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RESUMO

A pandemia de COVID-19, evidenciou a necessidade de compreender os mecanismos
de entrada viral nas células hospedeiras, especialmente diante do impacto da infec¢ao em
pacientes oncoldgicos. Embora a entrada do virus esteja associada principalmente a interacao
com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e serina-protease transmembranar 2
(TMPRSS2), estudos demonstram que correceptores celulares, moléculas que facilitam ou
modulam a adesdo, internalizagdo e disseminagdo viral, também desempenham papéis
relevantes nesse processo. No contexto do cancer, essas moléculas participam de processos
como adesdo celular, angiogénese, remodelagdo da matriz extracelular e progressdo tumoral,
especialmente no microambiente tumoral. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
analisar computacionalmente a expressdao de receptores e correceptores do SARS-CoV-2 em
células estromais do microambiente do melanoma murino B16F10, utilizando dados publicos
de RNA-seq de célula tinica. Foram avaliados os genes Eca2, Tmprss2, Itgbl, Itgb3, Dpp4, Axl,
Hspal, Bsg, Nrpl, Vim, Hspg2 e Tlr4, com normalizagdo pelo gene Actb. Os dados foram
obtidos da plataforma Murine Melanoma Atlas e analisados no software F1JI/ImageJ por meio
de macros desenvolvidos para quantificar a intensidade relativa de expressao génica em mapas
de expressdo, utilizando processamento de imagem com conversdo para escala de cinza,
aplicacdo de limiares de intensidade e quantificacdo da area marcada. Além da analise geral do
microambiente tumoral, foi realizada uma analise segmentada, na qual fibroblastos associados
ao cancer (CAFs) e células endoteliais tumorais foram isolados e avaliados separadamente,
permitindo comparar os perfis de expressdo entre esses dois componentes estromais. Os
resultados demonstraram baixa expressao de Eca2? e Tmprss2 no microambiente tumoral,
enquanto os correceptores apresentaram distribui¢do heterogénea e dependente do tipo celular.
Genes como Hspal, Bsg, Vim e Itghl exibiram expressdo mais ampla, enquanto Ax/, Dpp4,
Itghb3 e Tlr4 apresentaram perfis mais restritos. Na analise segmentada, observou-se maior
expressao de Bsg, Vim, Hspas, Itgbl e Axl em CAFs, enquanto Vim, Bsg, Itgbl, Hspa5 e Nrpl
apresentaram maior expressdo em células endoteliais tumorais. Adicionalmente, a andlise
comparativa da neuropilina-1 revelou elevado grau de conservagdo entre diferentes espécies.
Assim, os achados indicam que os correceptores do SARS-CoV-2 apresentam perfis distintos
de expressao no microambiente tumoral e estao associados a processos bioldgicos relacionados
a ativacdo estromal, angiogénese, interagdo célula-matriz e progressdo tumoral. A

caracterizacdo computacional dessas moléculas amplia a compreensao de sua distribuicao no



microambiente do melanoma e fornece subsidios para futuras investigagdes experimentais

sobre seu papel na biologia tumoral e seu potencial como alvos terapéuticos.

Palavras-chave: COVID-19; RNA-seq; FlJI/Imagel.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic highlighted the need to better understand the mechanisms of
viral entry into host cells, particularly given the impact of SARS-CoV-2 infection on cancer
patients. Although viral entry is primarily associated with the interaction between angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) and transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2), studies have
demonstrated that cellular coreceptors, molecules that facilitate or modulate viral adhesion,
internalization, and dissemination, also play important roles in this process. In the context of
cancer, these molecules are involved in biological processes such as cell adhesion,
angiogenesis, extracellular matrix remodeling, and tumor progression, particularly within the
tumor microenvironment. Therefore, the present study aimed to computationally analyze the
expression of SARS-CoV-2 receptors and coreceptors in stromal cells of the murine B16F10
melanoma microenvironment using publicly available single-cell RNA sequencing (scRNA-
seq) data. The genes Eca2, Tmprss2, Itgbl, Itgb3, Dpp4, Axl, Hspa5, Bsg, Nrpl, Vim, Hspg2,
and 7Tlr4 were evaluated and normalized to the Actb gene. Data were obtained from the Murine
Melanoma Atlas platform and analyzed using FIJI/Imagel software through custom-developed
macros to quantify relative gene expression in expression maps by applying image processing
techniques, including grayscale conversion, intensity thresholding, and quantification of the
labeled area. In addition to the overall analysis of the tumor microenvironment, a segmented
analysis was performed in which cancer-associated fibroblasts (CAFs) and tumor endothelial
cells were isolated and analyzed separately, allowing comparison of expression profiles
between these stromal cell populations. The results demonstrated low expression of Eca? and
Tmprss2 within the tumor microenvironment, whereas the coreceptors exhibited heterogeneous
and cell type-dependent expression patterns. Genes such as Hspal, Bsg, Vim, and Itgbl showed
widespread expression, whereas Ax/, Dpp4, Itgh3, and TIr4 displayed more restricted
expression profiles. In the segmented analysis, Bsg, Vim, Hspa5, Itgbl, and Ax/ were more
highly expressed in CAFs, whereas Vim, Bsg, Itghbl, Hspa5, and Nrpl were more highly
expressed in tumor endothelial cells. Additionally, comparative analysis of neuropilin-1
revealed a high degree of conservation across different species. These findings indicate that
SARS-CoV-2 coreceptors exhibit distinct expression patterns within the tumor
microenvironment and are associated with biological processes related to stromal activation,
angiogenesis, cell-matrix interactions, and tumor progression. The computational

characterization of these molecules expands the understanding of their distribution within the



melanoma microenvironment and provides a foundation for future experimental investigations

into their role in tumor biology and their potential as therapeutic targets.

Keywords: COVID-19; RNA-seq; FIJI/Imagel.
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1 INTRODUCAO

No final de 2019, na China, foi descoberto um novo coronavirus denominado de SARS-
CoV-2, que resultou em um surto de pneumonia viral. Por conta de sua alta transmissibilidade,
esta nova doenga, conhecida como COVID-19, foi caracterizada como uma pandemia (Hu et
al., 2021), resultando em 7,1 milhdes de 6bitos ao redor do mundo até dezembro de 2025
(Organizacdo Mundial da Saude, 2026). Com isso, tornou-se de extrema importancia
compreender os mecanismos de entrada do virus na célula hospedeira.

