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RESUMO

Um tumor primario pode ser caracterizado pelo crescimento de células cancerigenas
localizadas em algum tecido ou 6rgao. Quando essas células tumorais se disseminam
pela circulagdo sanguinea, elas colonizam regides distantes em relagdo ao tumor
inicial, caracterizando o processo de metastase. Alguns érgéos sdo mais susceptiveis
a esse processo, como os pulmdes e medula éssea. A medula éssea € um tecido
especializado localizado no interior dos ossos responsavel pelo processo de
hematopoiese. A medida em que as células tumorais interagem com as componentes
celulares da medula, a hematopoiese é comprometida. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho € identificar quais sdo as populagdes celulares mais evidentes nesse
microambiente, buscando identificar quais sdo os genes alterados e quais s&o as vias
de sinalizagao responsaveis por processos relacionados a imunossupressao, evasao
do sistema imune e estabelecimento de novas metastases. A metodologia consiste na
reanalise de dados de single-cell que englobam medula 6ssea acometida por
metastase, utilizando o RStudio e os pacotes capazes de realizar as analises de
interesse, como o ClusterProfiler, a fungdo enrichGO e o algoritmo CellComm. A
analise dos genes expressos pelos diversos tipos celulares identificou genes, como o
CXCL12 e GIMAPY?7, que favorecem a migracao celular para o microambiente e
disfuncao dos linfocitos T, respectivamente. Além disso, redes de comunicagao celular
que envolvem os ligantes MIF e CXCL2, responsaveis pelo estabelecimento de um
cenario inflamatério intermitente, também foram identificados pelo CellComm. Sendo
assim, esses resultados fornecem um panorama mais detalhado a respeito das
alteracbes que ocorrem na medula éssea acometida pela presenca de células
tumorais disseminada, possibilitando a realizacdo de experimentos como intuito de
verificar como essas mudancgas impactam a dindmica da medula.

Palavras-chave: cancer; metastases Osseas; single-cell, biologia computacional;
CellComm.



ABSTRACT

A primary tumor can be characterized by the growth of cancer cells located in some
tissue or organ. When these tumor cells spread through the bloodstream, they colonize
distant regions in relation to the initial tumor, characterizing the process of metastasis.
Some organs are more susceptible to this process, such as the lungs and bone
marrow. Bone marrow is a specialized tissue located inside the bones responsible for
the process of hematopoiesis. As tumor cells interact with the cellular components of
the marrow, hematopoiesis is compromised. Therefore, the aim of this study is to
identify which cell populations are most evident in this microenvironment, seeking to
identify altered genes and signaling pathways responsible for processes related to
immunosuppression, evasion of the immune system, and the establishment of new
metastases. The methodology consists of the reanalysis of single-cell data
encompassing bone marrow affected by metastasis, using the RStudio programming
environment and packages capable of performing the analyses of interest, such as
ClusterProfiler, enrichGO, and the CellComm algorithm. The analysis of genes
expressed by various cell types identified genes such as CXCL 12 and GIMAP?7, which
favor cell migration to the microenvironment and dysfunction of T lymphocytes,
respectively. In addition, cellular communication networks involving the ligands MIF
and CXCL2, responsible for the establishment of intermittent inflammation, were also
identified by CellComm. Thus, these results provide a more detailed overview of the
alterations that occur in bone marrow affected by the presence of disseminated tumor
cells, enabling the conduct of experiments to investigate how these changes impact
the dynamics of the marrow.

Keywords: cancer; bone metastases; single-cell; computational biology; CellComm.
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1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

O céncer é a segunda principal causa de obitos em escala global, resultando
em cerca de 9,6 milhdes de mortes em 2018, o que equivale a uma em cada seis
mortes. Nos Estados Unidos, os tipos mais prevalentes entre os homens incluem o
cancer de pulmao, prostata, colorretal, estdmago e figado. Ja entre as mulheres, os
canceres mais comuns sdo os de mama, colorretal, pulmio, cervical e tireoide
(Organizagao Pan-Americana da Saude, 2020).

Na populagédo brasileira, os tipos de cancer mais comuns também sao
distintos entre homens e mulheres. No caso dos homens, destacam-se o cancer de
préstata, pulmao e célon, enquanto nas mulheres os mais frequentes sao o cancer de
mama, colo do utero e célon. E crucial ressaltar que a prevaléncia especifica de tipos
de cancer em um determinado pais esta intrinsecamente ligada a fatores
socioeconOmicos, culturais e sociais proprios de cada nagao (Instituto Oncoguia,
2022).

Estima-se que uma parcela substancial, variando entre 30% e 50%, das
mortes relacionadas ao cancer poderia ser prevenida por meio da adog¢ao de habitos
de vida mais saudaveis e pela diminuigdo dos fatores de risco. O tabagismo,
sedentarismo, alimentacéo inadequada e exposi¢ao excessiva a radiagao ultravioleta
(UVA e UVB) sédo considerados como os principais contribuintes para mutacdes
genéticas, destacando-se como elementos-chave nesse contexto (Bilodeau, 2021).

O cancer pode ser caracterizado como uma condigdo com base genética, e
tem sua origem influenciada por diversos fatores, sejam eles de origem interna ou
externa. Esses fatores tém a capacidade de alterar o funcionamento dos genes
responsaveis por regular as fungdes celulares, especialmente os processos de
crescimento, divisdo celular e reparo de DNA (Goldberg; Parker; Gevers, 1991).

Quando células normais s&o expostas a agentes cancerigenos, mecanismos
celulares responsaveis pelo reparo sdo acionados. No entanto, quando esses
mecanismos falham, os danos celulares persistem e causam alteracbes na
composicao e integridade da membrana celular, citoplasma e nucleo. Esse processo
resulta no surgimento de células defeituosas, as quais proliferam rapidamente e

formam o tumor primario (Brose et al., 2003).
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As modificagcbes genéticas que desempenham um papel crucial no
desenvolvimento do cancer geralmente afetam trés categorias principais de genes: os
proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes envolvidos no reparo do DNA.
Essas alteragdes sdo frequentemente denominadas "drivers" ou promotoras do
cancer, enfatizando seu papel essencial no desencadeamento e progressdo da
doenca (Martinez-Jiménez et al., 2020).

Os proto-oncogenes (Figura 1) sdo genes que atuam no controle do
crescimento celular e na regulagéo do ciclo celular. A fungdo normal desses genes é
regular o crescimento celular, a diferenciacao e a sobrevivéncia celular (Chial, 2008).

Eles codificam proteinas que estdo envolvidas em vias de sinalizagao celular,
controle do ciclo celular e reparo do DNA. Quando uma célula se divide ou responde
a estimulos, as proteinas sintetizadas pelos proto-oncogenes séo ativadas e
desencadeiam respostas celulares (Eng, 1999).

No entanto, quando mutagdes ou outras alteracbes genéticas ocorrem, os
proto-oncogenes se tornam oncogenes. Os oncogenes apresentam mutagdes que
resultam na expressdao génica exacerbada, levando a uma desregulagao
descontrolada do crescimento celular, resultando na proliferacdo acentuada e

contribuindo para a formagao dos tumores primarios (Cooper, 2000).

Figura 1 — Diferenga entre o proto-oncogene e o oncogene

O proto-oncogene O oncogene é resultado de
garante a divisdo mutagbes nos proto-oncogenes
celular controlada
-
)~ ——- ™S ———
i

Divisdo celular
controlada

Divisdo celular
descontrolada

Fonte: Biocare Medical (2022).
Legenda: Um proto-oncogene, quando apresenta atividade adequada, garante a divisao celular
controlada. No entanto, quando sofre mutagdes, se torna um oncogene. Isso resulta na proliferagao
celular aumentada.

Ja os genes supressores de tumor (Figura 2) exercem um papel crucial ao
controlar a taxa de divisao celular, corrigir anomalias no DNA e sinalizar o momento

adequado para a célula passar pelo processo de morte celular programada, conhecido
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como apoptose. Quando ocorrem alteragdes em sua funcéo, as células passam a se
proliferar de maneira descontrolada, elevando substancialmente o risco de
desenvolvimento de cancer (Mattar et al., 2003).

E importante salientar que os genes supressores de tumor geralmente tém
sua perda de funcido através de mutagdes pontuais ou delegdo que inativam a
atividade do gene em questao, resultando na proliferagao celular acentuada (Wang et
al., 2018).

Um dos genes supressores de tumor mais conhecidos € o TP53, responsavel
por sintetizar a proteina p53. Essa proteina € considera um fator de transcricéo crucial
no controle adequado da atividade de outros genes responsaveis pelo controle do
ciclo celular, reparo do DNA e estabilidade gendmica. As mutagbes no gene TP53,
resultando em alteracdes na p53, sdo bem evidenciadas pela literatura e pela clinica,

sendo relacionadas ao cancer de mama e pulméao (Marei et al., 2021).

Figura 2 — Diferenca entre um gene supressor de tumor funcional e um gene

supressor de tumor com mutagao

Gene supressor de tumor Gene supressor mutado
e — e Ny

O Proteina funcional xi Proteina defeituosa

l

Divisdo celular adequada Divisdo celular descontrolada

Fonte: Silveira (2018).
Legenda: Genes supressores de tumor sintetizam proteinas que controlam a divisao celular. Quando
esses genes sofrem mutagdes, a proteina sintetizada perde seu efeito, resultando na divisdo celular
descontrolada.

