar associagdes entre o perfil de expressao dos genes OXPHOS
para efeito de risco ou protetor em diferentes canceres.

Identificar uma associagao entre o perfil de expressao dos genes OXPHOS
e as assinaturas de infiltrados imunes em diferentes cénceres.

Identificar uma associagao entre o perfil de expressao dos genes OXPHOS

e o potencial estaminal em relacao aos diferentes tipos de cancer.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos genes OXPHOS

A selecado dos genes OXPHOS foi realizada através de consulta manual
utilizando o browser KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;

https://www.kegqg.jp/kegg/). Para encontrar os genes associados ao sistema
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OXPHOS foram utilizadas diferentes sessées dos bancos de dados KEGG.
Acessamos a opgcao KEGG overview em KEGG Database, onde os dados sao
amplamente categorizados em informagdes de sistemas, informag¢des gendmicas,
para que fosse possivel acessar a parte de dados referentes ao KEGG Pathway

(https://www.genome.jp/kega/pathway.html). Nessa sessdo do Browser a busca foi

direcionada para a categoria KEGG Metabolism, para localizar a rota metabdlica
associada ao sistema de oxidacdo fosforilativa (Oxidative Phosphorylation -
00190 M/ https://www.genome.jp/pathway/map00190). Nessa nova sessao, foi

acessada e analisada a opgao Organism Menu, para determinar o organismo
modelo onde serdo analisados os dados a respeito do sistema OXPHOS
(hsa Homo sapiens - human). Logo apos, foi selecionada a opgao Pathway Entry,
para que fosse possivel identificar todos os genes associados ao sistema OXPHOS
em cada complexo através da opcdo KEGG GENES.

Os dados a respeito dos genes OXPHOS foram transferidos para o
ambiente computacional RStudio na forma de um data frame contendo as seguintes
informagdes: Gene Name, KEGG Entry, KEGG Genes, KEGG Pathway, KO Entry,
Enzyme Entry, Module Code, Module Name, Module N° e Comments. Os simbolos
dos genes foram submetidos a uma validagdo em ambiente computacional RStudio,
pois alguns genes possuiam diferentes aliases para seus simbolos, os quais
poderiam n&o ser reconhecidos em outros bancos de dados. A validag&o consistiu
em parear esses diferentes simbolos em diferentes bancos de dados, como
GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index), o) UCSCXena

(https://xenabrowser.net/) e GTEx Portal (https://www.gtexportal.org/home/), para

obtermos simbolos que fossem e reconhecidos em todos os bancos de dados
(Tabela S1).

4.2 Andlise da Expressao Diferencial dos Genes OXPHOS em

Diferentes Tecidos

Foram utilizadas 14.195 amostras de experimentos de RNA-Seq, entre elas
amostras provenientes do The Genotype-Tissue Expression (GTEx) para 52
tecidos saudaveis (Tabela S2) e do The Céancer Genome Atlas (TCGA) para 33
tipos de cancer (Tabela S3; URL:
https://xenabrowser.net/?bookmark=a2c329d7eaf36f16e7f048285761d56f), para
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investigar genes do sistema OXPHOS diferencialmente expressos (DEG). O

browser UCSCXena (https://xena.ucsc.edu/) foi utilizado para construir a base

desta analise, onde essa construgao ocorreu manualmente através de consulta.
Inicialmente selecionamos o estudo que contém os dados de amostras de RNA-
Seq para cada doador TCGA TARGET GTEx. Posteriormente, foi selecionada
nossa variavel de analise, uma variavel fenotipica, utilizando os seguintes critérios
Study, Gender, Primary_site, Sample Type e Main Category. Logo apos, os dados
observados foram filtrados de modo a obtermos apenas amostras de tecido normal
e tumor primario, excluindo assim amostras que continham linhagens celulares,
dados de metastase, dados de tumor primario sdlido, tecido normal sélido, tumor
recorrente solido, tumor recorrente e dados de pos-tratamento.

Posteriormente, foi realizada uma comparacdo das amostras de tecidos
disponiveis nos dois estudos, GTEx e TCGA, pois a distribuicdo das amostras de
tecido ndo era igual entre eles. Assim, foram considerados apenas os tecidos que
apresentavam amostras tanto saudaveis quanto de tumor. Os tecidos que
apresentavam apenas amostras saudaveis ou apenas amostras de tumor foram
excluidos. Apds as etapas descritas a analise seguiu para o critério Main Category,
0 qual separa o conjunto de dados entre amostras de tecido normal (GTEX) e
tecidos com cancer (TCGA). Aqui, foi utilizada a opgéo Differential Expression para
compararmos os dois grupos de dados da variavel Main Category utilizando o
pipeline de analise Appyter bulk RNA-seq do laboratério Ma'ayan, em linguagem
python. Essa abordagem consistiu em investigar DEG entre amostras saudaveis e
com tumor, utilizando estimativas de transcricdo do nivel do gene como uma
contagem normalizada de RSEM transformada em log2(x+1) (TOIL RSEM TPM),
para obtermos as informacdes referentes a expressao génica. A analise de DEG foi
realizada tecido por tecido separadamente na plataforma UCSCXena.

Os dados obtidos da analise de cada tecido foram transferidos para o
ambiente de linguagem computacional RStudio onde os dados de expressé&o
diferencial de cada tecido foram agrupados, contendo informac&o de todos os
tecidos pareados. Posteriormente, um novo filtro foi adicionado para obtengao dos
dados que fossem referentes aos genes do sistema OXPHOS, realizando uma
busca pelos simbolos de cada gene que compde esse sistema. Logo apds, outros
parametros foram utilizados como um filtro para analisarmos os conjuntos DEG

(Log2 Fold Change acima de 1,5 e abaixo de -1,5) de cada tecido saudavel em
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comparagao com o mesmo tecido em tumor, investigando assim a existéncia de um
tecido com DEG. Também foi aplicado nos dados a taxa de descoberta falsa (FDR
<0.05), um método de conceituar a taxa de erros do tipo | em testes de hipotese

nula ao realizar comparacdes multiplas.

4.3 Analise Pan-Cancer da Correlagao Entre o Perfil de Expressao

dos Genes OXPHOS e Sobrevivéncia geral

A plataforma de dados GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) foi

utilizada nessa analise, a qual contém dados publicos para analise interativa de
perfis de expressdo génica em amostras de RNA-Seq de canceres primarios do

TCGA ( https://www.cancer.gov/about-nci/organization/ccg/research/structural-

genomics/tcga), um programa de referéncia em genémica do cancer, cobrindo 33

tipos de cancer (Tabela S3), com um total de 9.736 amostras. O objetivo foi realizar
uma metanalise computacional para determinar um mapa de sobrevivéncia geral
Pan-Cancer dos genes OXPHOS em 33 tipos de cancer. Essa analise foi realizada
através de consulta manual, a qual consistiu em estimar e comparar a contribuigcao
de sobrevivéncia de varios genes em varios tipos de cancer.

Na plataforma GEPIA2 foram acessadas as opgdes Expression Analysis e
Survival Analysis, para que fosse possivel ter acesso a uma interface online
contendo os diferentes tipos de analise de sobrevivéncia disponiveis nessa
plataforma. Nessa interface, foi selecionada a opg¢ao Survival Map para estimar e
comparar a contribuicdo de sobrevivéncia de varios genes em varios tipos de
cancer usando o teste de Mantel-Cox utilizado para comparar as distribuicdes de
sobrevivéncia de duas amostras. Posteriormente, foram introduzidos os genes,
gene a gene, de todos os componentes do sistema OXPHOS na forma de simbolos
para sua identificacdo. Os genes que apresentavam a mesma dire¢do de
associagao, tendo pelo menos trés genes em cada tipo de cancer, foram agrupados
em uma assinatura, sendo essa o somatorio da expressdo dos genes que a
compde. Os pardmetros dessa analise foram definidos de modo que o nivel de
significancia admitido fosse igual ou inferior a 0,05; foi utilizado o valor de P
ajustado: False Discovery Rate (FDR); ponto de corte do grupo de pacientes foi a
mediana (cutoff 50%).
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4.4 Andlise de Comparacao do Perfil de Expressao das Assinaturas
Génicas Associadas com Sobrevivéncia geral entre Amostras Saudaveis e

com Tumor

Nessa analise foi comparado o perfil de distribuicdo molecular das
assinaturas génicas dos genes OXPHOS entre amostras saudaveis e com tumor.
As assinaturas génicas obtidas apds as analises na plataforma GEPIA2 foram
utilizadas para investigar se o perfil de expressdo dessas assinaturas estaria
variando entre tecido saudavel e com tumor, porém investigando nos mesmos
tecidos onde as assinaturas foram observadas na analise de mapa de
sobrevivéncia. A analise foi realizada utilizando o ambiente RStudio através de um
script computacional utilizando o aplicativo autbnomo UCSCXenaShiny

(http://xena.ucsc.edu/).