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 se da principalmente pela interagdo da proteina Spike (S)
do coronavirus, localizada na superficie viral, com a enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2), considerada como o principal receptor celular. A subunidade S1 da proteina Spike tem
como fungdo o reconhecimento e ligacdo ao receptor, processo mediado principalmente pelo
dominio de ligagdo ao receptor (RBD), enquanto a subunidade S2 faz parte do processo de
fusdo entre as membranas viral e celular. Para que essa fungao seja possivel, a proteina Spike
precisa ser ativada por proteases da célula hospedeira, como a serina-protease transmembranar
TMPRSS2 (Hoffman et al., 2020).

Entretanto, estudos demonstram que a entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira
nao depende exclusivamente da interagdo com ACE2 e TMPRSS2. Outras moléculas tém sido
descritas como correceptores, proteinas de membrana que atuam juntamente com os receptores
principais. Assim, podem contribuir para adesao, migragao, proliferagdo, resposta inflamatéria
e sinalizac¢do intracelular. Entre estas moléculas destacam-se integrinas (B1 e B3), proteina
regulada por glicose de 78 kDa (GRP78/HSPAYS), dipeptidil peptidase 4 (DPP4/CD26), receptor
tirosina-quinase AXL, neuropilina-1 (NRP1), vimentina (VIM), perlecano (HSPG?2), basigina
(CD147/BSG) e Receptor Toll-like 4 (TLR4) (Eslami et al., 2022).

No contexto da infecc¢ao viral, estas moléculas podem facilitar a entrada do SARS-CoV-
2, ampliar o tropismo viral e contribuir para a infec¢do de tecidos com baixa expressdo de
ACE2, o que evidencia a complexidade dos mecanismos de infec¢do (Cantuti-Castelvetri ef al.,
2020; Eslami et al., 2022).

Em paralelo, a pandemia de COVID-19 afetou de forma significativa, pacientes
oncologicos. Andlises demonstram que pacientes com cancer podem estar mais suscetiveis a
contrair COVID-19 e experienciarem complicagdes severas, apresentando uma taxa de
mortalidade duas vezes maior que a populacdo geral (Jaiswal et al., 2024). Este impacto na
mortalidade ¢ diretamente dependente do tipo e estagio do cancer, em que pacientes com

canceres hematologicos, de pulmdo ou com tumores altamente metastaticos apresentam as
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maiores taxas (Jaiswal ef al., 2024). Nesse sentido, torna-se pertinente avaliar como moléculas
envolvidas na entrada do SARS-CoV-2 se conectam com processos biologicos relevantes para
o microambiente tumoral, como angiogénese, metastase e resisténcia terapéutica.

Dentre diversos tipos de cancer, o melanoma maligno se destaca como um dos mais
agressivos. Trata-se de uma neoplasia que se origina na transformagao maligna de melandcitos,
células produtoras de melanina. Além de seu alto potencial metastatico, apresenta um perfil
heterogéneo e resistente a tratamentos, devido a sua alta plasticidade fenotipica em relagao a
outros canceres (Hossain et al., 2023). Estudos oncologicos tém evidenciado que o
microambiente tumoral (TME) tem um papel central em véarias etapas da tumorigénese. O
microambiente ¢ caracterizado por condi¢des acidas e hipoxicas, além de ser composto por uma
diversidade de tipos celulares, como células estromais, células imunes e componentes nao
celulares, como vasos sanguineos e linfaticos e a matriz extracelular (MEC) (Sikorski et al.,
2025).

As células estromais, principalmente fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e células
endoteliais tumorais (Endo Tumor), juntamente com a MEC, participam do desenvolvimento
tumoral, metastase e resisténcia terapéutica. Assim, o direcionamento de terapias antitumorais
para essas células vem sendo reconhecido, sobretudos ap6s a identificacdo de pontos de controle
imunologico como importantes moduladores da resposta imune tumoral (Zhao et al., 2023).

Entre as moléculas de interesse do estudo, a basigina (CD147/BSG), uma glicoproteina
transmembranar ¢ fundamental para degradag¢ao e remodela¢do dos componentes da matriz
extracelular. Possui fungdes fisiologicas importantes como proliferagdo celular, regeneragao
tecidual, apoptose, migragao celular e adesdo célula-célula (Asgari et al., 2023). No melanoma,
esta associada a progressao e invasao tumoral por meio da inducdo das metaloproteinases da
matriz pelos fibroblastos estromais (Kanekura, 2023).

As integrinas, sdo receptores transmembranares que atuam na interacdo entre as células
e a matriz extracelular e normalmente atuam na adesdo celular, migracao, proliferacdo e
sobrevivéncia (Pan et al., 2017). No melanoma, alteracdes no perfil de expressao das integrinas
podem estar relacionadas aos processos de invasdo, metdstase e angiogénese tumoral. A
integrina 1 ¢ capaz de promover adesdes entre as células cancerigenas e a matriz extracelular.
Essa adesao serve como base para a sobrevivéncia das células cancerigenas e também influencia
suas capacidades migratérias e metastaticas. J4 a integrina B3, ¢ discutida pelo seu papel na
angiogénese e progressao tumoral (Arias-mejias et al., 2020).

O AXL, membro da familia TAM de receptores de tirosina quinase, atua de forma critica

na prolifera¢do, pluripoténcia, migragdo, invasdo, angiogénese, resisténcia terapéutica e
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progndstico desfavoravel no cancer, compondo uma via de sinalizacdo associada a estados mais
agressivos. (Yadav et al., 2025).

Ademais, a chaperona GRP78/HSPAS, participa ativamente na resposta ao estresse do
reticulo endoplasmatico. Mostra-se aumentada em multiplos canceres e estd relacionada a
adaptacao tumoral ao estresse e sobrevivéncia, além da resisténcia a terapias (Li et al., 2023).

Ja a dipeptidil peptidase (DPP4/CD26), uma glicoproteina de membrana, atua
principalmente como inativador fisiologico dos hormdnios incretinas, como GLP-1 e do GIP.
De maneira interessante, estudos sugerem que a CD26 pode apresentar um papel
antioncogénico no melanoma (Enz et al., 2019).

A vimentina, expressa em canceres metastaticos, ¢ reconhecida como um marcador de
células mesenquimais e desempenha um papel na progressdo tumoral, principalmente no
contexto da transi¢ao epitélio-mesenquimal (Berr et al., 2023).