A ultima categoria de genes que apresentam alteragdes no contexto do cancer
abrange os genes de reparo de DNA. Esses genes desempenham uma fungao crucial

na corregao de danos no DNA, que sao decorrentes de fatores internos e externos.
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Células com mutacdes nesses genes tém uma propensao a desenvolver mutagoes
adicionais em outros genes e a sofrer alteragdes nos cromossomos, incluindo
duplicacdes e delegcdes de partes cromossémicas. Assim, essas mutagcdes podem
transformar células inicialmente saudaveis em células com caracteristicas

cancerigenas (Clancy, 2008).

Figura 3 — Representagédo da agcao adequada e inadequada dos genes de reparo do

DNA
Reparacao
correta TACGT
TACGT TACGT e 2 ATGCA
ATGCA ATTCA
\ Alteragao
ATTCA
Reparagao
andomala

Fonte: Sousa (2021).
Legenda: Genes de reparo do DNA, quando funcionais, sao capazes de reparar erros nas sequéncias
de nucleotideos, garantindo a integridade do material genético. Quando esses genes sao alterados, o
reparo ndo ocorre de maneira adequada, resultando em danos permanentes ao DNA.

1.2 ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO DO CANCER

O cancer € uma doencga que possui diversas etapas de desenvolvimento,
desde a formacao inicial de células andmalas, denominada tumor primario, até a
disseminagao para outras regides do corpo, processo conhecido como metastase. A
descricao clinica dos estagios do cancer é frequentemente conduzida por meio de um
sistema de classificacdo denominado sistema TNM, o qual leva em consideracgao trés
fatores fundamentais (Rosen; Sapra, 2023).

O primeiro parametro é identificado pela letra T, abrangendo a escala de TO a
T4, sendo que valores mais elevados indicam uma maior extensdo da massa tumoral

inicial. Ja o segundo é caracterizado pela letra N, com variagdo de NO (indicando a
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auséncia de envolvimento de linfonodos) até N3 (indicando uma invaséo significativa
dos linfonodos).

Por fim, o terceiro parametro é representado pela letra M, descrevendo se ha
presenca de metastases no organismo do paciente. A designacdo MO sugere a
auséncia de metastases, enquanto M1 indica a identificagcdo de pelo menos uma
metastase por meio de exames de imagem.

A combinagcdo desses fatores possibilita a determinagcdo do estagio de
desenvolvimento do cancer, frequentemente designado por numeros romanos de | a
IV. O estagio | sugere um céancer restrito ao tumor primario, enquanto o estagio 1V
indica um cancer avancado que se disseminou através de metastases. E crucial
destacar que o sistema de classificagao pode variar conforme o tipo de cancer, mas,
de maneira geral, essa abordagem de classificagao € pertinente para tumores sélidos
(National Cancer Institute, EUA, 2022).

Quadro 1 — Estagios do cancer de acordo com os aspectos clinicos

Estagios do Cancer Significado Clinico

Estagio 0 Células anormais estao presentes, porém ainda nao se
disseminaram para os tecidos adjacentes.

Estagio I, Il e Il Células tumorais estéo presentes no tecido local e areas ao

redor. Quanto mais avangado o estagio, maior é a
extensdo da massa tumoral.

Estagio IV Presenca de uma ou mais metastases em regides distantes
do organismo.

1.3 PROCESSO DE ESTABELECIMENTO DE METASTASE E METASTASES
OSSEAS

O processo de estabelecimento de metastases envolve diversas etapas
complexas. Inicialmente, ocorre a invaséo local das células tumorais, seguida pela sua
entrada na corrente sanguinea e posterior saida da circulagdo para, finalmente, se
estabelecerem em locais distantes, como outros érgaos e tecidos (Van Zijl; Krupitza;
Mikulits, 2011).

Durante a fase inicial de disseminacgao das células tumorais, o cancer primario
libera fatores que propiciam condicdes adequadas para a colonizacdo das células
tumorais no local secundario, estabelecendo uma comunicagao vital entre o tumor e

o estroma. A migragao e a plasticidade tanto das células cancerigenas quanto do
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ambiente circundante, incluindo as células estromais e endoteliais, desempenham
papeéis cruciais nesse processo complexo (Langley; Fidler, 2011).

Os ossos do esqueleto representam o terceiro local mais suscetivel ao
desenvolvimento de metastases, ficando atras apenas dos pulmdes e do figado. A
maioria das metastases 0sseas origina-se de tumores primarios localizados na mama,
prostata ou pulmdo, embora tumores renais e tireoidianos também possam se
disseminar para os ossos (Ryan et al., 2022).

Essas metastases sao mais prevalentes em areas como a coluna vertebral,
0ssos da pelve (como o osso iliaco), fémur, cranio e costelas. Os sinais e sintomas
associados as metastases Osseas incluem dor persistente nos ossos, fraqueza,
fraturas Osseas e, em casos mais graves, compressdao da medula espinhal. A
identificacdo precoce e o tratamento adequado sdo cruciais para gerenciar essas
complicagbes metastaticas 6sseas (Macedo et al., 2017).

O cancer 6sseo metastatico, também conhecido como cancer 6ésseo
secundario, refere-se aos tumores que se originam em outros tecidos e se disseminam
(metastizam) para dentro dos ossos. A abundéancia de veias e artérias no interior dos
ossos representa um fator crucial que os tornam locais altamente susceptiveis a
disseminacdo metastatica. Além disso, a presenca da medula éssea também €& um
dos principais fatores determinantes para a propensao do tecido ésseo tornar-se alvo
de metastases Osseas (Jayarangaiah; Kemp; Theetha Kariyanna, 2023).

A medula 6ssea € um tecido encontrado praticamente no interior de todos os
0ssos, sendo mais abundante em ossos longos como o fémur e o osso iliaco.
Desempenha um papel crucial na producao de células sanguineas, incluindo glébulos
vermelhos, glébulos brancos e plaquetas. Esse tecido pode ser funcionalmente
dividido em dois tipos principais: a medula 6ssea vermelha, responsavel pela
produgao intensa de células sanguineas (processo denominado de hematopoiese), e
a medula 6ssea amarela, que, predominantemente, consiste em células de gordura
(Krebsbach et al., 1999).
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Figura 4 — Representacio do processo de hematopoiese realizado pela medula
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Fonte: Toda Matéria (2023).

Legenda: A hematopoiese tem inicio a partir de células-tronco pluripotentes. Durante esse processo,
ocorre a diferenciagdo em duas linhagens principais: uma associada as células mieloides,
responsaveis pela producdo de hemacias e mondcitos, e outra relacionada as células linfoides, que
originam os linfocitos T e os linfécitos B.

Contudo, a dindmica regular da medula 6ssea pode ser interrompida,
especialmente pela migracdo de células tumorais, levando a formagédo do

microambiente tumoral (Anderson; Simon, 2020).
1.4 MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA IMPORTANCIA

O microambiente tumoral nas metastases Osseas desempenha um papel
crucial no crescimento, desenvolvimento e longevidade dessas lesdes. O tecido 6sseo
€ composto por células 6sseas, células do sistema imunoldgico, células endoteliais e
uma matriz extracelular rica em colageno, fosfato e calcio, constituindo um
microambiente altamente viavel. Quando células cancerigenas alcangam o 0sso, elas
estabelecem interagdes complexas com as células residentes, alterando o equilibrio

do microambiente (Baghban et al., 2020).



18

Figura 5 — Microambiente tumoral e seus elementos
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Fonte: Shi, Riese e Shen (2020).
Legenda: O microambiente tumoral é caracterizado pela interagao das células tumorais com outras
células residentes e células que sao recrutadas para o local. Sendo assim, por fatores secretados ou
contatos célula-célula, o microambiente se desenvolve.

Nas metastases 6sseas, o microambiente tumoral fornece condi¢cdes para que
ocorra o crescimento das células cancerigenas por meio de diversos mecanismos.
Por exemplo, as células tumorais tém a capacidade de secretar fatores que estimulam
a formacéao de novos vasos sanguineos, um processo conhecido como angiogénese.
Esse fendbmeno contribui para aumentar o fornecimento de nutrientes e oxigénio,
promovendo assim o crescimento tumoral. Além disso, as células cancerigenas
interagem com as células 6sseas normais, acentuando o metabolismo 0sseo pela
acao dos osteoblastos e osteoclastos. Esse processo facilita a entrada e saida de
células do osso, permitindo a invasao de novos tecidos (Cacho-Diaz et al., 2020).

Além disso, o microambiente tumoral também desempenha um papel crucial
na resposta imunolégica. As células cancerigenas tém a habilidade de evadir o
sistema imune local por meio de mecanismos de imunossupressado, modulagcdo das
células do sistema imunoldgico e interagbes com as células estromais do tecido
conjuntivo do osso. Esses fatores ndo apenas contribuem para a progressédo das
metastases 6sseas, mas também apresentam desafios adicionais no tratamento
medicamentoso dessas lesdes (Lee; Na; Choi, 2021).

Dessa maneira, a compreensao da heterogeneidade das células que

compdem o microambiente tumoral torna-se crucial, assim como a compreensao das
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diversas vias de sinalizagdo estabelecidas. Essas vias nao apenas influenciam
diretamente na progressao do cancer, mas também podem ser alvos farmacolégicos

para o desenvolvimento de novas terapias (Ramos et al., 2022).
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2 HIPOTESE

Quais séo as alteragdes que as células tumorais disseminadas na medula
O0ssea provocam no microambiente da medula 6ssea que sofreu metastase?