Para essa analise a interface UCSCXenaShiny foi utilizada, selecionando
a sec¢ao QuickPanCanAnalysis para chegarmos a opgdo TCGA+GTEx: Molecular
Profile Distribution (Tumor versus Normal), onde acessamos a uma nova interface
contendo os dados do projeto TCGA e GTEx. Aqui foi determinado o uso de dados
de expressao de mRNA Pan-Cancer, para inferir o perfil de expressao dos genes
OXPHOS entre as amostras saudaveis e de tumor. Também foram introduzidos os
identificadores moleculares como uma foérmula para a assinatura genémica, sendo
essa 0 somatorio da expressao dos genes que a compde (por exemplo, ‘MT-ND1"
+ 'MT-ND2" + "MT-ND3" + "MT-ND4"). Por fim, o tipo de cancer a ser analisado foi
filtrado, para obtencao de informacdes apenas dos canceres onde as assinaturas
mostraram estar associadas com a sobrevivéncia geral Pan-Céancer. Foi utilizado o
teste Wilcoxon, um teste de hipdteses ndo paramétrico para comparar duas
amostras relacionadas, amostras saudaveis versus com tumor. Comparamos entao
a média de expressao das assinaturas utilizando o log2(TPM +0.001), para

investigar se as médias de expressado seriam diferentes entre as amostras.
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4.5 Anadlise de Correlagao dos Perfis de Expressao das Assinaturas

Génicas para Diferentes Desfechos de Sobrevivéncia em Diferentes Canceres

Aqui o valor de fator progndstico dos genes do sistema OXPHOS em
diferentes métricas de desfecho de sobrevida foram estimados: Sobrevivéncia geral
(OS) referindo-se a porcentagem de pacientes vivos apos o diagnéstico de cancer
durante o periodo do estudo; Intervalo de sobrevivéncia livre de eventos (DSS),
descrevendo a porcentagem de pacientes que nao morreram de um tipo de cancer
em um periodo definido, como pacientes que morreram de outras causas que nao
o tipo especifico de cancer nao contados nesta medicao; Intervalo de sobrevivéncia
livre da doencga (DFI) sendo o periodo de tempo apds o tratamento primario para o
cancer que o paciente sobrevive sem quaisquer sinais ou sintomas desse cancer;
Intervalo de sobrevivéncia livre de progressao (PFl), sendo o periodo de tempo,
durante e apds o tratamento de um tipo de cancer, que um paciente vive com a
doenca, mas nao piora. Essa analise ocorreu em ambiente RStudio utilizando um
script computacional, através do aplicativo auténomo UCSCXenaShiny.

Para essa analise foi utilizado o método de Kaplan-Meier para calcular a
significancia da correlagao da sobrevivéncia em relagado aos dados de expressao
dos genes OXPHOS, ou seja, explorar a relagdo entre a sobrevida de um paciente
e outras variaveis explicativas. Assim, para cada intervalo de tempo, a
probabilidade de sobrevivéncia é calculada como o numero de individuos
sobreviventes dividido pelo numero de pacientes em risco. Esse método é capaz
de estimar a curva de sobrevivéncia, assume a razao de risco comparando dois
grupos de forma constante ao longo do tempo, possibilitando estimar em qual dos
grupos analisados a taxa de sobrevivéncia seria maior.

Utilizamos um racional de trés passos para essa analise de sobrevivéncia:
Primeiro, foi selecionada a secdo QuickPanCanAnalysis na interface
UCSCXenaShiny, para acessar a opgdo TCGA: Survival Analysis sendo
direcionado a uma nova interface, onde é possivel encontrar o conjunto de dados
TCGA Pan-Cancer; segundo, foi selecionado o tipo de cancer a ser analisado e 0s
dados de expressao, dados de mRNA Pan-Cancer. Logo apds, os identificadores
moleculares foram introduzidos, na forma de assinatura genémica; terceiro, foram
estabelecidos filtros para separar os dados de acordo com as diferentes métricas

de desfecho de sobrevivéncia (OS, DSS, PFl e DFI). Os dados de expressao foram
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separados em dois grupos baseando-se na mediana de expressao dos genes,
aqueles com alta expressdo (com um cutoff de expressao superior a 50%) e
aqueles com baixa expressao (com um cutoff de expressao inferior a 50%). Os
parametros dessa analise foram definidos de modo que a unidade de tempo de
sobrevivéncia foi baseada em meses; o nivel de significancia admitida sendo igual
ou inferior a 0,05; foi utilizado o valor de P ajustado: False Discovery Rate (FDR);
ponto de corte do grupo de pacientes foi a mediana (cutoff 50%). Assim, cada
métrica de desfecho de sobrevida (OS, DSS, PFl e DFI) foi avaliada dentro dos
critérios e parametros demonstrados aqui para todas as assinaturas obtidas.

Além disso, também foi investigada a significancia dos niveis de expressao
das assinaturas génicas nas diferentes métricas de sobrevida categorizando as
amostras pelo sexo biologico. O objetivo da analise consistiu em determinar se a
sobrevivéncia e o perfil de expressao das assinaturas génicas eram dependentes
do sexo biolégico do doador. Para investigar essa associagao foram utilizados os
mesmos parametros descritos acima.

4.6 Anadlise de Associagao Entre os Perfis Moleculares e os

Efeitos de Risco ou Efeito em Diferentes Canceres

Para esta analise, foram utilizados dados de expressao de mRNA para 33
tipos diferentes de céncer disponiveis pelo TCGA (Tabela S3). O modelo de Cox
foi utilizado na analise para investigar a associagao entre o tempo de sobrevida do
paciente e uma ou mais variaveis preditoras independentes, neste caso, o risco ou
efeito protetor. Esta analise foi realizada em ambiente RStudio utilizando um script
computacional através do aplicativo autbnomo UCSCXenaShiny. Inicialmente foi
selecionada a seg¢do QuickPanCanAnalysis na interface UCSCXenaShiny, para
acessar a opgao TCGA: Molecular Profile Cox Analysis para uma nova interface.
Nessa interface, foi selecionado o tipo de dado de expressao, dados de mRNA Pan-
Cancer, usados para estimar os perfis de expressédo dos genes OXPHOS. Para os
dados de expressido foi estipulado um corte limite de 0,5 para a mediana.
Posteriormente, os genes OXPHOS foram selecionados como identificadores
moleculares e a medida de tempo utilizada para essa analise foi baseada na
sobrevivéncia geral (OS). Também foram definidos alguns parédmetros para essa
analise onde o gene em determinado tipo de cancer poderia ter uma associagao de

risco (log (Hazard Ratio) > 0), uma associagao protetora (log (Hazard Ratio) < 0) ou
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sem significancia estatistica (NS, valor P > 0,05). Dessa forma, o objetivo aqui foi
identificar se o fator de risco ou protetor esta associado aos niveis de expressao
dos genes OXPHOS.

4.7 Anadlise de Correlagao Entre o Perfil Molecular das Assinaturas

com Infiltrados Imune e o Potencial Estaminal

Posteriormente, foi investigada a correlagéo do perfil molecular dos genes
do sistema OXPHOS com assinaturas de infiltrados imune, mas também a
correlacdo desses com o potencial estaminal em diferentes tipos de tumores
(Tabela S3). Ambas as analises foram realizadas em ambiente RStudio utilizando
um script computacional através do aplicativo autbnomo UCSCXenaShiny.

Para a analise de correlacdo com infiltrados de células imune foi
selecionada a secao QuickPanCanAnalysis na interface UCSCXenaShiny, para
acessar a opgao TCGA: Association Between Molecular Profile and Tumor Immune
Infiltrates, tendo acesso a uma nova interface contendo os dados do projeto TCGA
para os diferentes tipos de infiltrados de células imunes. Nessa interface foi
selecionado o tipo de dado de expressao utilizado, dados de mRNA Pan-Cancer, e
o0 genes OXPHOS utilizados foram introduzidos gene a gene como simbolos na
forma de identificadores moleculares. Posteriormente, foi selecionada a fonte de
dados TIMER para obter os tipos de infiltrados de células imunes utilizados na
analise (BCell, T cell CD4+ e CD8+, Neutrophil, Macrophage, Myeloide dendritic
cells). A fonte de dados TIMER & um recurso abrangente para investigar as
interacdes entre genes de interesse e interagdes imunes tumorais em diferentes
tipos de cancer. Para estimar a correlagdo entre as assinaturas génicas e os
infiltrados de células imune em diferentes tipos de canceres com o perfil molecular
dos genes OXPHOS o teste de Spearman foi utilizado. O teste foi utilizado para
estimar a correlagao das assinaturas, como sendo positiva (=0,50) ou negativa (< -
0,50). Por ultimo, os dados foram submetidos a um filtro que considera seu valor
de p, admitindo apenas dados com valor de p inferior a 0,05. Os genes que
apresentavam a mesma direcdo de associacdo foram agrupados em uma
assinatura, sendo essa o somatorio da expressdo dos genes que a compde.

Também foi realizada uma validagédo das assinaturas, que consistiu em averiguar
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se 0 mesmo perfil de expressado, observado gene a gene, era mantido quando
analisamos o conjunto de genes que compunha a assinatura.