Além disso, o perlecano (HSPG2), um componente da membrana basal, contribui para
a arquitetura e sinalizagdo por fatores heparina-ligantes na MEC. A superexpressao de HSPG2
pode estar relacionada com a invasividade das células de melanoma (Jiang et al., 2003; Vigo-
Diaz et al., 2025).

O TLRA4, se relaciona com o melanoma de maneira indireta, através da sua capacidade
de ativacao e fosforizagdo da transcriptase 3 (STAT3), um fator importante para a progressao
do melanoma (Fu et al., 2020).

Por fim, a neuropilina-1, uma glicoproteina transmembranar, atua como correceptor de
sinais angiogénicos, principalmente por potencializar a sinalizagdo de VEGF nas células
endoteliais. Esta sinalizagdo contribui para a angiogénese e remodelacdo vascular no contexto
do microambiente tumoral (Shalabi et al., 2024).

Como estas moléculas estdo intrinsicamente relacionadas a processos mediados por
CAFs, endotélio tumoral e MEC, como adesdo, angiogénese e inflamacao, torna-se de extrema
importancia analisar suas distribuicdes dentro do microambiente tumoral e avaliar quais

populagdes celulares concentram essa expressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar computacionalmente a expressao de correceptores de SARS-CoV-2 em
células estromais do microambiente do melanoma murino B16F10, utilizando
um banco publico de dados de mRNA de célula tnica, com a finalidade de

compreender seu perfil de expressao no microambiente tumoral.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressao de transcritos de mRNA do receptor Eca2 de SARS-CoV-2
e da enzima Tmprss2 em células estromais do microambiente do melanoma
murino B16F10;

Investigar a expressao de transcritos de mRNA de correceptores de SARS-CoV-
2 em células estromais do microambiente do melanoma murino B16F10;
Comparar a expressao relativa dos transcritos d¢ mRNA dos correceptores de
SARS-CoV-2 com os transcritos de mRNA de beta-actina (4cth) em células
estromais do microambiente do melanoma murino B16F10;

Analisar comparativamente as sequéncias proteicas de neuropilina-1 (Nrpl),

correceptor de SARS-CoV-2, entre diferentes espécies;
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3 METODOLOGIA

3.1 Pesquisa dos genes das moléculas de interesse

Os genes dos receptores e correceptores de SARS-CoV-2 abordados neste estudo,
foram: FEca? (Enzima Conversora de Angiotensina 2), Tmprss2 (Serina Protease
Transmembranar 2), Itghl (Integrina B1), Iltgb3 (Integrina B3), Dpp4/Cd26 (Dipeptidil
Peptidase 4), Ax/ (Receptor tirosina quinase AXL), Grp78/Hspa5 (proteina regulada por glicose
de 78 kDa), Bsg/Cd147 (Basigina), Nrpl (Neuropilina-1), Vim (Vimentina), Hspg2 (Perlecano)
e Tlr4 (Receptor Toll-like 4), selecionados conforme a lista descrita anteriormente por Eslami
e colaboradores (Eslami et al., 2022). O gene Actb (beta-actina) foi utilizado para a
normaliza¢do dos dados.

A coleta de dados referente a expressao de correceptores de SARS-CoV-2 em melanoma
murino foi realizada por meio de dados publicos baseados em andlises de RNA-seq de Célula
Unica (scRNA-seq) da linhagem B16F10, conforme descrito por Davidson e colaboradores
(Davidson et al., 2020). Este ¢ um formato pesquisavel disponivel online em Atlas de
Melanoma  Murino  BI6F10,  desenvolvido  pelo  Laboratéorio  Teichmann
(https://www.teichlab.org/). Esta plataforma ¢ organizada de forma com que seja possivel
visualizar a expressdo génica de diversas moléculas em diferentes fases do tumor e em uma
variedade de tipos celulares diferentes, como células imunes e células do estroma em formato
de mapas, a partir de dados processados por meio da técnica de t-SNE (t-Distributed Stochastic
Neighbor Embedding).

Entre essas células encontram-se as células B, fibroblastos associados ao cancer (CAF1,
CAF2 e CAF3), células dendriticas convencionais (cDC1 e cDC2), células endoteliais do
linfonodo (Endo LN), células endoteliais linfaticas (Endo Lymphatic), fibroblastos do
linfonodo (Fibroblasts LN), Linfocitos T do linfonodo (LN T cells), macréfagos e mondcitos
(Macrophage/Monocyte), células T invariantes associadas a mucosa (MAIT), células
dendriticas migratorias (migDC), células natural-killer (NK), células dendriticas

plasmocitoides (pDC), linfocitos T associados ao tumor (Tumor T cells) e células estromais.

3.2 Captura de imagens e processamento

Os genes de interesse foram pesquisados na plataforma, e a partir dos mapas gerados
foram feitas capturas de tela da imagem total das analises de single-cell (Davidson et al., 2020).
A fim de estabelecer um padrao no tamanho das imagens para garantir a comparabilidade entre

elas, foi utilizado o aplicativo ShareX (https://getsharex.com) que permite que varias capturas
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de tela sejam feitas utilizando a mesma regido pré-estabelecida. As imagens foram mantidas
nas dimensdes de 769 x 810 pixels e para cada gene estudado foram feitas oito capturas de tela,
totalizando 104 imagens.

O processamento ¢ analise das imagens foram realizados no software FIJI Imagel
(Schneider; Rasband; Eliceri, 2012). Com o intuito de automatizar o processo, foram
desenvolvidos dois macros, garantindo a reprodutibilidade de cada etapa, descritos
anteriormente por Santos (Santos, 2025). Os macros consistem em cddigos desenvolvidos na
linguagem de programagao do software e sdo utilizados para automatizar sequéncias de
processamento e analise de imagens. Isso permite a execugao padronizada de multiplas etapas,
aumentando a reprodutibilidade das analises.

O primeiro macro utilizado, apds aplicado, abriu uma janela para que as imagens
originais a serem processadas fossem selecionadas da pasta desejada. Depois, criou uma pasta
(Processed) dentro da pasta original, onde as imagens processadas foram armazenadas e criou-
se uma lista com todos os arquivos presentes na pasta de entrada. Estes arquivos foram
analisados um a um e na préoxima etapa, o macro ignorou qualquer outro tipo de arquivo e

garantiu que apenas arquivos de imagem fossem processados.