As células tumorais disseminadas na medula éssea favorecem a expressao
de genes que apresentam mutagdes, alterando a dinamica do microambiente tumoral
através de novas vias de comunicagado celular caracterizadas por processos de

imunossupressao, migragao celular acentuada e disfungdo metabdlica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as diferengas na composigao celular, expressédo génica e comunicagao

celular no microambiente da medula espinhal afetada por metastase 6ssea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Analisar as diferengas na composigao celular do microambiente tumoral
em comparagdo com a medula éssea saudavel,

- Identificar genes que estdo downregulated ou upregulated em grupos
celulares especificos presentes nas porgdes benigna e tumoral;

- Correlacionar os genes identificados com processos celulares que
desempenham, por meio do enriquecimento funcional;

- Identificar vias de sinalizagdo e comunicagdo celular referentes as

populagdes celulares identificadas na porgao tumoral.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DOS DATASETS UTILIZADOS

Neste estudo empregamos informagdes provenientes do banco de dados
conhecido como GEO (Gene Expression Omnibus), uma fonte publica e acessivel que
oferece uma ampla variedade de conjuntos de dados. O conjunto de dados especifico
utilizados foram inicialmente produzidos e disponibilizados por Kfoury e
colaboradores, no ano de 2021, em colaboracdo com especialistas do Massachusetts
General Hospital e do Harvard Stem Cell Institute. Esses dados estao disponiveis no
GEO com o cédigo de identificacdo GEO: GSE143791.

Para adquirir esses dados de scRNA-seq, a equipe médica, em colaboracdo
com os autores do artigo, conduziu cirurgias em nove pacientes diagnosticados com
cancer de prostata que apresentavam metastase na medula espinhal.

Esses procedimentos cirurgicos foram necessarios para mitigar a pressao e
estabilizar as vértebras afetadas. E relevante destacar que todos os pacientes
participantes consentiram voluntariamente e formalizaram sua concordancia por meio
da assinatura de termos de consentimento, autorizando expressamente a utilizagao
dos tecidos obtidos por biopsias em atividades de pesquisa.

Os conjuntos de dados fornecidos pelos autores abrangiam amostras de
tecido solido de uma vértebra onde ocorreu o processo metastatico (parte do tumor),
medula 6ssea liquida da vértebra afetada por metastase (parte envolvida) e medula
Ossea liquida de uma vértebra distante daquela com a metastase (parte distal).
Adicionalmente, foram disponibilizados dados da medula éssea saudavel coletada dos
ossos iliacos de pacientes saudaveis, constituindo assim o grupo controle para
comparagao com os pacientes doentes.

Vale ressaltar que os dados dos pacientes saudaveis foram previamente
publicados por Oetjen e colaboradores (2018) e estdo disponiveis no GEO sob os
cédigos de identificacdo GEO: GSE120221 e GSE120446.
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Figura 6 — Representacao dos locais cujos procedimentos cirurgicos foram

realizados
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Fonte: adaptado de Kfoury et al. (2021).
Legenda: A regido tumoral e distal corresponde a bidpsias realizadas em tecidos sdélidos, ja a regido

envolvida corresponde ao tecido liquido localizado no interior da vértebra.

4.2 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS E CRIAGAO DO OBJETO CELLROUTER
A PARTIR DOS DADOS BRUTOS

Para a analise dos dados brutos de células individuais, empregamos uma
ferramenta denominada Framework for Unified Single-Cell Analysis (FUSCA), um
pacote desenvolvido na linguagem de programacgao R.

O FUSCA foi rodado através do ambiente RStudio (versao 4.3.0), a partir do
servidor do Laboratério de Biologia de Sistema da UFSC. Este conjunto de
ferramentas possui a capacidade de conduzir uma variedade de analises
especializadas projetadas para dados dessa natureza.

A utilizagdo das ferramentas do FUSCA permite o pré-processamento dos
dados, uma etapa crucial responsavel pela normalizagao e adequagao dos dados, que
viabiliza analises mais detalhadas.

Dessa forma, apds esse processo, dois objetos do tipo cellrouter foram
criados, sendo que um contém dados referentes a fragdo benigna e o outros dados
da fracdo tumoral, possibilitando a execucgao de tarefas como a identificacdo dos tipos
celulares presentes nos conjuntos de dados e outras analises cabiveis ao proposito
do trabalho.
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4.3 ANALISE DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NA PORCAO
BENIGNA E TUMORAL UTILIZANDO A FUNGAO COMPARETWOGROUPS.

A funcdo CompareTwoGroups do FUSCA possui a capacidade de conduzir a
analise de genes diferencialmente expressos, utilizando o calculo da expressao média
dos genes em duas populagdes celulares distintas. No contexto desta pesquisa, a
analise de expressao diferencial tem o intuito de detectar os genes diferencialmente
expressos. Essa abordagem oferece uma compreenséo das diferengas moleculares
da medula 6ssea afetada por metastase em comparacdo com a medula Ossea
saudavel.

Os grupos celulares escolhidos para a analise se basearam na figura 7, onde
estao representadas as propor¢des das populacdes celulares de acordo com a fragao
em que se encontram. O critério para a escolha das populagdes ocorreu, de forma
geral, a partir dos tipos celulares que apresentam uma presengca aumentada na porgao
tumoral. Sendo assim, os grupos celulares escolhidos para a analise foram os
mondcitos inflamatérios no tumor (T/IMs), macréfagos associados ao tumor (TAMSs),
células B maduras (Mature B cells), células B imaturas (Immature B cells),
osteoblastos, células progenitoras, células endoteliais, células dendriticas mieloides
(mDC), células dendriticas de origem plasmocitoide (pDC), células natural killer (NK)
e células natural killer do tipo T (NKT). Essa abordagem visa identificar os principais
genes expressos por essas populagdes na fragdo benigna e tumoral.

E importante ressaltar que a fungdo CompareTwoGroups permite a
comparacgao entre grupos celulares que estdo ndo estido presentes em ambas as
porcoes analisadas, ou seja, nas por¢cbes benigna e tumoral. Entretanto, neste
trabalho, para que seja possivel analisar como os genes de algumas populagdes
especificas se alteram entre a fragdo benigna e tumoral, apenas os grupos celulares
que estdo presentes nessas duas fragdes serdao analisados.

E relevante destacar que nem todos os genes estdo representados nas
imagens a seguir, visto que isso resultaria em uma sobreposicao de nomes,
dificultando a visualizagdo. Ademais, os genes que apresentam um valor de p.adjust
menor que 0.05 ndo foram marcados, sendo a linha pontilhada nas imagens
subsequentes a delimitagao para esses genes. O valor de p.adjust escolhido reduz a
probabilidade de erros do tipo 1, diminuindo a chance de encontrar resultados falso-

positivos.
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4.4 ANALISE DE ONTOLOGIA OU ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

A analise de ontologia ou enriquecimento funcional permite identificar
processos biologicos relacionados com os genes diferencialmente expressos por
determinada populacgao celular.

E importante salientar que esse tipo de andlise ndo tem como intuito
demonstrar de forma individual como cada gene atua no contexto em que esta
inserido, mas busca relacionar, de forma geral, todos os genes expressos com 0s
principais processos bioldgicos que podem estar envolvidos.

Dessa forma, a analise foi conduzida a partir da fungao enrichGO. O usuario
pode relacionar os genes diferencialmente expressos com trés parametros principais,
sendo eles BP (processo biolégico), CC (componente celular) ou MF (fungdo
molecular), de acordo com o tipo de analise que deseja.

Neste trabalho, o parametro escolhido foi “processo biolégico”, com o intuito
de identificar os 10 processos mais relevantes que podem ser associados aos genes
expressos pelas populagdes celulares identificadas na analise de genes

diferencialmente expressos.

4.5 PREDICAO DE REDES DE COMUNICAGCAO CELULAR UTILIZANDO O
ALGORITMO CELLCOMM

O CellComm é um algoritmo de biologia de sistemas orientado por dados que
integra sequenciamento de RNA de células unicas, redes de interagao de proteinas e
redes regulatérias de genes para inferir quais sao os tipos celulares dentro de um
tecido heterogéneo que estdo de fato estabelecendo redes de comunicagao celular,
bem como seus programas transcricionais downstream, ou seja, vias de sinalizagao
ou processo celular decorrentes da ativacao de receptores de membrana celular.

Sendo assim, o CellComm é capaz de inferir quais sdo os principais pares de
ligantes e receptores, bem como quais sao as populagdes celulares que enviam um
ligante e quais sdo os tipos celulares que possuem receptores para o ligante
especifico.

E importante salientar que este trabalho n&o realizou modelos experimentais,

mas espera-se que, a partir da utilizagdo do CellComm, seja possivel gerar novas
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informacdes que contribuirdo para futura consulta bibliografica e execucdo de

experimentos, por exemplo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIFERENGCAS NA COMPOSICAO CELULAR ENTRE A PORCAO BENIGNA E
TUMORAL

Observa-se que algumas populagdes celulares podem experimentar
aumentos ou redugcdes em decorréncia das interagdes celulares e das condigcbes
presentes no microambiente. A populagdo mais distintiva nesse microambiente é
formada pelas préprias células tumorais, as quais migraram do tumor primario para o

local da metastase.

Figura 7 — Diferengas quanto a proporgéo das populagdes celulares de acordo com

a fragdo em que se encontram
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

Legenda: O grafico de barras representa a proporgao dos principais grupos celulares identificados. A
cor laranja indica a porgdo benigna e cor azul é referente a porgao tumoral. Quanto maior o
preenchimento do grafico de barras pela respectiva cor, indica que a populacéo celular esta presente
em maior numero na fragdo correspondente.
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Figura 8 — Populagdes celulares encontradas na porgao benigna(esquerda) e na

porcao tumoral(direita)
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: A fragédo tumoral e benigna apresenta diferengas quantitativas e qualitativas, sendo que
algumas populagdes celulares sdo exclusivas de cada fragdo. Além disso, alguns grupos celulares
aumentam ou diminuem quando se compara as duas fragoes.