Para a analise de correlagcdo dos genes OXPHOS com o potencial
estaminal foi selecionada a se¢cdo QuickPanCanAnalysis, para acessar a opgao
TCGA: Association Between Molecular Profile and TMB/ Stemness/ MSI (radar
show), tendo acesso a uma nova interface contendo os dados do projeto TCGA
para diferentes recursos de analise (TMB, MSI e Stemness). Nessa interface os
mesmos passos da analise anterior foram seguidos para obten¢cdo dos dados de
expressao e introdugao dos simbolos dos genes como identificadores moleculares
e obtengao de assinaturas génicas, porém aqui foi selecionada a opg¢ao recursos
para acessar a categoria Stemness, sendo esse referente ao potencial estaminal.
O teste de Spearman também foi aplicado nessa analise para estimar a correlagao
das assinaturas. Por ultimo, os dados foram submetidos a um filtro que considera

seu valor de p, admitindo apenas dados com valor de p inferior a 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Expressao Diferencial dos Genes do Sistema OXPHOS

A validagao dos simbolos de cada gene associado ao sistema OXPHOS
feita por referéncia cruzada em diferentes bancos de dados, revelando que esse
sistema possui uma distribuicdo ndo homogénea de genes entre cada complexo
que o compde. Sendo composto por cinco grandes complexos a distribuicdo dos
genes em cada complexo se mostrou-se dessa forma: complexo | - NADH
desidrogenase composto por sete genes; complexo |l Succinato desidrogenase
composto por quatro genes; complexo Il — Citocromo bc1 composto por onze
genes; complexo IV — Citocromo ¢ oxidase composto por vinte e quatro genes e o
complexo V — ATP sintase composto por trés genes. Além disso, esse sistema
também possui um complexo estrutural composto por oitenta e cinco genes, o qual
atua auxiliando os demais complexos desse sistema, totalizando assim cento e
trinta e quatro genes (Tabela S1; Figura 4).

Para avaliarmos diferengas nos niveis de expressao dos genes OXPHOS,
investigando DEGs, entre amostras saudaveis e de tumor, escolhemos os sistemas
de tecidos que apresentavam amostras iguais em ambos os estudos GTEx e
TCGA. Foram obtidos um total de 18 sistemas de tecidos com amostras em ambos
os estudos TCGA e GTEx (Tabela S4). Os genes OXPHOS foram DEG em todos
os sistemas de tecidos com tumor, variando de quarenta e cinco genes (maximo)
em tecido de ovario e um gene (minimo) em tecido saudavel de cérebro (LogFC
variando de 1.5 a -1.5; p_value <0.05). Os sistemas de tecidos com maior numero
de DEG, hiper ou hipo expressos, foram de cérebro, leucemia, pulmao pele, ovario,
testiculo e utero (Figura 5). Em cancer de ovario, o maior numero de DEG com perfil
hiper expresso foi observado (n=45; LogFC < -1.5; p_value <0.05). Em cancer de
utero vemos o segundo maior numero de DEG com perfil hiper expresso (n=35;
LogFC < -1.5; p_value <0.05). Notamos outros DEG com perfil hiper expresso em
diferentes tumores como leucemia (sangue periférico), pele, pulméo, testiculo e
utero (LogFC variando de -1.5 a -6.56; p_value < 5.81E-07) (Tabela S4).
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Figura 4. Genes associados ao sistema de oxidagao fosforilativa (OXPHOS).

Esquema dos complexos proteicos que constituem o sistema OXPHOS localizados na matriz
mitocondrial. Na parte superior da figura estao localizados os cinco complexos que compdem o
sistema OXPHOS (complexos I-V). Nas caixas destacadas em vermelho observamos os genes
associados ao sistema OXPHOS, os quais estdo agrupados em diferentes complexos. Fonte:
KEEG.

O maior numero de DEG com perfil hipo expresso foi observado em cancer
de cérebro com treze genes (ATP6V0A4, COX6B2, MT-ND3, MT-ND4, MT-NDA4L,
COX7A1, ATP4A, MT-ATP6, MT-ATP8, MT-ND1, MT-ND2, ATP6V1C2, COX6A2,
LogFC variando de 1.64 a 2.46; p_value < 1.38E-73), seguido de leucemia (sangue
periférico), com onze genes (ATP6VOA1, ATP6VOE1, ATP6VOE2, ATP6V1B1,
ATP6V1E1, COX4I2, COX6A2, COX7A1, NDUFA4L2, NDUFB7, TCIRG1; LogFC
variando de 1.59 a 6.08; p_value <0.05) (Tabela S4). Também observamos outros
DEG com perfil hipo expresso em diferentes tumores como leucemia (sangue
periférico), ovario, pele, pulmao, testiculo e utero (LogFC variando de 6.08 a 1.57;
p_value < 3.66E-15). As maiores diferengas nos niveis de expressao para DEG
foram observadas em tumores de cérebro, es6fago, tireoide (p_value <9.89E-243).
(Figura 5, Tabela S4).
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Figura 5. Grafico de baldo dos genes do sistema OXPHOS expressos diferencialmente em
tecidos normais versus tecidos com cancer.

O tamanho do balao refere-se a expressdo média (norm_counts); a intensidade da cor azul refere-
se ao Log2FC, denotando superexpressao para valores positivos (azul mais claro) e subexpressao
para valores negativos (azul escuro). Eixo X: os genes OXPHOS; Eixo Y, FDR (-log10). Os tecidos

sao indicados em cada caixa.
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5.2. Mapa Pan-Cancer da Correlagao Entre o Perfil de Expressao dos

Genes OXPHOS e Sobrevivéncia geral

Nés estimamos a correlacdo entre os perfis de expressdo dos genes
OXPHOS e a sobrevivéncia geral em 33 tipos de canceres, mapeando a taxa de
risco (Hazard-risk) com base no modelo de risco proporcional de Cox para grupos
de pacientes com hiper expresséo e hipo expressao. Nove assinaturas (ID1 a ID-9,
Tabela S5) génicas foram observadas com diferentes correlagdes, super ou hipo
expressao entre os grupos de pacientes (Figura 6-A, B e C). O numero de
componentes de cada assinatura génica variou de 3 a 52, em diferentes canceres
(Tabela S6). Em carcinoma renal de células claras — KIRC foi observada a
assinatura hipo expressa com 30-componentes (ID1; p_value <0.05; HR <1.3) e
uma assinatura hiper expressa com 8-componentes (ID2; p_value < 1.3e-07; HR
<2.7). Em carcinoma de células papilares renais - KIRP identificamos uma
assinatura com 8-componentes hipo expressa (ID3; p_value <0.01; HR <0.24). Para
glioma de baixo grau — LGG observamos uma assinatura com 15-componentes
hiper expressa (ID4; p_value <2.1e-06; HR <2.5) e outra assinatura hipo expressa
com 21-componentes (ID5; p_value <0.01; HR <0.9). Para adenocarcinoma de
pulmao - LUAD identificamos uma assinatura com 3-componentes hiper expressa
(ID6; p_value =0.01; HR =1.6). Em melanoma cutaneo - SKCM foi obtida uma
assinatura hiper expressa com 9-componentes (ID7; p_value <0.0075; HR <1.4).
Para melanoma uveal — UVM foi obtida uma assinatura hiper expressa com 52-
componentes (ID8; p_value <0.015; HR <24) e outra assinatura hipo expressa com
3-componentes (ID9; p_value < 5.8e-05; HR <0.15) (Figura 6-A, B e C).
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Figura 6A. Mapa de Calor das correlagdes entre os perfis de expressao dos genes OXPHOS
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e sobrevivéncia geral.

Os quadrados denotam a sobrevivéncia geral associada a hiperexpressdo (vermelho) ou
hipoexpressdo (azul). Os quadros destacados denotam associagbes significativas com os
resultados de sobrevivéncia geral com base nas razdes de risco (escala logaritmica log10). Eixo Y:
genes do sistema OXPHOS (transcricdes Ensembl e nomes UCSCXena), eixo X: tipos de pan-

cancer.
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Figura 7B. Mapa de Calor das correlagées entre os perfis de expressao dos genes OXPHOS
e sobrevivéncia geral.
Os quadrados denotam a sobrevivéncia geral associada a hiperexpressdo (vermelho) ou
hipoexpressdo (azul). Os quadros destacados denotam associagbes significativas com os
resultados de sobrevivéncia geral com base nas razdes de risco (escala logaritmica log10). Eixo Y:
genes do sistema OXPHOS (transcricdes Ensembl e nomes UCSCXena), eixo X: tipos de pan-

cancer.
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Figura 8C. Mapa de Calor das correlagées entre os perfis de expressao dos genes OXPHOS
e sobrevivéncia geral.

Os quadrados denotam a sobrevivéncia geral associada a hiper expressdo (vermelho) ou hipo
expressao (azul). Os quadros destacados denotam associagdes significativas com os resultados de
sobrevivéncia geral com base nas razdes de risco (escala logaritmica log10). Eixo Y: genes do

sistema OXPHOS (transcrigdes Ensembl e nomes UCSCXena), eixo X: tipos de pan-cancer.