Figura 1 — Macro utilizado para o processamento das imagens.

inputDir = getDirecto
outputDir = inputDir + "
File.makeDir “y(outputDir);

the input folder™);

list = getFilelist(inputDir);

for (i = @; i < list.length; i++) {

if (endswWith(list[i], ".tif") || endsWith(list[i], ".jpg") || endswith(list[i], ".png") endsWith(list[i], ".bmp")) {

n(inputDir + list[i]);
un("8-bit");

~un("Invert"”

H I

s("Tiff", outputDir + list[i]);

Fonte: Adaptado de Santos (2025).

As imagens, originalmente no formato RGB coloridas, foram submetidas a conversao
para a escala de cinza 8 bits e, assim, padronizou-se a profundidade dos dados em 256 niveis
de intensidade, assegurando que cada pixel fosse representado por um valor de 0-255. As
imagens que originalmente apresentavam as particulas em tons de vermelho, agora ficaram em

tons de cinza. Esta etapa do procedimento teve como finalidade permitir a aplicagao de limiares
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de intensidade (thresholding) e facilitar a binarizagdo das imagens para a andlise de particulas
(dots) subsequente.

Por conseguinte, as figuras passaram por uma inversao de cores, de modo a evidenciar
as regides de interesse. A inversao ¢ fundamental para a medi¢ao da area positiva das imagens,
uma vez que o software interpreta pixels pretos como fundo (valor 0) e pixels claros como
objeto.

Para a determinagdo dos valores dos limiares de intensidade (threshold), de maneira a
isolar as regides necessarias, foram examinadas as imagens de t-SNE correspondentes ao gene
B-actina.

Para a aplicacdo dos diferentes thresholds e para quantificar a porcentagem da area das
particulas em relacdo a area total das figuras, foi utilizado um segundo macro. Os valores
minimos de limiares definidos foram: 55, 60, 65 € 70 e o valor maximo foi mantido em 230 em
todas as andlises. A utilizacdo de multiplos limiares teve como objetivo minimizar as variagdes

de intensidade entre as imagens, além de contribuir para a exclusdo de marcagdes inespecificas.

Figura 2 — Macro utilizado para a aplicacdo de diferentes thresholds.

thresholdsMin = newArray(55, 68, 65, 70);
thresholdMax = 238;
numImages = nimages();

un("Cl

M

b TR oy
ar F\'.--,UlL‘,':~ K

for (i = 8; i < numImages; i++) {
electImage(i + 1);

thresholdIndex = ¥ (1/ 2);
thrMin = thresholdsMin[thresholdIndex];

gt g (thrMin, thresholdMax);

n("Convert to Mask");

n("Select All");

(LT ™ o
n({ Measure );

in{ “Undo"™);
Fonte: Adaptado de Santos (2025).
Desta forma, oito imagens de cada molécula foram abertas no software e o macro

aplicado. As medidas foram feitas em duplicada para cada valor minimo de limiar, na inten¢ao

de garantir a reprodutibilidade do procedimento.
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Depois, o macro contou a quantidade de imagens e processou uma por vez, apagou
medi¢des anteriores na tabela de resultados e iniciou um loop de processamento. Em seguida,
definiu os thresholds minimos e os aplicou. Os pixels entre o limiar minimo e méximo foram
classificados como regido de interesse e os que estdo fora, classificados como fundo.

Apos essa etapa, aconteceu a conversao para mascara binaria. Os pixels dentro do
intervalo de threshold foram representados pela cor branca, o que configura as areas de
interesse, € 0s que nao, por preto.

Por fim, mediu os parametros pré-definidos em Analyze = Set measurements. Para este
estudo, foram selecionados: area, desvio padrao, valor méximo ¢ minimo de cinza, valor médio
de cinza, moda dos valores de cinza e a %area. A %area representa a propor¢do de pixels
brancos em relagdo a area total da imagem. Os dados obtidos foram dispostos em tabelas
utilizando o Microsoft Excel, onde foram calculadas as médias dos valores medidos das oito

imagens por molécula.

3.3 Segmentacio celular e processamento de clusters

Com o intuito de direcionar o estudo, foi realizado uma segmentagdo das imagens, de
forma com que a anélise se limitasse apenas a populagdes celulares especificas. Desta forma,
foram realizadas capturas de tela de areas pontuais nos mapas de expressao gé€nica relativa,
utilizando os mesmos genes mencionados anteriormente. As populagdes celulares selecionadas
neste processo de segmentacdo foram os fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e as células
tumorais endoteliais (Endo Tumor). As imagens referentes aos CAFs foram padronizadas no
tamanho de 197 x 191 pixels e as referentes ao Endo tumor, em 145 x 185 pixels.

ApOs o processo de segmentacdo, as figuras resultantes foram processadas de acordo
com o mesmo protocolo previamente definido (item 3.2), utilizando os mesmos dois macros

citados.

3.4 Utilizacao do gene ACTB para normalizacio e comparabilidade de dados

Para que houvesse a comparacao e a normaliza¢do dos dados obtidos, o gene da -actina
(Actb), foi utilizado. A selegdo deste gene especifico como controle foi baseada em seu perfil
de expressao constitutivo e estavel, uma vez que a beta actina esta expressa de forma abrangente
na maior parte das populagdes celulares. Assim, as médias das oito medigdes da %area de cada

gene, foram divididas pela média dos oito valores da %area de B-actina.
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3.5 Analise estatistica

Com o intuito de verificar diferengas significativas entre os valores de expressao relativa
entre o controle (B-actina) e os outros genes, os dados foram analisados estatisticamente no
software GraphPad Prism v.10 (GraphPad Software, CA, EUA). Primeiro, foram submetidos
ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os dados considerados como paramétricos
foram analisados por meio do teste t ou ANOVA. J& os ndo paramétricos, pelo teste de Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis ou pos teste de Dunn quando apropriado. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

3.6 Analise comparativa de sequencias de NRP-1 em diferentes espécies

As sequéncias proteicas de Neuropilina-1, correceptor de SARS-CoV-2, foram obtidas
a partir do banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias das espécies selecionadas se referem a Homo
sapiens (AAP80144.1), Mus musculus (AAH60129.1) e Rattus norvergicus (EDL96784.1). O
alinhamento multiplo das sequéncias de proteinas foi executado na plataforma Clustal Omega
(versdo 1.2.4), disponivel online pela European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)
(https://www.ebi.ac.uk/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados obtidos, a partir de dados publicos de RNA-seq de célula unica,
possibilitou demonstrar o perfil de expressao de receptores e correceptores de SARS-CoV-2 no
microambiente de melanoma murino B16F10.