Observa-se, de maneira destacada, um aumento notavel de macréfagos na
porcao tumoral, enquanto essa populacido € discreta na medula éssea saudavel. As
células endoteliais e eritroides também manifestam um aumento, sugerindo uma
possivel resposta celular a necessidade de estabelecimento de novos vasos
sanguineos, processo denominado angiogénese, e maior aporte de oxigénio na area
tumoral, decorrentes do processo de hipodxia.

Outras populagdes celulares, como aquelas relacionadas ao metabolismo
0sseo, como osteoblastos e osteoclastos, tornam-se mais proeminentes no
microambiente tumoral, em contraste com sua presenca discreta na medula 6ssea

saudavel.

Quadro 2 — Populagdes celulares com predominancia na porgéo tumoral

Tipo Celular % de células na fracdo tumoral
Células tumorais 100%

Macréfagos 95%

Mondcitos 70%

Células endoteliais 95%

Osteoblastos 95%

Osteoclastos 95%

Células dendriticas mieloides (mDC) 75%

Células dendriticas plasmocitoides (pDC) 70%

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Por outro lado, algumas populag¢des, como as células NK e NKT permanecem

relativamente inalteradas ou apresentam alteragdes pouco significativas. Entretanto,
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as inalteragcbes nas quantidades de células de determinada populagdo néao
necessariamente indicam que a expressdo génica ndo se altera. E comum que a
expressao génica se altere no microambiente tumoral, justamente pela nova dindmica

que se estabelece.

Quadro 3 — Populagdes celulares com distribuigdo equilibrada entre a fragao benigna

e tumoral
Tipo Celular % de células entre a fragédo benigna e tumoral
Linfécitos CD8+ 50% em cada fracdo
Linfécitos T helper 50% em cada fracdo

Células natural killer (NK) 50% em cada fragéo

Células natural killer do tipo T (NKT) 50% em cada fracdo

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Adicionalmente, é observada uma reducado nas populacdes de células B
maduras e células B imaturas no microambiente tumoral. Essa diminuigdo sugere que
algum fator ou sinalizacao especifica presente nesse ambiente pode estar exercendo

uma supressao no sistema imunoldgico adaptativo.

Quadro 4 — Populagdes celulares com predominéancia na porgéao benigna

Tipo celular % de células na porcao benigna

Células B imaturas

90%

Células B maduras

70%

Linfécitos T naive

75%

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Ao analisarmos a quantidade de genes, também observamos que alguns
grupos celulares podem apresentar variagdes no numero de genes diferencialmente
expressos, dependendo da porgcao em que se encontram.

Notavelmente, os linfécitos e os macrofagos (TAM e TIM) séo frequentemente
descritos como os principais contribuintes para o estabelecimento de um
microambiente imunosupressivo (Kwak et al., 2020), o que pode explicar o aumento
no numero de genes diferencialmente expressos por esses grupos celulares. Essas
descobertas ressaltam a influéncia critica dessas populagbes celulares na
complexidade do microambiente tumoral.

Observa-se também um aumento no numero de genes diferencialmente
expressos por osteoblastos e osteoclastos, indicando que, dada a natureza da

metastase 0ssea, o metabolismo 6sseo esta ampliado. Esse aumento sugere uma
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maior atividade nessas células, que desempenham papéis cruciais na sintese da
matriz organica e na absorgdo e remodelacdo 6ssea. Essas alteragdes genéticas
evidenciam a adaptacido dessas populacdes celulares para enfrentar as demandas
especificas do microambiente tumoral na medula 6ssea.

A observacdo do aumento no numero de genes diferencialmente expressos
nas células endoteliais e eritroides na porgdo tumoral esta em consonancia com a
maior demanda por oxigénio e a necessidade de angiogénese, conforme mencionado

anteriormente.

Quadro 5 — Populagdes celulares que apresentam aumento do numero de genes

diferencialmente expressos na porg¢ao tumoral

Tipo Celular Genes diferencialmente | Genes diferencialmente expressos na
expressos na porgao | porgao tumoral
benigna

Células tumorais 00 585

Macrdéfagos 07 727

Mondcitos 05 1752

Células dendriticas | 209 442

mieloides (mDC)

Osteoblastos 14 664

Osteoclastos 00 188

Células endoteliais 01 632

Células eritroides 59 241

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Quanto as células B maduras e células B imaturas, a diminui¢ao significativa
no numero de genes na porgao tumoral sugere uma possivel supresséo do sistema

imunologico adaptativo nesse ambiente.

Quadro 6 — Populagdes celulares que apresentam redugéo do numero de genes

diferencialmente expressos na porg¢ao tumoral

Tipo Celular Genes diferencialmente | Genes diferencialmente
EeXpressos na porgcao | expressos na porgao tumoral
benigna

Células B imaturas 2707 43

Células B maduras 2118 584

Células natural killer (NK) 742 547

Células natural killer do tipo T | 726 498

(NKT)

Células progenitoras 1180 1092

Fonte: elaborado pelo autor (2023).
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Essas correlagdes apontam para uma relacdo direta entre o aumento ou
diminuicdo da quantidade de genes expressos e as variagdes nas populagdes
celulares. Quando uma populagdo celular aumenta no microambiente tumoral,
observa-se um aumento correspondente no numero de genes expressos. Da mesma
forma, quando a populag¢ao diminui, 0 numero de genes também diminui. Essa relagéo
demonstra uma proporcionalidade direta entre a quantidade de genes

diferencialmente expressos e as alteragdes nas populagdes celulares.

5.2 GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS ENTRE A PORCAO TUMORAL E
BENIGNA E ANALISE DE ONTOLOGIA

5.2.1 Mondcitos Inflamatérios no Tumor (TIM)

Os mondcitos, componentes do sistema imune inato, circulam na corrente
sanguinea e sdo mobilizados para diferentes tecidos durante processos inflamatorios
ou formacdo de tumores. Desempenham um papel crucial na manutencdo da
homeostase tecidual, iniciando respostas do hospedeiro contra patdégenos e
contribuindo para a ativagdo apropriada das respostas imunoldgicas (Espinoza;
Emmady, 2023).

Apresentando uma ampla diversidade fenotipica, os monécitos podem ser
categorizados como classicos e nao classicos. Ambos os tipos podem exibir fungdes
pré-tumorais ou antitumorais, dependendo dos estimulos aos quais estao expostos no
microambiente (Chimal-Ramirez et al., 2016).

Os mondcitos classicos (CD14+CD16-), quando expostos a citocinas no
microambiente tumoral, diferenciam-se em macréfagos associados ao tumor (TAM),
promovendo imunossupressao, principalmente pela inibicado da funcéo dos linfécitos
T, promogdo da angiogénese e recrutamento de outras células para o local
(Narasimhan et al., 2019).

Em contrapartida, os monécitos nao classicos (CD14-CD16+), quando
funcionalmente ativos, demonstram potencial citotoxico contra células tumorais e
facilitam a apresentacdo de antigenos a outras células do sistema imunolégico
(Kapellos et al., 2019).

Dentre os diversos fatores que influenciam a dindmica dos mondcitos, a

citocina CCL2 esta associada ao intenso recrutamento de mondécitos da medula 6ssea
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durante a formacao de tumores e processos metastaticos em alguns tipos de cancer,
incluindo céancer colorretal, de mama e de préstata. Essa citocina, secretada por
fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais, esta frequentemente relacionada
a processos de inflamacéao cronica, ndo apenas no contexto do cancer, mas também

na artrite reumatoide (Deshmane et al., 2009).

Figura 9 — Genes diferencialmente expressos por TIM na fragdo tumoral e analise de

ontologia
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressao aumentada na porgéo tumoral.
Os genes com expressao reduzida ndo estao representados, mas seriam da cor azul se estivessem
presentes.

Dentre os genes mais expressos pelos T/IM no microambiente tumoral estdo
o MME, ZNF528, RP4-575N6.4 e TP535K.

O gene MME é responsavel pela sintese de uma glicoproteina relacionada a
fenotipos de linfécitos imaturos, como ocorre na leucemia linfoide aguda (LLL). A LLL
€ uma doenca caracterizada pela formagao de linfocitos que apresentam danos ao
seu material genético, sendo que nao atingem o seu estagio de maturagao final.
Dentre os fatores relacionados a esse processo estdo as infecgdes frequentes e
alteracdes que modificam a atividade do sistema imune. No microambiente tumoral é
comum que diversos fatores causem imunossupressao, favorecendo a expressao de
genes como o MME (Puckett; Chan, 2023).

Ja o gene ZNF528 tem relagcdo com a codificacdo de uma proteina

dependente de ions de zinco, que é capaz de se ligar a sitios especificos da DNA-
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polimerase 2, estimulando os fatores de transcricdo no nucleo. Além disso, alguns
estudos relatam que vias associadas ao zinco tem a capacidade de estimular a
maturagao das diversas células do sistema imune (Skarp et al., 2020).

Por outro lado, o gene RP4-575N6.4 n&o codifica proteinas e pode ser
considerado um pseudogene. Os pseudogenes n&o possuem introns e sao resultado
da transcricao reversa de RNA mensageiros. Sendo assim, apesar de sua expressao
acentuada, ndo ha processos biolégicos que podem ser relacionados a esse gene (Xu
et al., 2015).

Entretanto, o gene TP535K é um dos mais relevantes no contexto do céncer,
pois sua atividade tem relagdo com a proteina p53. Essa proteina tem como funcao
impedir a formacgao de tumores, principalmente devido a sua capacidade de reparar
os danos no DNA ou direcionar as células anormais as vias de apoptose (Olivier;
Hollstein; Hainaut, 2010).