5.3 Comparagao do Perfil de Expressao das Assinaturas Génicas
Associadas com Sobrevivéncia geral entre Amostras Saudaveis e com Tumor
Perfil

Utilizando as assinaturas obtidas na analise de sobrevivéncia geral Pan-
Cancer dos genes do sistema OXPHOS, exploramos a distribuigdo do perfil

molecular dessas assinaturas entre amostras saudaveis versus com tumor.
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Observamos que em todos os tecidos analisados (KIRC, KIRP, LGG, LUAD e
SKCM) as assinaturas genéticas hiper ou hipo expressas mostraram diferengas
significativas quanto a sua expressado em tecido normal versus com tumor (p_value
variando de 1.4e-18 a 7.9e-96). Em KIRC a assinatura ID1 exibiu um maior perfil
de expressao para o tecido normal em relacdo ao tumor, o mesmo efeito foi
observado na assinatura ID2 (Figura 7 e 8; Tabela S7 e S8). Em KIRP, a assinatura
ID3 ndo apresentou diferenga significativa entre as amostras saudaveis e com
tumor (Figura 9; Tabela S9). Para LGG, a assinatura ID4 mostrou um maior perfil
de expressao em tecido normal, ja para a assinatura ID5 o maior perfil de expresséo
estava associado as amostras de tumor (Figura 10 e 11) (Tabela S10 e S11). Em
LUAD, a assinatura ID6 exibiu maior perfil de expressdo em amostras saudaveis
(Figura 12; Tabela S12). Para SKCM, o mesmo efeito foi observado na assinatura
ID7 (Figura 13) (Tabela S13). Para as assinaturas de ID8 e ID9 observadas em
UVM, essas ndao apresentaram amostras equivalente entre tecido normal e com

tumor, ndo sendo possivel realizar a analise para essa assinatura.
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Figura 9. Boxplot da distribui¢ao dos perfis de expressado entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hiper expressa em carcinoma de células renais claras.
Perfil de expressao da assinatura ID1 dos genes OXPHOS em KIRC. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM) em Log2, onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar

significancia entre os niveis de expresséo.
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Figura 10. Boxplot da distribui¢ao dos perfis de expressao entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hipo expressa em carcinoma de células renais claras.

Perfil de expressao da assinatura ID2 dos genes OXPHOS em KIRC. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM) em Log2, onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar

significancia entre os niveis de expressao.
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Figura 11. Boxplot da distribuicdo dos perfis de expressao entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hipo expressa em carcinoma papilar de células renais.

Perfil de expressao da assinatura ID3 dos genes OXPHOS em KIRP. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM) em Log2, onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar

significancia entre os niveis de expresséo.
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Figura 12. Boxplot da distribui¢ao dos perfis de expressao entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hiper expressa em gliomas de baixo grau.

Perfil de expressao da assinatura ID4 dos genes OXPHOS em LGG. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM) em Log2, onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar

significancia entre os niveis de expressao.
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Figura 13. Boxplot da distribui¢ao dos perfis de expressao entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hipo expressa em gliomas de baixo grau.

Perfil de expressao da assinatura ID5 dos genes OXPHOS em LGG. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM), onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar significancia

entre os niveis de expressao.
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Figura 14. Boxplot da distribui¢do dos perfis de expressao entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hiper expressa em adenocarcinoma de pulmao.

Perfil de expressao da assinatura ID6 dos genes OXPHOS em LUAD. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM) em Log2, onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar

significancia entre os niveis de expressao.
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Figura 15. Boxplot da distribui¢ao dos perfis de expressao entre amostras normais e de tumor
para a assinatura hiper expressa em melanoma cuténeo.

Perfil de expressao da assinatura ID7 dos genes OXPHOS em SKCM. No eixo X temos as amostras
de tecido correspondentes: saudavel (verde) e com tumor (vermelho); no eixo Y temos o valor de
expressao das assinaturas (TPM) em Log2, onde aplicamos o teste de Wilcoxon para mensurar

significancia entre os niveis de expresséo.
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5.4 Anadlise de Correlagao dos Perfis de Expressao das Assinaturas
Génicas — OXPHOS com Diferentes Desfechos de Sobrevivéncia em

Diferentes Canceres.

Aqui estimamos o valor do fator prognéstico das assinaturas obtidas a partir
da anadlise do mapa de sobrevivéncia para os genes do sistema OXPHOS,
correlacionando o perfil de expressdao molecular com as taxas de resultados de
sobrevivéncia em KIRC, KIRP, LGG, LUAD, SKCM, UVM. Utilizamos quatro
métodos de andlise de sobrevivéncia como variavel de desfecho: sobrevivéncia
geral (OS), sobrevivéncia livre de eventos (DSS), sobrevivéncia livre da doenca
(DFI) e sobrevivéncia livre de progressao (PFI).

Nesta analise, observamos em carcinoma de células renais claras - KIRC,
para duas métricas de desfecho (OS, DSS), observamos que o grupo de pacientes
com hiper expressao da assinatura ID1, foi associado com pior prognéstico de
sobrevivéncia, tanto em homens quanto em mulheres (Log-rank p < 0.05) (Figura
14 e 15; Tabelas S14 — S19). Para as métricas de desfecho DFI e PFI, notamos
que o grupo de pacientes com hipo expressao da assinatura ID1 associou-se a um
pior prognostico de sobrevivéncia, tanto em homens quanto em mulheres (Log-rank
p < 0.05) (Figuras 16-17) (Tabela S20-S25). Para a assinatura ID2, observamos
que em trés das quatro métricas de desfecho (OS, DSS e PFl) o grupo de pacientes
com hiper expressao foi associado a um melhor prognéstico de sobrevivéncia, tanto
em homens quanto em mulheres (Log-rank p < 0.0001 em 505 amostras) (Figuras
18, 19 e 21; Tabelas S26-S34). Em DFI notamos que o grupo de pacientes com
hipo expressao associou-se a um melhor progndstico (Log-rank p < 0.019), ndo
havendo relacdo significativa da sobrevivéncia quanto sexo (Figura 20) (Tabela
S35-S37).
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Figura 16. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em KIRC.
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As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID1 para o resultado em pacientes do baixo (azul

— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressdo. O numero de censura

refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 17. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura de expressos) ID1 para o resultado em pacientes
do baixo (azul — hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressao. O nimero
de censura refere-se aos pacientes que ndo sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de
estudo especificado. A hipo expressdo da assinatura tem um valor de fator progndstico mais

significativo.



51

Strata == group=Low == group=High

i.00 RN P T o
2 075 T
=
E Lot
(<]
g 0.50
E
2z
E Log-rank
» 025
p =0.037
0.00
0 1000 2000 3000 4000

Duration overall survival (days)
Number at risk
— 5 13
| %8 % 7 5 4
0 1000 2000 3000 4000
Duration overall survival (days)

Strata

Number of censoring

2
8]_I.L|.|_L|||L|.l|.|.|.|.|JIU.LI.|JlL|_|.|_|_|L|.lLL|.Il| 1 I

0 1000 2000 3000 4000
Duration overall survival (days)

n.censor

Figura 18. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doenga (DFI) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID1 para o resultado em pacientes do baixo (azul
— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressdo. O numero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hiper expresséo da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 19. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progresséao (PFl) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID1 para o resultado em pacientes do nivel baixo
(azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O numero de
censura refere-se aos pacientes que ndo sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de
estudo especificado. A hiper expressdo da assinatura tem um valor de fator progndstico mais

significativo.
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Figura 20. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID2 para o resultado em pacientes do baixo (azul
— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressao. O numero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hiper expresséo da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 21. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID2 para o resultado em pacientes do baixo (azul
— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressao. O numero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hiper expresséo da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 22. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doencga (DFI) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID2 para o resultado em pacientes do baixo (azul
— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressdo. O numero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 23. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progresséao (PFl) em KIRC.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID2, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hiper expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.

Em carcinoma papilar de células renais - KIRP, observamos que o grupo
de pacientes com maior expressao da assinatura ID3 foram associados uma maior
sobrevivéncia para OS e DSS (Log-rank p <0.05) (Figura 22 e 23; Tabelas S39-
S44). Nas métricas de desfecho PFl e DFI, o grupo de pacientes com menor
expressao dessa assinatura foram associados a maior sobrevivéncia em homens
(Log-rank p <0.05) (Figura 24 e 25; Tabela S44-S49).
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Figura 24. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em KIRP.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID3, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hiper expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 25. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em KIRP.