A figura 3A, evidencia a heterogeneidade celular presente no microambiente tumoral.
Os diferentes agrupamentos correspondem aos diversos tipos celulares, localizagdes teciduais
e tempos experimentais analisados. Essa segregacdo sugere que a localizagdao e o estagio de
desenvolvimento do tumor podem influenciar na composicao celular observada.

A andlise da expressdo relativa dos genes Eca2 e Tmprss2 (figura 3B), demonstraram
que estes genes sdo fracamente expressos entre os clusters celulares estromais do
microambiente de melanoma. Essa baixa expressdo pode estar relacionada a especificidade
celular desses genes, descritos principalmente em subpopulacdes celulares especificas, como
as células epiteliais respiratorias nas vias aéreas, alvéolos e fossas nasais (Muss et al., 2021).
Em contrapartida, o gene Actb € expresso de maneira constitutiva e elevada.

A quantificacdo da expressdo relativa reforca esses achados (figura 3C). Os niveis de
Eca? e Tmprss2, em comparagdo a Actb, sdo significativamente reduzidos. Considerando a
expressao relativa de 3-actina como valor de referéncia igual a 1, as médias de expressdo de

ECA2 e TMPRRS?2 corresponderam a 0,0024 ¢ 0,0019 respectivamente.
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Figura 3 — Visualizagdo das populagdes estromais e andlise da expressdo de Eca?,

Tmprss2 e Actb no microambiente tumoral do melanoma murino B16F10.
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Fonte: (A e B) adaptado de Davidson et al. (2020); (C) propria.

(A) visualizagdo em t-SNE das células estromais do microambiente tumoral, coloridas de acordo com os tipos
celulares, a localizacdo e tempo de desenvolvimento tumoral. (B) Mapas de expressdo relativa dos genes Eca?,
Tmprss2 e Actb nas diferentes populagdes celulares. (C) Quantificagdo da expressdo relativa de Eca2 e Tmprss2
no tumor B16F10, normalizada pela B-actina (4cth). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, demonstrando distribuigdo ndo normal entre os grupos. As comparagdes estatisticas foram
realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn. Os resultados

evidenciaram que os niveis de expressdo relativa de Eca? e Tmprss2 diferem significativamente em relagdo ao
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gene controle Actb. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa entre as moléculas

analisadas.

Na figura 4(A), ¢ possivel identificar os perfis de expressao dos genes Hspas, Bsg, Vim,
Itgbl, Itgh3, Dpp4/Cd26, Axl, Hspg2, Tlr4 e Nrpl, além do gene constitutivo Actb.

Os genes Hspa5, Bsg, Vim e Itgbl, apresentam uma distribui¢do ampla e intensa entre
os variados tipos celulares. Esse achado ¢ coerente com a literatura, uma vez que esses genes
codificam proteinas que estdo envolvidas em processos celulares fundamentais.

Entre esses genes, Hspa5 atua em diferentes tipos de cancer como fator associado a
sobrevivéncia celular no microambiente tumoral, uma vez que contribui para a manutengao da
homeostase e para prevenir a apoptose em resposta a condigdes de estresses, como a hipoxia,
caracteristica proeminente desse ambiente (Yun et al., 2020; Li et al., 2023). Assim, sua ampla
distribuicdo sugere a necessidade compartilhada das células estromais de se adaptarem ao
estresse constantemente causado por esse ambiente hostil.

Além disso, estudos demonstram que a Bsg (CDI147), no contexto do melanoma
maligno, atua na regulacdo metabdlica tumoral por meio da modulagdo do metabolismo
glicolitico, devido a sua interagdo com os transportadores de monocarboxilato MCT-1 e MCT-
4, que sdo responsaveis pelo efluxo de lactato, decorrente da alta taxa glicolitica das células do
microambiente tumoral. Nesse contexto, a Bsg atua facilitando a translocagdo desses
transportadores para a membrana plasmatica (Kanekura, 2023; Muramatsu, 2015). Dessa
forma, a expressdo aumentada de Bsg observada neste estudo, refor¢a sua possivel participagao
ndo apenas na remodela¢do da matriz extracelular, mas também no favorecimento do fluxo
glicolitico e na acidificagdo do microambiente tumoral.

No caso da vimentina, seu papel no cancer tem sido associado principalmente a transigao
epitélio-mesenquimal, processo bioldgico no qual as células epiteliais assumem caracteristicas
mesenquimais, incluindo maior capacidade migratoria e invasiva. Estudos demonstram uma
associacao positiva entre a superexpressao de vimentina e o fendtipo invasivo (Satelli et al.,
2011). No microambiente tumoral, sua expressdo aumentada pode refletir a contribuigao ativa
do estroma para a progressao e metastase do melanoma.

A Itghl, por sua vez, atua como receptores transmembranares de adesdo celular,
conectando a matriz extracelular (MEC) e o citoesqueleto, transmite sinais bioquimicos e
mecanicos entre as células e seu ambiente. No contexto tumoral, a ativacao da ITGB1 tem sido
associada a sinalizacdo por FAK e a vias downstream como PI3K/AKT, favorecendo a

motilidade, invasdo e disseminagdo tumoral. Além disso, promovem a remodelacdo e a
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deposicao estromal, aumentando a rigidez do tecido tumoral. (Su et al., 2024). Os resultados
sugerem que sua expressao abundante pode indicar a intensificagdo da adesdo célula-matriz, a
ativacdo de mecanismos que favorecem o tumor € um microambiente mais propicio para a
progressao tumoral.

Em contraste com o grupo anterior, os genes ltgh3, Dpp4, Axl e Tlr4, apresentaram
expressao mais restrita a populagdes celulares especificas, sugerindo papéis mais especializados
dentro do microambiente tumoral.