Embora a p53 seja uma proteina com propriedades supressoras de tumor,
algumas mutagdes especificas sao capazes de alterar o alelo dominante do gene que
a sintetiza, resultando na inativacao do alelo saudavel. Dessa maneira a p53 passa a
atuar como um oncogene, favorecendo o crescimento celular desordenado
(Vogelstein; Sur; Prives, 2010).

De acordo com a analise de ontologia, nota-se que a maioria dos genes
expressos tem relacdo com processos envolvidos no processamento dos RNAs. Além
disso, ha genes que atuam nos mecanismos de transporte por vesiculas no interior do

complexo de Golgi, principalmente proteinas.

5.2.2 Macréfagos associados ao tumor (TAM)

Como discutido anteriormente, os mondcitos sao células que apresentam uma
migracdo intensa para o microambiente tumoral, onde sofrem maturacdo e se
diferenciam em macréfagos. Contudo, sob a influéncia de diversas citocinas e
condicdes ambientais, essa maturagao frequentemente resulta em macroéfagos com
propriedades fenotipicas disfuncionais, denominados macréfagos associados ao
tumor (TAM) (Yang et al., 2014).

Os TAM estao comumente ligados a processos de imunossupressao,

angiogénese e progressao tumoral. Isso se deve a liberacdo de citocinas
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inflamatdrias, como CCL20, IL-17 e IL-23, que alteram a dinamica das células
efetoras, especialmente os linfocitos B e T (Pan et al., 2020).

A citocina IL-17, por exemplo, desempenha um papel significativo na indug¢ao
da resposta inflamatodria e na promogao da migragao de células imunes para o local
de inflamagao. No entanto, quando presente em niveis elevados, como observado no
microambiente tumoral, isso resulta na sua atividade persistente e inflamacgao crénica
local, provocando disfungdes que afetam toda a dindmica celular (Zenobia;
Hajishengallis, 2015).

Figura 10 — Mecanismos que favorecem a progressao tumoral associados aos TAM
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Fonte: Lin et al. (2010).
Legenda: Dentre os processos mais associados aos TAM estdo a formagao de nichos pré-
metastaticos, invasao, facilitagdo do processo de vascularizagédo e auxilio na sobrevivéncia das
células tumorais circulantes.
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Figura 11 — Genes diferencialmente expressos por TAM na fragao tumoral e analise

de ontologia
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Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressdo aumentada e em azul estdo
representados os genes com expressao reduzida.

Dentre os genes com expressao significativa, os genes CD8A e CD8B
codificam uma glicoproteina de superficie celular, encontrada em linfécitos T
citotoxicos e outros tipos celulares (Kioussis; Ellmeier, 2002).

Essa proteina é responsavel pela intermediacdo do contato célula-célula.
Dessa maneira, quando esta em niveis elevados, ha o aumento da quantidade de
interagdes celulares que as células realizam. No microambiente esse contato
aumentado entre as células € um dos fatores responsaveis pelo estabelecimento de
novas redes de comunicacgao celular (Chiodoni et al., 2019).

Ja os genes GZMM, GZMK e GZMA pertencem a uma familia de genes
responsaveis pela sintese de granzimas. Essas moléculas sao proteinas enzimaticas
secretadas por células com capacidade citotoxica, atuando nos processos de
apoptose e fagocitose, principalmente de células infectadas por patégenos ou células

tumorais (Wang et al., 2015).
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Entretanto, concentragcdes excessivas de granzimas podem ser relacionadas
a efeitos negativos no sistema imunoldgico e na resposta inflamatdria. O desequilibrio
na liberagéo de granzimas contribui para danos teciduais ndo especificos, levando a
condi¢des inflamatodrias cronicas ou autoimunes (Trapani, 2001).

O controle adequado da liberagao de granzimas é crucial para garantir que as
células efetoras do sistema imunoldgico sejam capazes de eliminar de maneira
seletiva células-alvo sem prejudicar os tecidos saudaveis adjacentes. Condi¢cbes que
resultam na liberagdo em excesso de granzimas sdo comumente relacionadas a
disturbios imunologicos ou inflamatérios (Voskoboinik; Whisstock; Trapani, 2015).

Outro gene relevante € o CD27. Ele atua na sintese de receptores
responsaveis pelo funcionamento adequado e a longo prazo dos linfocitos T. Esses
receptores, quando estimulados, também sao responsaveis pela ativacao de linfécitos
B e sintese de imunoglobulinas. Mutagdes nesse gene prejudicam integralmente a
acao dos linfécitos no microambiente tumoral, visto que perdem a sua capacidade
efetora a medida em que o tumor progride (Starzer; Berghoff, 2019).

Dentre os processos bioldgicos mais relacionados aos genes expressos pode-
se perceber que a maioria deles tem envolvimento no metabolismo ribossomal. Sendo
assim, ha a relacdo desses genes com a sintese e processamentos de RNAs
ribossomais, principalmente aqueles que compdem as diversas subunidades dessa
organela.

Além disso, outro processo identificado aqui tem relagdo com vias de
sinalizagao relacionadas a receptores de antigeno. Isso vai de acordo com relatos da
literatura que conectam a presenca dos TAM no microambiente tumoral com a
disfuncéo dos diversos processos relacionados a apresentagao de antigenos (Kataki
et al., 2002).

5.2.3 Células B maduras

As células B maduras desempenham uma fungao vital na resposta imune
adaptativa, sendo responsaveis pela producédo de anticorpos essenciais na defesa
contra patégenos. Originados de células progenitoras na medula éssea, essas células
passam por um processo de maturagédo e selegdo antes de atingirem a circulagao
sanguinea, onde se fixam nos linfonodos e baco, garantindo sua imuno competéncia
(Lebien; Tedder, 2008).
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No entanto, quando encontrados no microambiente tumoral, varios fatores
comprometem a eficacia funcional das células B, dificultando a resposta imunolégica
antitumoral. A presenca significativa de macréfagos associados ao tumor (TAM) e
monacitos associados ao tumor (T/IM) no microambiente esta associada a alteragdes
nas células B, especialmente pelo aumento da liberacdo de citocinas com
propriedades imunossupressoras, como TGF-beta e IL-10 (Tzavlaki; Moustakas,
2020).

Além disso, outras condi¢cbes adversas impactam as células B, como o
aumento de espécies reativas de oxigénio, a instalagado de condigbes de hipoxia e o
aumento da acidez do ambiente, notadamente devido ao acumulo de lactato. Esses
fatores contribuem para o comprometimento da funcionalidade das células B no

combate ao crescimento tumoral (Muz et al., 2015).

Figura 12 — Genes diferencialmente expressos por células B maduras e tumoral e
analise de ontologia
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O gene MT-ND1 tem relagdo com a sintese da enzima NADH desidrogenase,
responsavel pelo transporte de elétrons durante a respiragao celular. Mutagdes nesse
gene, embora que sejam raras, podem ser associadas ao processo de acidose latica,
processo caracterizado pelo acumulo de lactato intra e extracelular. Dessa maneira,
mutagdes nesse gene também s&o relevantes ao microambiente tumoral, visto que
isso resulta na disfungdo do sistema imune, que apresenta alta sensibilidade a
decorréncia de alteragdes metabdlicas como essa (Akouchekian et al., 2021).

Ja o gene RPS26 contém RNAs mensageiros responsaveis pela sintese de
aproximadamente 80 proteinas que compdem os ribossomos. Por mais que as
funcdes especificas dessas proteinas ainda nao sejas totalmente elucidadas, estima-
se que fagam parte de vias de sinalizagcao intracelular, regulagdo do processo de
divisdo celular e controle de vias que direcionam as células defeituosas a apoptose
(Doherty et al., 2010).

Dentre os processos bioldgicos exercidos pelos genes expressos nota-se que
grande parte deles atua na produgdo e na resposta imune mediada por
imunoglobulinas, sendo essas moléculas séo cruciais na manutengao das respostas
inflamatérias adequadas (Zhao et al., 2021).

Além disso, uma parcela significativa dos genes pode ser relacionada a
mecanismos de apresentacao de antigeno, tanto nos complexos de MHC tipo 1 como
MHC tipo 2.

O MHC de tipo 1 é encontrado na superficie celular de praticamente todas as
células, sendo responsavel por apresentar fragmentos de proteinas endoégenas
anormais, como as provenientes de células tumorais, e ativar os linfocitos T citotdxicos
(Becar; Kasi, 2022).

Por outro lado, o MHC de tipo 2 é exclusivo de células NK, células dendriticas
e linfocitos B. Sua agao consiste no reconhecimento e apresentagdo de fragmentos
de proteinas de origem exdgena, permitindo a ativagdo adequada do sistema imune
adaptativo (Holling; Schooten; Van Den Elsen, 2004).

Sendo assim, disturbios que afetam o funcionamento dos complexos de MHC
sdao um dos principais fatores que favorecem o estabelecimento de quadros
inflamatérios exacerbados, como ocorre no cancer e doengas autoimunes
(Dhatchinamoorthy; Colbert; Rock, 2021).
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5.2.4 Células B imaturas

A maturacédo das células B imaturas envolve a reorganizagdo do gene do
receptor de células B, resultando na expressdo de uma forma unica de anticorpo na
superficie dessas células. Durante esse processo, as células passam por estagios que
incluem precursores imaturos e maduros. As células B imaturas sao caracterizados
por terem iniciado o rearranjo do gene do receptor de células B, mas ainda nao terem
completado esse processo (Marshall-Clarke; Tasker; Parkhouse, 2000).