As curvas denotam a contribuigdo da assinatura ID3, para o resultado em pacientes do baixo (azul
— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressdo. O numero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hiper expresséo da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 26. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doenga (DFI) em KIRP para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura ID3, para o resultado em pacientes do baixo (azul
— hipo expressos) e alto (vermelho — hiper expressos) grupos de expressao. O numero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Figura 27. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFl) em KIRP para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica ID3, para em pacientes do nivel baixo (azul
— hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O nimero de censura
refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o periodo de estudo

especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico mais significativo.
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Em glioma de baixo grau - LGG, para a métrica de desfecho OS, o grupo
de pacientes com menor expressio da assinatura ID4 foi associado a uma maior
sobrevivéncia, tanto em homens quanto em mulheres (Log -rank p= 0.0001) (Figura
26; Tabela S50-S52). Um efeito similar foi observado em DSS para essa assinatura
(Log-rank p=0.0001) (Figura 27; Tabela S53-S55). Para DFI, o grupo de pacientes
com menor expressdo dessa assinatura nao apresentou um desfecho com
resultado significante na sobrevida dos grupos de pacientes (Log-rank p = 0.08)
(Figura 28; Tabela S56-S58). Em PFI, o grupo de pacientes com menor expressao
dessa assinatura associou-se a uma maior sobrevivéncia para homens (Log-rank p
=0.0001) (Figura 29; Tabelas S59-S61). Para a assinatura ID5, notamos que o
grupo de pacientes com maior expressao dessa assinatura foi associado a um
melhor progndstico para sobrevivéncia em trés métricas de desfecho (OS, DSS e
PFI; Log-rank p= 0.0001) para mulheres, porém para homens o grupo de pacientes
com menor expressao dessa assinatura exibiu melhor progndstico de sobrevivéncia
(Figura 30, 31 e 33; Tabela S62-S70). Em DFI, a assinatura ndo apresentou uma
correlacao significante na sobrevida dos grupos de pacientes (Log-rank p= 0.09)
(Figura 32; Tabelas S71 — S73).

Em adenocarcinoma de pulmao LUAD, o grupo de pacientes com menor
expressdo da assinatura ID6 foi associado a melhor progndstico de sobrevivéncia
em trés métrica de desfecho (OS, DSS e PFI) associado a mulheres (Log-rank p=
0.001) (Figuras 34, 35 e 37; Tabela S74-S81). Para a categoria DFI, essa
assinatura ndo apresentou uma correlagao significante na sobrevida dos grupos de
pacientes (Log-rank p =0.23) (Figura 36; Tabela S82-S84).
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Figura 28. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de 1D4, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 29. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de 1D4, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 30. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doenga (DFI) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de 1D4, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 31. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFl) em LGG para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID4, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 32. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID5, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hiper expresséo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 33. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID5, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hiper expresséo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.



68

Strata == group=Low == group=High

1.00 %
> 075
(5] bl N o
)
8 0.50
©
2
g Log-rank
» 0.25
p = 0.098
0.00
0 1000 2000 3000 4000 5000

Duration overall survival (days)
Number at risk
— | & ¥ 3 3 g ?
0

1000 2000 3000 4000 5000
Duration overall survival (days)

Strata

Number of censoring

2
1
I T TR T I |

0 1000 2000 3000 4000 5000
Duration overall survival (days)

n.censor

Figura 34. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doenga (DFI) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID5, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A expressao da assinatura n&o teve significancia no valor de fator

progndstico.
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Figura 35. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFl) em LGG.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID5, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hiper expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 36. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em LUAD para mulheres.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID6, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expresséo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 37. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em LUAD para
mulheres.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID6, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 38. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de doenga (DFI) em LUAD.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID6, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A expressao da assinatura n&o teve significancia no valor de fator

prognostico.
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Figura 39. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFlI) em LUAD
para mulheres.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID6, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.

Em melanoma cutéaneo - SKCM, notamos que o grupo de pacientes com
menor expressao da assinatura ID7 foram associados a uma maior OS em
mulheres (Figura 38; Tabela S86-S88). Em DSS e PFI, o grupo de pacientes com
menor expressao dessa assinatura foram associados a uma maior sobrevivéncia
em homens (Log-rank p <0.05) (Figura 39-40; Tabela S89-S94). Para a categoria
DFIl ndo houve dados suficientes (n <10 amostras) sobre a sobrevivéncia dos
grupos de pacientes, ndo sendo possivel estimar os valores progndsticos de

sobrevivéncia.



74

Strata == group=Low == group=High

1.00- i&
> 0.75-
=
: \\\4
©
Ko}
e
o 0.50
©
2
:;: Log-rank
g
» 0.251
p < 0.0001
- |
0.00- I
0 2500 5000 7500 10000
Duration overall survival (days)
Number at risk
T —
T 0 19
g =58 54 ; : d
0 2500 5000 7500 10000

Duration overall survival (days)

Number of censoring

:
o1 o w1

[¢] 2500 5000 7

Duration overall survival (days)

n.censor

Figura 40. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em SKCM para mulheres.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID7, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressédo da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 41. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em SKCM para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID7, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expresséo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 42. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFl) em SKCM
para homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID7, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expresso) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.

No tecido de melanoma uveal — UVM, o grupo de pacientes com menor
expressao da assinatura ID8 foi associado a uma maior sobrevivéncia em duas
métricas de desfecho (OS, DSS) para homens e mulheres (Log-rank p= 0.0001)
(Figura 41-42; Tabela S95-S100). Para a categoria DFI ndo houve dados
suficientes (n <10 amostras) sobre a sobrevivéncia dos grupos de pacientes, néao
sendo possivel estimar os valores prognésticos de sobrevivéncia. Em PFI, o grupo
de pacientes com menor expressido dessa assinatura associou-se com maior
sobrevivéncia em homens (Log-rank p =0.0001) (Figuras 43; Tabelas S101 —
S103). Para a assinatura ID9, o grupo de pacientes com maior expressao foi
associado a melhor prognéstico de sobrevivéncia aos homens em duas métricas
de desfecho (OS e DSS; Log-rank p <0.0001) (Figura 44 e 45; Tabela S104-S109).
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A categoria DFI ndo apresentou dados suficientes (n <10 amostras) sobre a
sobrevivéncia dos grupos de pacientes, ndo sendo possivel estimar os valores
prognosticos deles. Quanto a métrica de desfecho PFI, o grupo de pacientes com
maior expressao dessa assinatura foi associado a maior sobrevivéncia em homens
(Log-rank p =0.0001) (Figura 46; Tabelas S110 - S112).
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Figura 43. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em UVM.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID8, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 44. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em UVM.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID8, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 45. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFI) em UVM para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de ID8, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hipo expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 46. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia geral (OS) em UVM para homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de D9, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressao alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A superexpressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 47. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de eventos (DSS) em UVM para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de D9, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipoexpressos) e grupos de expressao alta (vermelho — regulado positivamente).
O nuamero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A superexpressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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Figura 48. Grafico de Kaplan-Meier para sobrevivéncia livre de progressao (PFI) em UVM para
homens.

As curvas denotam a contribuicdo da assinatura génica de D9, para o resultado em pacientes do
nivel baixo (azul — hipo expressos) e grupos de expressdo alta (vermelho — hiper expressos). O
numero de censura refere-se aos pacientes que nao sofreram o desfecho de interesse durante o
periodo de estudo especificado. A hiper expressao da assinatura tem um valor de fator prognéstico

mais significativo.
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5.5 Associacao Entre os Perfis Moleculares dos Genes OXPHOS e o

Risco ou Efeito Protetor em Diferentes Canceres

Analisamos os niveis de expressdo de mRNA dos genes OXPHOS em
relacéo a sobrevida geral (OS) em 33 tipos de cancer. Para esta analise utilizamos
o aplicativo autbnomo UCSCXenaShiny. Nessa analise identificamos oito
assinaturas (ID10 a ID17, Table S114), variando de 28 a 69 componentes, com
correlagao positiva ou negativa em oito tipos de cancer (KIRC, KIRP, KICH, LAML,
LIHC, SKCM, OV e UVM) (Figura 47). Na analise gene a gene foram observados
cento e vinte e sete genes com associagdo com efeito protetor (Hazard ratio
variando -0.03 a -3.42. p_value <0.04) ou de risco (Hazard ratio variando -0.03 a -
3.42. p_value <0.04) em trinta e um tipos de canceres (Figura 47; Tabela S113).
Observamos trés assinaturas génicas nessa analise, variando de 39 a 50
componentes (Tabela S113), com perfil de expressao associado ao efeito protetor
em trés canceres, KIRP, KIRC e OV (Hazard ratio variando -0.006 a -0.06; p_value
<0). Do mesmo modo, observamos cinco assinaturas, variando de 28 a 69
componentes, com perfil de expressdao associado ao efeito de risco em cinco
canceres KICH, LAML, LIHC, SKCM e UVM (Hazard ratio variando 0.11 a 0.01;

p_value <0).
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Figura 49. Boxplot representativo da associagao entre os perfis moleculares das assinaturas
ID10 a ID17 e os efeitos de risco ou efeito protetor em diferentes canceres.

Analise do modelo de Cox, com base na taxa de risco, para os genes OXPHOS em KIRC, KIRP e
QV (p-valor < 3.10E-10) com efeito protetor (azul), e um efeito de risco (vermelho) em KICH, LAML,
SKCM e UVM (p-valor < 6.46E-06).