A Itgh3, atua como um integrador de adesdo célula-matriz ¢ mecanotransdugao através
de vias de sinalizagdo que sustentam a migracao e invasao, plasticidade fenotipica, angiogénese
e adaptagdo a estresses (Zhu et al., 2019). Esse conjunto de fungdes, auxiliam a explicar o perfil
de expressdo mais localizado em populagdes estromais e vasculares, como CAFs e células
endoteliais tumorais. No endotélio, sua expressdao pode estar relacionada a processos que
favorecem a angiogénese e a migracdo endotelial, enquanto em CAFs, estd associada a
reorganizagdo de componentes da matriz, como a fibronectina (Zhu et al., 2019).

Ja a expressao da enzima Cd26/Dpp4, apresenta variacdes conforme o contexto tumoral.
Em alguns tipos de cancer, essa molécula ¢ superexpressa e representa um pior progndstico.
Entretanto, estudos demonstram que o Cd26 ¢ altamente expresso em melandcitos normais, mas
sofre regulagdo negativa durante a transformag¢ao maligna. Além disso, a reintrodugdo de Dpp4
foi associada a uma reducdo acentuada da invasdo tumoral (Enz et al., 2019), o que pode
justificar sua baixa expressdo observada neste estudo.

Nota-se que a expressdo de Ax/ se concentra, em grande parte, nos fibroblastos
associados ao cancer, sugerindo uma possivel participagdo dessa populacao celular na ativagao
do eixo GAS6/AXL no microambiente tumoral. Esse perfil € biologicamente plausivel, uma
vez que os CAFs participam ativamente da comunicagdo pardcrina com células tumorais e
imunes, podendo contribuir para a manutengao de sinais associados a progressao tumoral. Nesse
contexto, GAS6, um dos principais ligantes dos receptores da familia TAM, ¢ capaz de ativar
AXL e desencadear vias intracelulares relacionadas a sobrevivéncia, proliferagdo, migragao,
invasao e transi¢ao epitélio-mesenquimal, além de favorecer mecanismos de modulagdo imune
no microambiente tumoral (Zhai et al., 2023). Assim, a maior expressao de Ax/ em CAFs pode
indicar que essa populagdo estromal contribui para a sustentagao de um ambiente tumoral mais
permissivo a progressao € a evasao imune.

A expressdo de T1r4 concentrada em maior parte em macrofagos, revela os TLRs como
fundamentais na inicia¢do e coordenacao de respostas inflamatorias na pele. Estudos também

demonstram que o 7/r4 esta associado a progressdo e a metastase do melanoma induzidas por
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radiagdo UV solar, por promover um ambiente inflamatoério favoravel ao angiotropismo e a
invasdo perivascular (Dickinson; Wondrak, 2019).

Nesse contexto, a Nrpl apresenta um perfil de expressdo mais localizado em
compartimentos associados ao estroma tumoral e ao endotélio. Esse achado ¢ coerente com o
papel descrito para a neuropilina-1 na angiogénese, uma vez que essa molécula modula esse
processo por meio da ligacdo ao VEGF e ao seu receptor VEGFR2 (Koch et al., 2014). Além
disso, estudos indicam que a Nrpl também participa da vascularizagdo e do crescimento
tumoral, sugerindo sua relevancia em processos associados a progressao do cancer (Pan et al.,
2007). Dessa forma, a expressdo de Nrpl observada principalmente em CAFs e células
endoteliais tumorais pode indicar sua participagdo em processos relacionados a angiogénese,
comunicacao estroma-endotélio e remodelacdo vascular no melanoma B16F10.

Ja a Hspg?2, apresenta relevancia por sua associagdo com a matriz extracelular e com a
membrana basal. O perlecano ¢ capaz de se ligar a moléculas da matriz extracelular, citocinas
e fatores de crescimento (Jiang; Couchman, 2003). Essa capacidade de interacdo permite que
essa molécula atue como modulador de fatores envolvidos na proliferacao celular e na
angiogénese tumoral (Jiang; Couchman, 2003). A redugdo da expressio de HSPG2 foi
associada a diminuicdo do crescimento tumoral e da angiogénese em modelos tumorais,
reforgando sua participacdo em processos pro-tumorais (Kalscheuer et al., 2019). Assim, a
expressao de Hspg?2 observada em populagdes estromais e vasculares pode estar relacionada a
organiza¢ao da matriz extracelular, a disponibilidade de fatores de crescimento e a sustentagao
de um microambiente favoravel a progressao tumoral.

O gréfico (figura 4B), que demonstra quantificacdo da expressdo relativa normalizada
pela B-actina, reforga os achados visualizados nas figuras. Os genes mais expressos de maneira
geral foram Hspas, Bsg, Vim e Itgbl, com suas médias de 0,977, 0,798, 0,737 e 0,697
respectivamente. J4 os menos expressos, Nrpl, Dpp4, Itgh3, Axl, Hspg2 e Tlr4 apresentam
valores de 0,399, 0,279, 0,263, 0,209, 0,193 e 0,160. Os genes Hspa3, Bsg, Vim e Itghl nao

apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparadas ao controle Actb.
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Figura 4 — Perfil de expressdao dos genes Hspal, Bsg, Vim, Itghl, Itgh3, Dpp4/Cd26,
AXL, HSPG2, TLR4, NRPI ¢ ACTB no microambiente tumoral do melanoma murino B16F10
obtidos a partir de dados de RNA-seq de célula tnica (scRNA-seq).
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Fonte: (A) Adaptado de Davidson et al. (2020); (B) propria.

(A) visualizacdo de t-SNE referente a expressao relativa dos genes avaliados nas diferentes populacdes celulares.
(B) Quantificagdo da expressdo relativa dos genes no tumor B16F10, normalizada pela B-actina (Acth). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, demonstrando distribuicdo nao normal
entre os grupos. As comparagdes estatisticas foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa entre as moléculas analisadas. Os valores

de p <0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

Por conta da importancia dos fibroblastos associados ao cancer e das células endoteliais
tumorais para o microambiente tumoral, o presente estudo realizou uma analise segmentada da