Sendo assim, a maturacao final das células B ocorre quando eles encontram
e interagem com antigenos especificos. Se uma célula B reconhece um antigeno de
maneira eficaz, ele se diferencia em uma célula B madura, que é capaz de produzir
anticorpos para combater o antigeno especifico. Essa resposta imunoldgica
adaptativa € essencial para a defesa do organismo contra patdgenos, e os linfocitos
B desempenham um papel central nesse processo (Wang et al., 2020).

No contexto do cancer, a regulacdo e fungdo das células B podem ser
complexas e variadas. As células B, incluindo os imaturos, desempenham papéis
importantes na resposta imunoldgica contra o cancer, mas também podem estar
sujeitos a modulacdo e supressao pelos mecanismos tumorais, resultando em

disfuncdes celulares (Wu et al., 2022).
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Figura 13 — Genes diferencialmente expressos por células B imaturas na fragao

tumoral e analise de ontologia

NA442
L]
HSPAIA MAMA processing H .
Al
.
RMA splicing - .
¢ recnuclacpraten complex |
L] .,N_“M biogenesis .
RMA splicing, wia
MIR24-2 transesterification | .
. o I raactions with bulkged
w -Nn-tl’-‘..'! adenosing as nucleophile
a
a HEPA 1R RMAP mANA solicing, via splicecsoma - .
=] "l *
= RMA splicing, via
a
v transesterification reactions 1 .
- E'"JS] B c=ll activation q .
DMNAJE1 HrTLS
= C0a3 EL"Z'F% GABARAPLY miochondrial gene expressian | .
FOs P e FAN4SC
o - ‘[7aR &
CCLA | i I ';! 17al mitochondrial franslation .
* . :. 2 * HLA-B
a . o e aerobic eleciron ransport 1P
! chain
3 2 ' 0 1 003 004 005 006 007
Valor de fold change (log2) Valor de GeneRatio

Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressdo aumentada e em azul estdo
representados os genes com expressao reduzida.

Dentre os genes mais expressos por ceélulas B imaturas no microambiente
tumoral estdo o CD79B e HLA-B.

O gene CD79B tem importancia na sintese do complexo CD79, formado por
duas proteinas denominadas CD79A e CD79B, sendo importante em mecanismos de
sinalizagao relacionados aos linfécitos B (Visco et al., 2020).

Dessa forma, o complexo participa da coordenagcdo dos mecanismos
intracelulares responsaveis pela ativagao dos linfécitos, resultando na producao de
anticorpos. Alteragdes génicas que alteram a integridade do complexo resultam na
ativagédo inadequada desses linfocitos, diminuindo ou até encerrando a produgéo dos
anticorpos responsaveis por eliminar células defeituosas e patégenos (Chen et al.,
2019).

Ja o gene HLA-B codifica uma proteina que faz parte da familia de antigenos
leucocitarios humanos. As proteinas pertencentes a essa familia tém como papel
principal a apresentagdo de antigenos aos linfocitos T citotoxicos (Michelakos et al.,
2022).
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Além disso essas proteinas atuam como moléculas capazes de mediar o
processo de imuno vigilancia, caracterizado pela constante busca e identificacao de
antigenos que serdo posteriormente apresentados as células efetoras,
desencadeando a resposta imune (Pishesha; Harmand; Ploegh, 2022).

Entretanto, como as células tumorais sdo altamente capazes de alterar a
dinamica de outras células, elas tém o potencial de alterar a expressao e atividade de
alelos do gene HLA-B, resultando na sua disfungdo. Quando isso ocorre, a principal
consequéncia é o surgimento de mecanismos de evasao imunoldgica, caracterizado
pela incapacidade do sistema imune em reconhecer padrbes moleculares
relacionados a células defeituosas (Kim; Cho, 2022).

De acordo com a analise de ontologia pode-se perceber que mais genes, além
do CD79B, participam de mecanismos relacionados a ativacdo dos linfécitos B.
Entretanto, no contexto apresentado, ha indicios de que esses genes também estéo
disfuncionais.

Processos relacionados a expressao génica e mecanismos de translagao
mitocondrial também podem ser relacionados a uma parcela dos genes expressos,
principalmente pelo metabolismo aumentado dos RNAs mensageiros que sao

processados no interior dessa organela.

5.2.5 Osteoblastos

Os osteoblastos sao células especializadas envolvidas na osteogénese,
contribuindo para o depdsito de matéria organica e mineral nos ossos, aumentando
sua dureza e resisténcia. Por outro lado, os osteoclastos desempenham um papel
oposto, participando da remodelacdo dssea ao favorecerem a liberacdo de calcio e
minerais, conferindo maior flexibilidade aos ossos (Henry; Bordoni, 2023).

Os ossos sao considerados um tipo de tecido conjuntivo, sendo que possuem
uma matriz extracelular mineralizada composta por calcio, fésforo, colageno e outros
elementos. Essa matriz € continuamente remodelada pela acdo dindmica dos
osteoblastos e osteoclastos, garantindo a integridade estrutural e funcional dos ossos
(Chen et al., 2017).

Contudo, fatores pro-inflamatérios derivados de células tumorais e outras
células presentes no microambiente afetam diretamente a dindmica de equilibrio entre

osteoblastos e osteoclastos. A via de sinalizacdo RANK-RANKL é fundamental nesse
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equilibrio, especialmente no contexto de metastases dsseas. Alteragcbes nessa via
estdo associadas a presencga de células tumorais no microambiente 6sseo, resultando
em aumento da atividade dos osteoclastos e reducdo da atividade dos osteoblastos
(Boyce; Xing, 2007).

Esse desequilibrio contribui para o aumento de calcio na corrente sanguinea.
Além disso, esta intimamente relacionado a malignidade e estagios avangados do
cancer, podendo causar elevagao do célcio sanguineo, levando a sintomas como
confus&o mental, declinio cognitivo e, em casos extremos, coma (Mirrakhimov, 2015).

As alteragbes no metabolismo 6sseo também desempenham um papel
significativo na dorméncia celular das células malignas no interior dos ossos. Os
osteoblastos secretam fatores que regulam a proliferagdo e crescimento celular,
mantendo as células tumorais inativas nas camadas externas do 0sso. Esse processo,
quando alterado, € um dos principais mecanismos que permite entender os
fendbmenos de disseminacdo e dorméncia de células tumorais no ambiente 6sseo
(Byrne; Summers; McDonald, 2019).

Figura 14 — Genes diferencialmente expressos pelos osteoblastos na fragdo tumoral
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Dentro os genes com expressao significativa, o gene TNFAIP8L2 regula de
forma negativa a ativagao dos linfocitos T, atuando como regulador da resposta imune,
tanto a inata como a adaptativa. Além disso inibe a ativacao das vias JUN/AP1 e NF-
kappaB, que comumente estdo com a atividade aumentada em tumores com padrao
de metastase (Li et al., 2018).

A via JUN/AP1, por exemplo, € ativada por citocinas e condigdes de estresse
celular, favorecendo o aumento da expressao de genes relacionados a proliferacao,
diferenciagdo e sobrevivéncia celular de diversos grupos celulares (Schonthaler;
Guinea-Viniegra; Wagner, 2011).

Ja o gene CXCL12 codifica a citocina de mesmo nome, que possui grande
capacidade quimiotatica. E um gene comumente associado ao cancer gastrico,
intestinal e de mama. Além disso, a agdo dessa citocina esta relacionada a migragéao
de células tumorais que expressam de maneira demasiada o receptor CXCR4,
permitindo a migracdo e colonizagdo dessas células, estabelecendo novas
metastases em regides como os 0ssos, pulmdes e linfonodos (Goita; Guenot, 2022).

Outro gene relevante € o CHL1, pois é relacionado com processos de invasao
de células tumorais e formacdo de metastases. Em diversos tipos de cancer a
expressao elevada desse gene pode ser associada a estagios mais avangados da
doenca, sendo relacionado a menores chances de sobrevida do paciente (Yang et al.,
2017).

O gene TF faz parte de uma familia de genes que codificam diversas proteinas
que atuam como fatores de transcrigdo, regulando a expressao de outros genes.
Sendo assim, a atividade de um fator de transcricdo pode resultar no aumento ou
atividade da expresséo de determinados genes, resultando em efeitos variados
dependendo do tipo de gene estimulado por esses fatores (Vishnoi et al., 2020).

De acordo com a analise de ontologia pode-se relacionar os genes expressos
com processos que regulam o processamento e localizagdo dos RNAs mensageiros,
resultando na sintese de proteinas com fung¢des diversas. No contexto do cancer esse
processo esta acentuado, porém a funcionalidade dessas proteinas € comprometida
em decorréncia da atividade ineficaz dos mecanismos envolvidos no controle

adequado da sintese de proteinas (Goodall; Wickramasinghe, 2021).
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5.2.6 Células progenitoras

As células progenitoras hematopoiéticas, localizadas na medula 6ssea, sédo
células-tronco com a capacidade unica de se diferenciar em varios tipos de células
sanguineas, incluindo hemacias, plaquetas e células do sistema imunologico (Li;
Laterra, 2012).

No contexto do microambiente tumoral, essas células adquirem a designagao
de células progenitoras tumorais ou células-tronco tumorais, desempenhando um
papel crucial no desenvolvimento e na progressdo do cancer. A presenca dessas
células contribui para a heterogeneidade celular dentro do tumor, originando diferentes
tipos celulares com propriedades imunossupressoras. Consequentemente, as células
progenitoras tumorais estdo associadas a resisténcia a tratamentos, como
quimioterapia e radioterapia, aumentando a probabilidade de recorréncia tumoral e
disseminacao de novas metastases (Souza; Schenka, 2015).