5.6 Correlagao Entre o Perfil Molecular das Assinaturas dos Genes
OXPHOS com Infiltrados Imunes

Estimamos os graus de associagao entre os niveis de expressao de mRNA
dos genes OXPHOS e os perfis de expressdo molecular indicativos de infiltrados
de células imunes em 33 tipos de cancer. Identificamos 27 assinaturas génicas,

variando de 3 a 70 componentes (ID18 a ID44, Tabela S114) com correlagao
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positiva ou negativa para 32 tipos de canceres (ACC, BLCA, BRCA, CESC, CHOL,
COAD, DLBC, ESCA, GBM, HNSC, KICH, KIRC, KIRP, LGG, LIHC, LUAD, LUSC,
MESO, OV, PAAD, PCPG, PRAD, READ, SARC, SKCM, STAD, TGCT, THCA,
THYM, UCEC, UCSC, UVM; Rho variando 0.81 a -0.064, p_value <0,05). Dessas,
18 assinaturas (ID 22-35, 39-43) apresentaram uma correlagdo positiva para
diferentes células imunes (Neutrdfilos, células mieloides dendriticas, macrofagos,
células T CD4+ e CD8+, células B), com as assinaturas variando de 3 a 36
componentes (Rho variando de 0.064 a 0.81; p_value <0,05) para os 32 tipos de
canceres. A assinatura com maior numero de componentes ocorreu em PRAD
(n=36) com correlagdo positiva para células B, neutrofilos, células mieloide
dendritica e células T CD8+ (Figura 48; Tabela S114).

Do mesmo modo, identificamos 09 assinaturas (ID 18-21, 32, 36-38, 44)
com correlagdo negativa para diferentes células imunes (Neutrofilos, células
mieloides dendriticas, macréfagos, células T CD4+ e CD8+, células B), com as
assinaturas variando de 3 a 70 componentes (Rho variando -0.06 a -0.74; p_value
<0,05). A assinatura com maior numero de componentes (n=70) ocorreu em 32
tipos de cancer (ACC, BLCA, BRCA, CESC, CHOL, COAD, DLBC, ESCA, GBM,
HNSC, KICH, KIRC, KIRP, LGG, LIHC, LUAD, LUSC, MESO, OV, PAAD, PCPG,
PRAD, READ, SARC, SKCM, STAD, TGCT, THCA, THYM, UCEC, UCS, UVM)
(Figura 49; Tabela S114). Em DLBC, essa assinatura mostrou-se positivamente
associada a neutrdfilos, células mieloide dendriticas e células T CD8+ (Rho
variando de -0.34 a -0.54; p_value <0,05). Em THCA, essa assinatura mostrou-se
associada positivamente a neutrofilos, células mieloide dendriticas e células B (Rho
variando de -0.25 a -0.74; p_value <0) (Figura 46; Tabela S115).
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Figura 50. Mapa de calor representativo das correlagdes positivas entre os perfis de

expressao das assinaturas ID22 a ID35, ID39 a ID43 e infiltrados de células imunes.

A escala do mapa de calor vermelho-azul mostra os niveis de significancia (***, **, *) dos coeficientes

de correlagdo de Spearman. Em diferentes canceres as assinaturas estavam positivamente

correlacionadas com célula dendritica mieloide, neutroéfilo, célula T cd8+, macréfago, célula B, célula
T cd4+ (Rho variando 0.50 a 0.81, p < 0).
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Figura 51. Mapa de calor representativo das correlagdes negativas entre os perfis de
expressao das assinaturas ID18 a D21, ID32, ID36 a ID38, ID44 e infiltrados de células imunes.
A escala do mapa de calor vermelho-azul mostra os niveis de significancia (***, **, *) dos coeficientes
de correlagdo de Spearman. Em diferentes canceres as assinaturas estavam positivamente
correlacionadas com célula dendritica mieloide, neutrdéfilo, célula T cd8+, macréfago, célula B, célula
T cd4+ (Rho variando -0.7 a -0.50, p < 0).

5.7 Correlagao Entre o Perfil Molecular das Assinaturas dos Genes
OXPHOS e o Potencial Estaminal

Aqui investigamos a correlagao entre o perfil molecular de genes OXPHOS,
utilizando dados de expressdo mRNA, e o potencial estaminal em 33 tipos de
cancer (Tabela S3), visando identificar correlagbes positivas ou negativas para as
assinaturas génicas. Foram identificadas 14 assinaturas génicas (ID45 a ID58,
Tabela S115) com correlagao positiva ou negativa ao potencial estaminal para vinte
tipos de cancer (BLCA, BRCA, CESC, COAD, DLBC, ESCA, HNSC, KICH, KIRC,
LUAD, LUSC, MESO, PAAD, PRAD, READ, SARC, STAD, TGCT, THYM, UCEC),
onde as assinaturas variaram de 3 a 35 componentes (Rho variando de 0.83 a -
0.78; p_value <8.70E-05) (Figuras 50 e 51;). Identificamos 10 diferentes assinaturas

(ID 45-49, 51, 53-56) com correlagao positiva ao potencial estaminal em dezessete
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tipos de cancer (BLCA, BRCA, CESC, DLBC, ESCA, HNSC, KICH, KIRC, LUAD,
LUSC, MESO, PRAD, SARC, STAD, TGCT, THYM, UCEC), com as assinaturas
variando de 3 a 35 componentes (Rho variando de 0.50 a 0.83; p_value <8.70E-
05). Da mesma forma, identificamos 4 diferentes assinaturas ( ID 50, 52, 57, 58)
com correlagdo negativa ao potencial estaminal para dezesseis tipos de cancer
(BLCA, BRCA, CESC, COAD, DLBC, HNSC, KICH, LUAD, LUSC, PAAD, PRAD,
READ, STAD, TGCT, THYM, UCEC), com as assinaturas variando de 3 a 8
componentes (Rho variando de -0.50 a -0.78; p_value <5.35E-05).
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Figura 52. Grafico de radar representativo para a correlagiao entre o perfil molecular das
assinaturas ID45 a ID49, ID51, ID53 a ID56 e o potencial estaminal com coeficientes de
correlagao positiva.

Correlagao entre as assinaturas génicas de 8 a 35 componentes em 33 tipos de cancer. E mostrada
a distribuicdo da amplitude dos coeficientes de correlagdo de Spearman, onde a associagdo pode

ser positiva (+1), negativa (-1) ou neutra (0).
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Figura 53. Grafico de radar representativo para a correlagdo entre o perfil molecular das
assinaturas ID50, ID52, ID57, ID58 e o potencial estaminal com coeficientes de correlagao
negativa.

Correlagdo negativa entre as assinaturas génicas de 3 a 8 componentes em 33 tipos de cancer. E
mostrada a distribuicdo da amplitude dos coeficientes de correlagdo de Spearman, onde a

associagao pode ser positiva (+1), negativa (-1) ou neutra (0).

6. DISCUSSAO

Neste estudo, determinamos o valor prognéstico de assinaturas de
expresséo diferencial dos genes OXPHOS em céancer. O perfil aditivo de expressao
diferencial das assinaturas (ID1 a ID9) foi estimado em diferentes métricas de
desfecho de sobrevivéncia (OS, DSS, DFI e PFI), possuindo potencial fator
prognostico associado a sobrevivéncia para os grupos de pacientes analisados em
KIRC, KIRC, LGG, LUAD, SKCM e UVM. As assinaturas génicas ID2, ID3, ID5, ID9
mostraram-se correlacionadas a um pior progndéstico para o grupo de pacientes
com hipo expressdo em trés das quatro métricas de desfecho de sobrevivéncia
(OS, DSS e PFI) em KIRC, KIRP, LGG e UVM. Quanto as assinaturas génicas ID1,
ID4, 1D6, ID7 e ID8, essas correlacionaram com pior prognostico para o grupo de
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pacientes com hiper expressdo em trés das quatro métricas de desfecho de
sobrevivéncia (OS, DSS e PFIl) em KIRC, LGG, LUAD, SKCM e UVM. Os perfis de
expressao das assinaturas génicas ID1 a ID9 associadas com sobrevivéncia geral
também foram comparados entre amostras saudaveis versus com tumor. As
assinaturas ID1 e ID2 mostraram um hiper expressao associada a amostras
saudaveis em tecido de rim, ja as assinaturas 1D4, ID5, ID6 e ID8 demonstraram
uma hiper expressado associada as amostras de tumor para tecidos de cérebro,
pulméo e pele.

Também identificamos associagdes dependentes do sexo bioldgico entre a
expressao génica das assinaturas do sistema OXPHOS e sobrevivéncia dos
pacientes. As assinaturas ID1 a ID9 exibiram diferengas na expressao associadas
ao sexo biologico, em diferentes métricas de desfecho de sobrevivéncia. Em KIRP,
0 grupo de pacientes do sexo masculino que exibiu os hipo expressao da assinatura
ID3 foi associado a um melhor progndstico de sobrevida em duas métricas de
desfecho de sobrevivéncia DF| e PFIl, demonstrando um viés masculino. Em LGG,
o grupo de pacientes do sexo masculino que exibiu hiper expressédo da assinatura
ID4 foram associados a um pior prognéstico para a métrica de desfecho PFI,
demonstrando um viés feminino. Para LUAD, a sobrevivéncia em trés métricas de
desfecho de sobrevivéncia (OS, DSS e PFI) foi menor para o grupo de pacientes
do sexo feminino com hiper expressao da assinatura ID6, demonstrando um viés
sexual feminino. Em SKCM, o grupo de pacientes do sexo masculino que exibiu
hipo expressao da assinatura ID7 foi associado a uma melhor sobrevida em duas
métricas de desfecho (DSS e PFI), demonstrando um viés sexual masculino. Para
UVM, o grupo de pacientes do sexo masculino que exibiu maior expressao da
assinatura ID8 foi associado a uma menor sobrevivéncia para a métrica de
desfecho PFI, enquanto o grupo de pacientes do sexo masculino que exibiu hipo
expressao da assinatura ID9 foi associado a uma menor sobrevivéncia em duas
outras métricas de desfecho (OS e DSS), demonstrando um viés sexual masculino
em esse tipo de cancer.