expressdo dos correceptores nesses grupos celulares de forma isolada no modelo murino.
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Segundo Zhao et al. (2023), os CAFs contribuem para processos fundamentais como a
metastase, invasdo, tumorigénese e resisténcia terapéutica por meio da proliferacao de células
tumorais, produ¢dao de MEC e secrecao de citocinas e fatores de crescimento como SDF-1,
VEGF e HGF. Ja de acordo com Leone et al. (2024) as células endoteliais tumorais apresentam
fenotipos anormais, como uma estrutura irregular, fragil e uma rede endotelial desorganizada.
Essas caracteristicas favorecem o crescimento tumoral e a metastase. Além disso, essas células
podem adquirir caracteristicas mesenquimais por meio da transi¢do endotelial-mesenquimal.
Apo6s a aplicagdao do protocolo anteriormente descrito, concluiu-se que os genes que
apresentaram maiores niveis de expressao em CAFs foram Bsg, Vim, Hspa5, Itgbl e AxL, com
valores de 1,089, 1,072, 1,071, 0,996 e 0,932 respectivamente. Enquanto os menos expressos
foram Nrpl, Hspg2, Dpp4, Itgh3 e Tlr4, com valores de 0,747, 0,327, 0,355, 0,345 e 0,167
respectivamente (figuras 5A e 5B). Apenas o gene [ltghl ndo apresentou diferenga

estatisticamente significativa quando comparado ao controle Actb.
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Figura 5 — Perfil de expressdao dos genes Hspal, Bsg, Vim, Itghl, Itgh3, Dpp4/Cd26,
AXL, HSPG2, TLR4, NRPI ¢ ACTB no compartimento de fibroblastos associados ao cancer
(CAFs) no melanoma murino B16F10 obtidos a partir de dados de RNA-seq de célula tnica
(scRNA-seq).
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Fonte: (A) Adaptado de Davidson et al. (2020); (B) propria.

(A) visualizagdo de t-SNE referente a expressao relativa dos genes avaliados no compartimento de fibroblastos
associados ao cancer (CAFs). (B) Quantificagdo da expressao relativa dos genes em CAFs, normalizada pela f3-
actina (Actb). Os valores de p < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos. Letras diferentes

indicam diferenga estatisticamente significativa entre as moléculas analisadas.

A expressdo elevada de Bsg pode estar relacionada ao papel dessa molécula na
remodelagdo do estroma tumoral, especialmente por sua capacidade de induzir os fibroblastos
a secretarem metaloproteinases da matriz, o que contribui para a degradacdo da matriz
extracelular e facilita a invasdo e metastase (Colella et al., 2025). Além disso, a expressao de
vimentina reforca seu perfil pro-tumoral por meio da sua participagdo na transicao epitélio-
mesenquimal e proliferacdo e migracao de fibroblastos, modulando a dindmica do citoesqueleto

e aumentando o potencial migratorio das células tumorais. (Parvanian et al., 2025). De maneira
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complementar, a HspaJ, também amplamente expressa, pode refletir a capacidade de adaptagao
dos fibroblastos associados ao cancer as condigdes de estresse do microambiente tumoral
(Wang et al., 2024). A expressdo de Iltghl, também ¢ plausivel neste compartimento,
considerando sua participagao nas interagdes célula-matriz e em vias de sinalizagao importantes
para adesdo, sobrevivéncia e reorganizacao da matriz extracelular (Mo et al., 2025). Por fim, a
expressdo de Ax/ pode estar relacionada a ativacdo do eixo GAS6/AXL, associado a
comunicagdo paracrina e a progressao tumoral (Zhai et al., 2023).

No compartimento das células endoteliais tumorais, 0s genes mais expressos foram Vim,
Bsg, Itgbl, Hspa5 ¢ Nrpl, com valores de 1,046, 1,020, 0,975, 0,957 e 0,883 respectivamente.
Em contraste, os menos expressos foram Hspg?2, Itghb3, Tlr4, Axl e Dpp4 com valores de 0,523,
0,459, 0,190, 0,056 e 0,010, respectivamente (figuras 6A e 6B). Os genes Bsg e Iltghl nao

apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados com o controle Actb.
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Figura 6 — Perfil de expressdao dos genes Hspal, Bsg, Vim, Itghl, Itgh3, Dpp4/Cd26,
AXL, HSPG2, TLR4, NRP1 e ACTB no compartimento de células endoteliais tumorais (Endo
Tumor) no melanoma murino B16F10 obtidos a partir de dados de RNA-seq de célula unica

(scRNA-seq).
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Fonte: (A) Adaptado de Davidson et al. (2020); (B) propria.

(A) visualizacdo de t-SNE referente a expressdo relativa dos genes avaliados no compartimento de células
endoteliais tumorais (Endo Tumor). (B) Quantificagdo da expressdo relativa dos genes em Endo Tumor,
normalizada pela B-actina (4ctb). Os valores de p < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre as moléculas analisadas.

A elevada expressdo desses correceptores, pode ser explicada principalmente por seus
papéis contribuintes para a angiogénese. O estudo de Van Beijnum et al. (2022) demonstra que
as c€lulas endoteliais expressam vimentina como um esfor¢o para promover a angiogénese €

como uma tentativa de escapar da imunidade, de maneira a proteger a vasculatura da interagao
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com leucocitos. Landras et al. (2019), expde que o Cd147 também participa da angiogénese
tumoral. Demonstram que essa molécula pode estimular a angiogénese por meio do aumento
dos niveis de expressao de VEGF ¢ MMP, no tumor e no estroma. Nas células endoteliais,
aumentou a produ¢ao de isoformas soluveis de VEGF e também pode promover a formacao de
estruturas semelhantes aos capilares. Lugano et al. (2018) discute que a ativacdo da integrina
B1 ¢ dependente do eixo CD93/MMRN2, que esta envolvido na formacdo da fibrilogénese da
fibronectina, fosforilagdo de FAK e formacao de filopddios durante a angiogénese. Sua elevada
expressao nas células endoteliais pode indicar que essa molécula sustenta a migracao e adesao
a matriz dos vasos em formacao. O estudo de Virrey et al. (2008), demonstra que Hspa5/Grp78
¢ altamente expressa no endotélio associado ao tumor devido a quimiorresistencia dessas
células sob condi¢des de estresse, caracteristico do microambiente tumoral. Por fim, o papel da
neuropilina nas células endoteliais ¢ discutida por Sharma et al. (2024). Os pesquisadores
afirmam que a Nrpl, um correceptor de VEGFR2, também se liga a VEGF-A, um indutor da
angiogénese e ¢ capaz de modular a sinalizagdo do VEGFR2, promovendo o brotamento em
células endoteliais.