Assim como varios tipos celulares tém suas funcbes alteradas no
microambiente tumoral em resposta a estimulos como fatores de crescimento,
citocinas e interagdes celulares, as células progenitoras também sao suscetiveis a
esses sinais. Esses estimulos desempenham um papel crucial no controle do
processo de proliferacdo e diferenciacdo dessas células no ambiente tumoral. O
entendimento dessas interagdes é essencial para desenvolver estratégias eficazes de
tratamento que visem as células progenitoras tumorais e abordem a heterogeneidade

e a resisténcia observadas nos tumores (Nayak; Warrier; Kumar, 2022).
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Figura 15 — Genes diferencialmente expressos por células progenitoras na fracao

tumoral e analise de ontologia
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressao aumentada e em azul estao
representados os genes com expressao reduzida.

Os genes VPREB1, IGLL1 e VPREB3 tem relagdo com os linfocitos B em
estagios menos diferenciados. Esses genes codificam uma proteina que atua na
maturacédo e desenvolvimento de linfécitos B. Além disso, mutacbes nesses genes
podem ser associadas com o surgimento de linfomas (Mangum et al., 2013; Rodig et
al., 2010; Zhang et al., 2023).

Outro gene relacionado ao desenvolvimento dos linfécitos B € o CD79B. Ele
atua na sintese da proteina que compde o complexo de receptor de antigenos dessas
células (Pu et al., 2022).

Quando os linfocitos entram em contato com antigenos, esse receptor é
ativado e desencadeia ativagdo e proliferacdo desse tipo celular. Por outro lado,
quando o gene sofre mutagdes, os linfécitos sdo ativados de maneira inadequada,
principalmente pela deficiéncia do receptor, resultando no desenvolvimento
incompleto de células B (Ruffel et al., 2010).

O gene IGLL1, ainda que pouco elucidado, também pode ser correlacionado

aos linfocitos B. Esse gene sintetiza uma imunoglobulina que atua como um fator
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responsavel pela ativacdo de genes que produzem outras imunoglobulinas. As
mutagdes nesse gene também sao pouco evidentes, mas se sabe que resultam na
diminui¢ao dos linfécitos B (Cosgun et al., 2018).

De acordo com a analise de ontologia foi possivel correlacionar os genes
expressos com diversos processos biolégicos envolvidos na replicagdo do DNA. Além
disso, alguns genes estao envolvidos em processos que regulam os processos de
divisao celular.

Quando as células se dividem, gerando outras células-filhas, é crucial que
essas ceélulas apresentem as mesmas propriedades das células originais, garantindo
que as proximas geracdes celulares sejam funcionais. Dentre os mecanismos
responsaveis por isso estdo aqueles relacionados ao controle do ciclo celular
(Matthews; Bertoli; De Bruin, 2022).

Entre as diversas etapas desse ciclo esta a fase da mitose, caracterizada por
etapas denominadas de profase, metafase, anafase e telofase, sendo que sao
reguladas pela acédo de diversas proteinas que garantem a qualidade do processo
(O’Cconnor, 2008).

Além disso, uma fase crucial do ciclo é caracterizada pela transicado da
metafase para a anafase, onde as células filhas recebem o material genético completo
da célula-m&e. Eventos que perturbam esse acontecimento estao relacionados nao
somente com a proliferacdo celular acentuada, mas também com o surgimento de
células que apresentam erros no DNA, levando a expressao génica inadequada (Farr;
Cohen-Fix, 1999).

5.2.7 Células endoteliais

As células endoteliais desempenham a funcéo de revestir a parte interna dos
vasos sanguineos, formando uma camada denominada endotélio. No microambiente
tumoral, as células endoteliais exercem um papel crucial na vascularizagéo do tumor,
impactando diretamente a taxa de crescimento e disseminagcdo das células
cancerigenas (Yao; Zeng, 2023).

A angiogénese, que envolve a formagdo de novos vasos sanguineos, €
essencial para o crescimento da massa tumoral. Isso é particularmente relevante no

cancer, onde o0s vasos no microambiente tumoral desempenham um papel vital no



47

suprimento de oxigénio, metabdlitos e nutrientes, além de facilitar a entrada e saida
de células tumorais pela corrente sanguinea (Nishida et al., 2006).

Um fator critico no processo de angiogénese é o VEGF (fator de crescimento
do endotélio vascular). Quando liberado em excesso pelas células tumorais, o VEGF
aumenta a permeabilidade vascular e a pressdao osmoética no microambiente,
resultando em alteracdes na organizagao e integridade do epitélio vascular (Carmeliet,
2005).

Essa desorganizagao cria regides heterogéneas no tumor, onde os niveis de
oxigénio s&o irregulares, resultando em uma distribuicdo desigual de nutrientes em
certas areas. Esse fendbmeno leva a formacgao de areas caracterizadas por necrose e
ativacdo de mecanismos de adaptagcao metabdlica (Dagogo-Jack; Shaw, 2018).

As células tumorais e as células do sistema imune se adaptam a hipdxia por
meio de alteragdes metabdlicas. Elas frequentemente passam a depender mais da
glicélise, um processo metabdlico que nao requer oxigénio, do que da respiragcao
celular para obter energia, em um fendmeno conhecido como "efeito Warburg" (Liberti;
Locasale, 2016).

Além disso, regides com hipdxia contribuem para a instabilidade genémica,
resultando em alteragcbes na expressdao de genes que favorecem a adaptacao
evolutiva do tumor, promovendo a manutencdo do microambiente tumoral. Esses
processos sao elementos cruciais a serem considerados no entendimento da biologia

tumoral e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas (Muz et al., 2015).
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Figura 16 — Genes diferencialmente expressos por células endoteliais na fracao

tumoral e analise de ontologia
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressdo aumentada e em azul estdo
representados os genes com expressao reduzida.

O gene STAB2 é responsavel por sintetizar uma proteina denominada
estabilina2, que tem participacdo de processos de endocitose e captura de
macromoléculas, como as proteinas e residuos de glicogénio. Mesmo que sua
expressao elevada ndo seja tipicamente correlacionada ao cancer, essa proteina
também é responsavel pela angiogénese, recrutamento de linfocitos e facilitacdo de
adesao celular (Roy et al., 2020).

Ja o gene FMO4 participa de processos relacionados ao metabolismo
oxidativo de xenobidticos como as drogas e pesticidas, através da catalise de
heteroatomos nucleofilicos presentes nas estruturas quimicas dessas substancias.
Essas reagdes ocorrem pela atividade da enzima monooxigenase 4, responsavel por
manter o equilibrio dos niveis dos compostos toxicos. Quando essa enzima apresenta
defeitos, isso resulta no aumento de substancias nocivas as células presentes no
microambiente em que estao inseridas (Luo et al., 2022).

O gene PRKAAZ sintetiza uma subunidade da proteina quinase dependente
de AMP ciclico (AMPK), enzima crucial para o metabolismo celular. Quando os niveis
energéticos estdo reduzidos, a enzima é ativada e favorece a formacgédo de ATP
através do aumento da captagao e disponibilidade de fontes energéticas, como os

lipidios. Além disso é relacionada ao processo de autofagia celular, processo
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caracterizado pela degradacéo e utilizacdo de células ou componentes celulares que
estdo danificados ou que perderam a capacidade funcional (Kim et al., 2012).

A partir da analise de ontologia, foi possivel identificar que o processo de
autofagia ocorre pela agdo de mais de um gene, sendo que esse fenbmeno
comumente é relacionado ao inicio do desenvolvimento tumoral, assim como
mecanismos de supressao do sistema imune. Além disso, esse processo € presente
em estagios avangados do cancer, como as metastases, favorecendo a sobrevivéncia
das células tumorais pelo aumento da disponibilidade de fragmentos celulares

derivados de células disfuncionais (Bhutia et al., 2013).

5.2.8 Células dendriticas de origem mieloide(mDC)

As células dendriticas (DC) desempenham um papel central como células
apresentadoras de antigenos e sao essenciais para a regulacdo da resposta imune
adaptativa. Originadas das células-tronco CD34+ da medula 6ssea, essas células
altamente heterogéneas compartilham caracteristicas morfolégicas e funcionais
comuns, embora apresentem uma notavel plasticidade (Banchereau; Steinman,
1998).

O desenvolvimento das células dendriticas ocorre em dois estagios distintos:
células imaturas, predominantemente presentes nos tecidos periféricos e
especializadas na captagdo e processamento de antigenos, e células maduras,
localizadas nos orgéos linfoides, onde interagem com células T especificas,
desencadeando a resposta imune (Dudek et al., 2013).

E relevante destacar que os receptores de superficie diferem entre as células
imaturas e maduras, sendo um dos principais determinantes da migragao dessas
células para diferentes tecidos, dependendo dos estimulos recebidos (Leblanc-Hotte
et al., 2023).

Existem duas principais populagdes de células dendriticas maduras: células
dendriticas mieloides (mDC) e células dendriticas plasmocitoides (pDC). As mDC,
originadas de células progenitoras mieloides, compartilham marcadores de superficie
como CD11c, CD33 e expressam diferentes receptores Toll-like, como TLR1 e TLR2.
Até recentemente, acreditava-se que as células dendriticas eram exclusivamente

imunogénicas, mas estudos recentes indicam uma dualidade, com capacidade
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supressora da resposta imune, influenciando o comportamento de outros tipos
celulares (Fricke; Gabrilovich, 2006).
Essa dualidade é especialmente evidente no microambiente tumoral, onde as

células dendriticas desempenham um papel regulatorio crucial. Esse comportamento

7

atipico é influenciado por diversos mecanismos de regulagdo presentes no
microambiente, resultando em alteragdes no recrutamento, diferenciagao, maturagao
e sobrevivéncia das células dendriticas (Ma et al., 2013).