Também observamos a desregulacao diferencial da transcrigdo dos genes
do sistema OXPHOS em 33 tipos de cancer quando comparada com tecidos nao
tumorais. Uma hipoexpressao ocorreu em treze genes em cancer de cérebro, onze
genes em leucemia, quatro genes em cancer de pulmao, sete genes em cancer de

pele, cinco genes em cancer de testiculo. Uma hiper expressdo ocorreu em
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quarenta e cinco genes em cancer de ovario, trinta e cinco genes em cancer de
utero, dezenove genes em cancer de testiculo, doze genes em cancer de pele,
quatro genes em leucemia, quatro genes em céancer de pulmdo e um gene em
cancer de ceérebro. Os genes do sistema OXPHOS também constituiram
assinaturas (ID10 a ID17) com perfil de expressao associadas ao efeito protetor ou
de risco. As assinaturas ID10, ID11, ID16 foram associadas a um efeito protetor em
KIRC, KIRP e OV. As demais assinaturas, ID12, ID13, ID14, ID15 e ID17, foram
associadas a um efeito de risco em KICH, LAML, LIHC, SKCM e UVM.

As assinaturas ID18 a ID58 foram correlacionadas com desdiferencao
oncogénica. Identificamos correlagdes positivas/negativas com diversos indices de
infiltrados de células imunes e o potencial estaminal em diversos canceres. A
assinatura com maior numero de componentes (ID22) ocorreu em PRAD e exibiu
correlacao positiva com infiltrados de células B. A assinatura com maior niumero de
componentes com correlagao negativa (ID36) para neutréfilos e células dendriticas
mieloides foi observada em vinte e trés tipos de cancer. Também identificamos
correlagdes positivas entre as assinaturas 1D45-1D49, ID51, ID53-ID56 e o potencial
estaminal em dezessete tipos de cancer (BLCA, BRCA, CESC, DLBC, ESCA,
HNSC, KICH, KIRC, LUAD, LUSC, MESO, PRAD, SARC, STAD, TGCT, THYM,
UCEC), e correlagdes negativas entre as assinaturas ID50, ID52, ID57 e ID58 em
dezesseis tipos de cancer (BLCA, BRCA, CESC, COAD, DLBC, HNSC, KICH,
LUAD, LUSC, PAAD, PRAD, READ, STAD, TGCT, THYM, UCEC). Sendo assim, a
correlacao entre as assinaturas génicas diferencialmente expressas, os resultados
de sobrevivéncia, infiltrados de células imunes e potencial estaminal sugerem que
as assinaturas relatadas s&o proxies de desdiferenciacdo oncogénica.

A desregulacdo da expressdo dos genes OXPHOX em céancer foi
observada por Reznik e colaboradores em uma analise gene-a-gene, e nao de
assinaturas como no presente estudo, dos diferentes complexos da mitocondria (I-
V), incluindo 13 dos genes do sistema OXPHOS (MT-ND2, MT-ND1, MT-ATPS,
MT-ATP6, MT-CO2, MT-CYB, MT-CO3, MT-ND4L, MT-ND4, MT-ND3, MT-CO1,
MT-ND5, MT-NDG6) aqui analisados. O estudo de Reznik demonstrou que a
expressao é significativamente suprimida em cancer de mama, célon, rim e figado
(REZNIK et al., 2017). Nos identificamos treze DEG do sistema OXPHOS
hipoexpressos em cancer de cérebro, onze genes em leucemia, quatro genes em

cancer de pulmao, sete genes em cancer de pele, cinco genes em cancer de
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testiculo. Todavia, identificamos assinaturas correlacionadas com o valor
prognéstico de sobrevida, infiltrados imunes e os indices de potencial estaminal em
diversos tipos de cancer. Tais resultados sé foram possiveis pela inclusdo do
critério de selegcdo para magnitudes de valores de logFC de expresséo diferencial
(= 1,50u<-1,5) com valores de FDR em todo o genoma < 5e-5.

A combinacgao de multiplos genes formando uma assinatura tem sido usada
para aumentar o poder preditivo de desfecho em cancer de prdstata, pulméo e rins
(JONES et al., 2005; BIBIKOVA et al., 2007; SANCHEZ-PALENCIA et al., 2011).
Aqui demonstramos que as assinaturas ID1 e ID2, para KIRC, exibiram diferencgas
de expressdo em amostras saudaveis versus com tumor. Entretanto,
exclusivamente em KIRP para a assinatura ID3 ndo foram observadas diferengas
na expressao entre amostra saudavel e com tumor. De acordo com os dados de
Sanchez-Palencia, foram identificas assinaturas génicas nao relacionadas aos
genes OXPHOS diferencialmente desreguladas em cancer de pulmao em relagao
as amostras saudaveis, onde foram hiper expressas (p_value <0.05) (SANCHEZ-
PALENCIA et al., 2011). Contrario ao observado por Sanchez-Palencia, aqui
notamos que em LUAD a assinatura ID4 exibiu maior perfil de expressdo em
amostras com tumor. Para as assinaturas 1D4, ID6 e ID7 em LGG e SKCM foram
encontradas associagdes de maior expressao em amostras saudaveis ou de tumor
na literatura.

As analises sobre os perfis de expressdo de assinaturas génicas vém
sendo amplamente utilizadas em estudos de cancer, pois nesse cenario os perfis
de expressao das assinaturas tém um potencial preditivo para resultados clinicos
(NEVINS and POTTI, 2007; SOTIRIOU and PUSZTAI, 2009). Aqui identificamos as
assinaturas ID1 e ID2 para KIRC e apenas uma assinatura ID3 para KIRP. A
assinatura ID2 foi associada a melhores resultados de sobrevivéncia para OS, DSS
e PFI no grupo de pacientes com alta expressdo, porém a assinatura ID1 foi
associada a melhores resultados para o grupo com baixa expressao para as
diferentes métricas de desfecho de sobrevivéncia (OS, DSS, PFl). De acordo com
a literatura, conjuntos génicos que compdéem uma assinatura, ndo estando
associados aos genes OXPHQOS, ja foram significativamente associados a OS em
KIRC para o grupo com baixa expressao (ZHAN et al., 2015). Outra evidéncia pode
ser encontrada nos achados por Jiang e colaboradores, que utilizaram assinaturas

génicas nao associadas aos genes OXPHOS, mas sim relacionadas a
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sobrevivéncia, onde essas tiveram melhor associagdo com sobrevida para o grupo
com baixa expressdo em KIRC (Log-rank p < 0.01) (JIANG et al., 2020). Li e
colaboradores identificaram uma assinatura génica n&o relacionada ao OXPHOS
correlacionou com OS em KIRC e em KIRP, com melhor resultado na sobrevivéncia
geral (OS) para o grupo com baixa expressédo em ambos os canceres (Log-rank p
< 0.01) (LI, F. et al., 2020). Sun e colaboradores identificaram em KIRP uma
assinatura de trés genes reguladores da metilagcdo do RNA, n&o relacionados aos
genes OXPHOS, em carcinoma papilar de células renais em que o grupo de
pacientes com baixa expressdo foi associado a um pior prognostico de
sobrevivéncia (SUN et al., 2020).

Xiao e colaboradores demonstram que assinaturas génicas relacionadas a
células do sistema imune como CD44 foram associadas a um melhor prognostico
para o grupo de pacientes com maior expressao em diferentes desfechos de
sobrevivéncia (OS e DSS) para LGG (XIAQ, Y. et al., 2020). Aqui, observamos que
a assinatura ID5 foi associada a um melhor valor prognodstico em OS, DSS e PFI
para o grupo com alta expressdo. Xiao e colaboradores demostraram que em
assinaturas de genes nao associados aos genes OXPHOS em LGG, o grupo de
pacientes com alta expressao teve pior prognostico associado a sobrevivéncia
(XIAO, K. et al., 2020).