De maneira complementar as analises de CAFs e Endo Tumor, foi realizado um estudo
comparativo a respeito da expressao relativa dos genes de correceptores de SARS-CoV-2 nestes

dois compartimentos (figuras 7A, 7B, 7C, 7D e 7E).
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Figura 7 - Andlise comparativa da expressao relativa de correceptores de SARS-CoV-2
entre os compartimentos de fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e células endoteliais

tumorais (Endo Tumor) no microambiente tumoral de melanoma murino B16F10.
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Fonte: propria.
(A) Hspa5 e Bsg; (B) Vim e Itgb1; (C) Itgb3 e Dpp4; (D) Axl e Hspg?2; (E) Tir4 e Nrpl. Os dados estdo apresentados
como média + desvio padrdo. Os valores de p indicam a significancia estatistica entre os grupos, determinada pelo

teste de Welch, considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo; ns = ndo significativo.

A andlise comparativa demonstrou diferengas estatisticamente significativas para a
maior parte dos genes avaliados. Observou-se que ltgb3, Hspg2, Tlr4 e Nrpl apresentam
expressdao mais elevada no compartimento de Endo Tumor em relacdo as CAFs. Entre estes
genes, destacam-se Nrpl e Hspg2, que exibem um aumento mais evidente do endotélio tumoral.

Em contraste, Dpp4, Axl, Hspa5, Bsg e Vim, apresentaram expressdao mais elevada em
CAFs quando comparados com Endo Tumor. Entre essas moléculas, Ax/ e Dpp4 mostraram
uma diferenca mais acentuada, com expressao bastante superior em CAFs e extremamente
reduzida em Endo Tumor. HspaJ5 e Bsg, embora exibiram maior expressao em CAFs, também
permanecem relativamente elevados nos dois compartimentos. J& Vim, apesar de apresentar
diferenca estatisticamente significativa, demonstrou expressdo relativa proxima entre os
grupos.

Por outro lado, ltghl exclusivamente ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre CAFs e Endo Tumor, apresentando um perfil de expressao semelhantes entre

os dois grupos celulares.
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Em relagdo ao teste de normalidade de Kruskall-Wallis, todas as moléculas
apresentaram distribuicdo normal, com exce¢do de Dpp4.

Dessa forma, pode-se concluir que os correceptores nao apresentam expressao
homogénea no microambiente tumoral, participando de maneiras distintas, porém
complementares na manutengdo do microambiente tumoral de melanoma B16F10. Enquanto
as células endoteliais tumorais apresentaram maior expressdo de genes associados a
angiogénese, os CAFs apresentaram maior expressao de genes relacionados a remodelagao
tumoral e ativagao estromal, conforme discutido anteriormente.

Por apresentar expressao relativa praticamente concentrada em CAFs e Endo Tumor, o
gene Nrpl foi selecionado para andlise comparativa entre suas sequéncias de proteinas entre
diferentes espécies. Essa comparagdo tem como objetivo observar a similaridade das moléculas

e a relevancia translacional do modelo murino utilizado.
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Figura 8 — Alinhamento multiplo das sequéncias proteicas de neuropilina-1 (Nrpl) de

Homo sapiens, Mus musculus e Rattus norvegicus, obtido por meio da plataforma Clustal

Omega.
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Os simbolos (*) representam aminoacidos totalmente conservados, (:) substituicdes conservativas e (.)

substitui¢des semiconservativas.

O alinhamento multiplo das sequéncias de Nrpl de Homo sapiens, Mus musculus e
Rattus norvegicus demonstra um grau elevado de conservagdo entre as espécies, evidenciado
pela preservagdo de aminoacidos idénticos ao longo das sequéncias proteicas. As diferencas
pontuais observadas se referem a substitui¢des conservativas, que pode sugerir preservacao
estrutural e funcional da proteina. Além disso, por conta da similaridade evolutiva entre Mus
musculus e Rattus norvegicus, observou-se maior similaridade.

Esse achado pode indicar que a alta conservagao dessa molécula entre espécies reforga
que, por exercer fungdes biologicas importantes, como sinalizagdo celular e angiogénese, teve
sua estrutura preservada ao longo da evolucdo. O resultado também se torna relevante para o
estudo por demonstrar a similaridade da proteina em Mus musculus e Homo sapiens,
demonstrando a relevancia da utilizacdo do modelo murino para a investigacao da Nrp 1.

Portanto, a analise comparativa das sequéncias de NRP1 complementa os dados de
expressdo obtidos nesse estudo ao demonstrar que essa molécula apresenta elevado grau de
conservagao entre espécies. Considerando que a NRPI apresentou expressao em
compartimentos estromais estratégicos, como células endoteliais tumorais e CAFs, sua
conservagao entre Mus musculus € Homo sapiens amplia a importancia translacional dos
achados. Ainda assim, ¢ importante ressaltar que a conservacdo da sequéncia ndo substitui

analises funcionais, sendo necessarios estudos complementares.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que os genes dos principais receptores
do SARS-CoV-2, Eca? e Tmprss2, apresentam baixa expressao no microambiente do
melanoma murino B16F10. Em contraste, os correceptores exibem expressdo ampla, porém
heterogénea e dependente do tipo celular. Entre eles, Hspa5, Bsg, Vim, Itgbl e Itgh3
apresentaram os maiores niveis de expressdo no microambiente tumoral como um todo,
enquanto Dpp4, Axl, Hspg2, Tlr4 ¢ Nrpl apresentaram expressao mais restrita. A analise
segmentada revelou que Bsg, Vim, Hspal, Itghl e Axl foram mais expressos em fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), enquanto Vim, Bsg, Itgb1, Hspa5 e Nrpl se destacaram em células
endoteliais tumorais. Além disso, a analise comparativa das sequéncias de neuropilina-1
demonstrou elevado grau de conservacdo entre diferentes espécies, refor¢ando o potencial
translacional do modelo murino para estudos relacionados a essa molécula.

Esses resultados demonstram que os correceptores do SARS-CoV-2 apresentam perfis
especificos de expressao nos diferentes compartimentos do microambiente tumoral, sugerindo
sua participacdo em processos bioldgicos como ativagdo estromal, angiogénese, interagcdo
célula-matriz e progressdo tumoral. Dessa forma, este estudo contribui para ampliar o
conhecimento sobre a distribui¢ao dessas moléculas no microambiente de melanoma murino
B16F10 e fornece subsidios para futuras investigagdes experimentais que busquem esclarecer
suas fungdes bioldgicas e avaliar seu potencial como alvos para estratégias terapéuticas

direcionadas ao cancer.
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