Outros estudos também ja demonstraram um melhor progndstico nos
resultados de sobrevida associado ao grupo com baixa expressao utilizando
assinaturas génicas nao relacionadas aos genes OXPHOS (CHEN et al., 2021;
GUO et al., 2021). Em LUAD, observamos que a assinatura ID6 correlacionou-se
com melhor progndstico de sobrevida no grupo com baixa expressdo em trés
métricas de desfecho de sobrevivéncia (OS, DSS e PFI). Li e colaboradores
demonstraram que uso de uma assinatura génica mesmo nao associada aos genes
OXPHOS pode servir como um fator de progndstico em LUAD, de modo que o
grupo de pacientes com baixa expressao tende a estar associado com maior OS
(LI, Z. et al., 2020). Yang e colaboradores também demostraram que assinaturas
génicas associadas a resposta imune correlacionaram com melhor taxa na
sobrevivéncia geral (OS; Log-rank p < 0,001) de pacientes para o grupo com baixa
expressdo em LUAD (YANG et al., 2021). Entretanto, para as demais métricas de
sobrevivéncia ndo foram encontradas associacgdes para LGG e LUAD na literatura.
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Seguindo para as assinaturas em SKCM (ID7) e UVM (ID8 e ID9),
observamos um efeito semelhante as outras assinaturas, onde para as assinaturas
ID7 e ID8 os grupos com baixa expressdo exibiram melhor sobrevida e para a
assinatura ID9 os grupos com alta expressdo exibiram melhor sobrevida em
diferentes métricas (OS, DSS e PFI). Ju e colaboradores utilizaram assinaturas
génicas, relacionadas a piroptose, como fator de predicdo de OS em SKCM,
observando uma melhor taxa de sobrevivéncia associada ao grupo com baixa
expressdo (Log-rank p < 0,001) (JU et al, 2021). Outros autores também
observaram o mesmo efeito utilizando diferentes assinaturas génicas néao
associadas aos genes OXPHQOS, onde o grupo de pacientes com baixa expressao
se associou com maior OS (ZHANG, Y. et al., 2021).

Quanto as assinaturas em UVM, a assinatura ID9 correlacionou-se com um
melhor prognéstico de sobrevida para o grupo de pacientes com baixa expressao.
Tang e Cai identificaram assinaturas génicas nao relacionadas aos genes
OXPHOS, mas relacionadas a OS e DSS em UVM, onde o grupo de pacientes com
baixa expressao apresentou maior sobrevivéncia (TANG and CAl, 2021).

A identificagao de assinaturas génicas como fatores de risco é relevante no
diagndstico precoce dos pacientes e na oncologia de precisdo em carcinoma
hepatocelular, cancer de colon e gliomas (LI, Z. et al., 2020; LIU and LI, 2021; ZHAI
et al., 2021). Diante disso, buscamos identificar uma correlagéo entre os efeitos
protetores ou de risco associados ao resultado de sobrevida para os genes do
sistema OXPHOS em 33 tipos diferentes de cancer usando a coorte TCGA. Em
relacdo ao efeito protetor associado ao desfecho de sobrevida neste estudo,
encontramos trés assinaturas ID10, ID11, ID16, com associag&o para efeito protetor
em trés canceres, KIRP, KIRC e OV. Do mesmo modo, observamos cinco
assinaturas ID12, ID13, ID14, ID15 e ID17 com associagao para efeito de risco em
cinco canceres KICH, LAML, LIHC, SKCM e UVM.

De acordo com Zhang e colaboradores, uma associagéo de efeito protetor
para assinaturas génicas relacionadas com sistema imune foi observada em
canceres de KIRC, KIRP e OV (ZHANG et al., 2020). Nao foram encontradas outras
associagdes na literatura para efeito protetor de assinaturas génicas nesses
canceres. Entretanto, é possivel observar que em outros canceres como LGG, o
uso de assinaturas génicas, ndo relacionadas ao sistema OXPHOS, demonstrou

tanto um efeito protetor quanto de risco (ZHANG et al., 2019). Do mesmo modo,
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Wang e colaboradores demonstraram evidéncias de associagao das assinaturas
génicas, nao relacionadas aos genes OXPHOS, com o efeito de risco em cancer
de cérebro (WANG et al., 2022). Aqui, observamos entdo um fator de efeito protetor
ou de risco em diferentes canceres para as assinaturas génicas do sistema
OXPHOS, de modo que essas associacdes ainda ndo possuem referéncias na
literatura atualmente.

A associagdo entre os perfis de expressas em assinaturas genicas e
infiltrados células imunes em cancer tem sido objeto de amplo estudo, pois as
correlagcdes fornecem indicios com implicagdes clinicas para o tratamento e
prognéstico do cancer, quanto a agressividade e a desdiferenciagao oncogénica
(IGLESIA et al., 2016; YAN et al., 2020). Desse modo, utilizamos os genes sistema
OXPHOS no contexto de assinatura génica, buscando uma correlagdo com
infiltrados de células imunes em 33 tipos de cancer da coorte TCGA. Alguns autores
relatam evidéncias de que em PRAD foram observadas associagdes positivas das
assinaturas génicas relacionadas a N’-metilagdo da guanina e ao sistema
imunolégico, com infiltrados de neutrdfilos, células Th1 e células T cd8+ (ZHANG,
C. et al., 2021; FEI and CHEN, 2022). Do mesmo modo, aqui observamos
associacdes positivas da assinatura ID22 em PRAD para os mesmos tipos de
infiltrados de célula imune.

No nosso estudo em DLBC, a assinatura ID36 mostrou uma correlagao
positiva para trés tipos celulares diferentes, incluindo neutréfilos. Manfroi e
colaboradores utilizaram assinaturas génicas nao relacionadas ao sistema
OXPHOS para demonstrar uma correlagao entre a maior proporcao de neutrofilos
e um pior prognostico em DLBC (MANFROI et al., 2018; MU et al., 2018). Em outros
estudos, também é possivel observar assinaturas de linfocitos T associadas ao
prognéstico de pacientes em DBLC, demonstrando a importancia das assinaturas
génicas no prognostico e predicdo de sobrevivéncia em linfomas de células B
agressivos (ANSELL et al., 2001; KEANE et al., 2013; KEANE et al., 2015).

O uso de assinaturas génicas para estudar células-tronco tumorais também
tem sido muito util para fornecer novos insights sobre potencial estaminal,
possibilitando medir o grau de desdiferenciacdo oncogénica. Evidéncias de uma
correlagao entre assinaturas de potencial estaminal e resultado desfavoravel para
canceres da coorte TCGA ja foram reportadas na literatura (MALTA et al., 2018).

Da mesma forma, ja foram demonstradas evidéncias de assinaturas génicas nao
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relacionadas aos genes OXPHOS com associacédo negativa com o potencial
estaminal em melanoma e carcinoma hepatocelular (CAl et al., 2021; ZHANG, Y.
et al., 2021). Além disso, existem evidéncias de associagao do potencial estaminal
com canceres como KIRC, mas n&o para KICH, correlacionando-se negativamente
com infiltrados imunoldgicos (XIAO et al., 2021). Aqui nesse estudo, demonstramos
uma correlagao negativa das assinaturas ID50, ID52, ID57 e ID58 com KICH, efeito
n&do observado ainda na literatura. Além disso, outros estudos demonstraram o uso
de assinaturas génicas relacionadas ao potencial estaminal, mas n&o associadas
aos genes OXPHOS, em canceres como carcinoma hepatocelular,
adenocarcinoma ductal do pancreas e cancer de endométrio, sendo utilizadas
como um novo marcador de progndstico para sobrevivéncia (HUANG et al., 2021;
ZHANG, Y. et al., 2021; LUO et al., 2022; YE et al., 2022). Neste estudo, relatamos
correlagdes positivas para as assinaturas ID45-1D49, ID51, ID53-ID56 e o potencial

estaminal em diferentes canceres.
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7. CONCLUSOES

Observamos que o cancer de cérebro regula negativamente treze genes
do sistema OXPHOS, enquanto o cancer de ovario regula positivamente quarenta
e cinco genes desse sistema. As assinaturas ID1 a ID9 diferencialmente expressas
em cancer para diferentes métricas de desfecho de sobrevivéncia demonstraram
um bom valor preditivo nas métricas de OS, DSS e PFI. Observamos correlagdes
sexo bioldgico dependentes entre as assinaturas e sobrevivéncia para as diferentes
métricas de desfecho (OS, DSS, PFI). As assinaturas ID3, ID4, ID7, ID8 e ID9
demonstraram um viés sexual masculino associado a sobrevivéncia em KIRC,
SKCM e UVM. Entretanto, a assinatura ID6 demonstrou um viés sexual feminino,
associado a sobrevivéncia em LUAD. Encontramos assinaturas ID10 a ID17
demonstrando uma associagao protetora em cancer KIRC, KIRP e OV, enquanto
as assinaturas ID12, ID13, ID14, ID15 e ID17 demonstraram uma associacao de
risco em KICH, LAML, LIHC, SKCM e UVM. Diferentes infiltrados de células imunes
(células B, neutréfilos e células dendriticas mieloides) foram associados
positivamente ou negativamente com as assinaturas 1D22 e ID36. Identificamos
também assinaturas associadas ao potencial estaminal com correlacdo positiva
(ID45-1D49, 1D51, ID53-ID56) para diferentes canceres, mas também assinaturas
(ID50, ID52, ID57 e ID58) com correlacdo negativa. A correlagdo entre as
assinaturas génicas diferencialmente expressas, as métricas de sobrevivéncia,
infiltrados de células imunes e o potencial estaminal sugerem que as assinaturas

relatadas aqui sao proxies de desdiferenciagao oncogénica.
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