Fatores e citocinas especificos contribuem para esse comportamento,
impactando o papel das células dendriticas no contexto tumoral e destacando a
complexidade da regulagao imunolégica nesse ambiente especifico (Haas; Obenauf,
2019).

Figura 17 — Genes diferencialmente expressos por células dendriticas de origem

mieloide(mDC) na fragado tumoral e analise de ontologia
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representados 0s genes com expressdo reduzida.

Entre os genes mais expressos se destaca o gene CFL1, que desempenha
um papel importante na morfologia celular e organizagao do citoesqueleto em células
epiteliais. Também tem participacéo na ativacdo do receptor ACKR2, que apresenta

uma grande capacidade de se ligar a diversos tipos de citocinas, sendo responsavel
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pela inflamagao cronica, principalmente no contexto pulmonar de metastases
pulmonares (Castro et al., 2010).

Além disso, o gene S7100A4 se relaciona com o processo de motilidade celular,
angiogénese, diferenciagdo celular, apoptose e autofagia. O aumento da expressao
desse gene também esta relacionado com o processo de formagéao e estabelecimento
de novas metastases (Fei et al., 2017).

Outro gene expresso relevante € o SAMHD1. A proteina codificada por ele,
quando aumentada, esta envolvida na mediacdo do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa). O TNF é capaz de causar erosdes 0sseas por diversos mecanismos. Um
deles se associa a diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos, aumento a
reabsorgao ossea e fragilizando os ossos que sofrem com metastases dessa natureza
(Schott et al., 2022).

O gene MYL6, embora seja relacionado com a sintese uma proteina leve que
forma a miosina, importante nos processos de contragdo muscular, também
desempenha papel na movimentagao e divisao celular, assim como no transporte de
moléculas no ambiente intracelular (Xie et al., 2018).

Num contexto geral, de acordo com a analise de ontologia, uma grande parte
dos genes atua na respiragao celular, seja pela geragdo de energia a partir da
degradagcdo de compostos organicos, seja por mecanismos relacionados ao

transporte de elétrons.

5.2.9 Células dendriticas plasmocitoides(pDC)

As células dendriticas plasmocitoides (pDC) desempenham um papel
significativo tanto na resposta imune inata quanto adaptativa. No entanto, sua
presenca no microambiente tumoral pode estar associada tanto a melhora quanto a
piora do prognoéstico em varios tipos de cancer. Indicagdes sugerem que o ambiente
especifico é crucial para determinar se as pDC desempenhardo um papel na
promog¢ao da imunidade ativa ou na tolerancia imunolégica (Ye et al., 2020).

Assim, as pDC também apresentam uma dualidade notavel: em resposta a
citocinas e fatores derivados das células tumorais e do microambiente tumoral, elas
podem adotar um fendtipo tolerante. No entanto, quando estdo plenamente funcionais,

as pDC sao capazes de exibir respostas antitumorais por meio de sua capacidade
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Unica de apresentagdo de antigenos e mecanismos de citotoxicidade (Zhou;

Lawrence; Liang, 2021).
Essa capacidade de se adaptar ao microambiente tumoral destaca a

complexidade do papel das pDC na resposta imune contra o cancer.

Figura 18 — Genes expressos por células dendriticas de origem plasmocitoide (pDC)

na fragao tumoral e analise de ontologia
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Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressdo aumentada e em azul estéo
representados os genes com expressao reduzida.

O gene IRF8 participa da sinalizagdo por interferon gama e citocinas no
sistema imune. E um dos principais genes responsaveis pela maturacdo das células
dendriticas, macréfagos e mondcitos. Além disso atua na captura, processamento e
apresentagcao de antigenos, ativando essas células (Schiavoni; Gabriele; Mattei,
2013).

Outro gene importante é o TXNIP, responsavel pela sintese de uma proteina
capaz de inibir a atividade da tioredoxina. A tioredoxina, por sua vez, € responsavel
por atuar nas reagdes redox no organismo, prevenindo o acumulo de espécies
reativas de oxigénio e o subsequente estresse celular (Deng et al., 2023).

Ja o gene PLACS esta relacionado ao desenvolvimento da placenta durante

a gravidez. Por mais que nao seja um gene comumente relacionado ao
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desenvolvimento tumoral, ha indicios que ele atua em vias responsaveis pelo
crescimento e diferenciagcdo de algumas linhagens celulares (Mao et al., 2021).

De acordo com a analise de ontologia os genes mais expressos estao
relacionados a processos de respiragéo celular. Além disso, foi identificado que grande
parte deles atua na sintese de ATP na mitocdndria, principalmente pelo deslocamento

de protons e elétrons.

5.2.10 Células natural killer ou NK

As células natural killer (NK) desempenham um papel crucial no sistema
imunoldgico inato, exercendo atividade citotdxica contra células defeituosas, incluindo
células tumorais ou infectadas. Elas apresentam uma ampla distribuicdo nos tecidos
e uma notavel variabilidade fenotipica, expressando receptores ativadores e inibidores
que reconhecem a expressao alterada de proteinas nas células-alvo (Vivier et al.,
2008).

No contexto da imunidade antitumoral, as células NK sao fundamentais devido
a sua capacidade citotoxica potente contra células cancerigenas. No entanto, quando
expostas as células tumorais e ao microambiente tumoral (TME), sua efetividade pode
ser comprometida, resultando em disfungao (Larsen; Gao; Basse, 2014).

Células NK disfuncionais se caracterizam por uma secrec¢ao deficiente de
citocinas efetoras e uma capacidade reduzida de destruir células malignas. Diversos
mecanismos celulares e ambientais estdo associados a essa disfuncdo, desde a
inibicdo do recrutamento para o TME até a ativacdo de processos inibitorios,
supressao de sinais de ativacdo e desregulagdo do metabolismo, como hipoxia e
acumulo de lactato (Melaiu et al., 2020).

Condigdes tipicas do TME, como hipdxia, pH reduzido, privacéo de glicose e
acumulo de lactato, contribuem para a inibicdo da atividade citotdxica das células NK
e podem induzir a apoptose. Além disso, fatores liberados por células imunolégicas,
tumorais e estromais, como o fator de crescimento transformador (TGF)-8, adenosina
e prostaglandina E2 (PGE2), inibem a atividade das células NK, convertendo-as para
um fendtipo ndo citotoxico (Garofalo; De Marco; Cristiani, 2021).

O desequilibrio nos niveis de proteinas de checkpoint imunoldégico no
microambiente tumoral também contribui para o estado de esgotamento das células

NK. O recrutamento e infiltracdo dessas células no local do tumor também sao inibidos
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por alteragdes na rigidez da matriz extracelular e pela presengca exacerbada de
diversas citocinas que promovem a disfungao da resposta imune local (Stirling et al.,
2022).

Figura 19 — Genes diferencialmente expressos por células natural killer (NK) na
fracdo tumoral e analise de ontologia
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressdo aumentada e em azul estdo
representados os genes com expressao reduzida.

Dentre os genes mais expressos na por¢ao tumoral podemos identificar o
gene PNF1, GIMAP7, FCER1G e PLACS.

O gene PFN1 atua na polimerizagdo da actina em resposta a estimulos
externos. Mutagbes nesse gene estdo relacionadas a doenca Esclerose Lateral
Amiotrofica. Além disso, esse gene participa de varias outras fungdes celulares,
controlando a endocitose, ciclo celular, motilidade, proliferagdo e transcricado génica
(Wieghaus et al., 2009).

Ja o gene FCER1G atua em vias relacionadas com a sintese dos receptores
IgE, envolvidos em reagbes alérgicas. Além disso tem participacdo do controle de
algumas vias do sistema imune inato, como a via PAK-2p34, uma das vias que

controla a morte celular pela ativagao de PAK-2 (Yang et al., 2023).
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A via da PAK é um sistema complexo e esta relacionado com processos de
regulacédo do metabolismo energético, angiogénese, motilidade celular direcionada,
além de diferenciagao e desenvolvimento celular (Ye; Field, 2012).

Outro gene relevante € o GIMAP?7, pois atua na sintese de uma proteina do
tipo GTPase relacionada a ativacao dos linfocitos T e B. Quando apresenta mutagoes,
a atividade linfocitaria € comprometida, resultando na sua inativacdo ou ativagao
defeituosa, resultando no surgimento de mecanismos que favorecem a proliferagéo
acentuada de diversas populagdes celulares (Qin et al., 2022).

O gene PLACS participa da termogénese e regulagao positiva da transcrigéo
pela RNA polimerase 2. Em tumores pulmonares, por exemplo, a expressao
acentuada desse gene foi associada a um pior prognéstico clinico, pois resulta no
crescimento das células tumorais através da sinalizagdo que ocorre pela via
WNT/beta-catetenina (Mao et al., 2021).

A via WNT/beta-catetenina também atua em vias relacionadas ao
crescimento, maturagdo e migragao de diversos grupos celulares, principalmente os
que sao derivados de células tronco hematopoiéticas da medula éssea (Liu et al.,
2022).

De acordo com a analise de ontologia, diversos genes participam dos
processos de organizacao de filamentos de actina, principalmente pela modulagao do
complexo formado por Arp2/3.

Esse complexo € de crucial importancia na regulacdo da dinamica do
citoesqueleto, uma rede de filamentos proteicos no interior das células que mantém
sua forma e esta envolvida em varios processos celulares, como a motilidade celular,
a divisado celular e a formagao de estruturas celulares especializadas e organizadas
(Goley; Welch, 2006).

Outros processos também sdo observados, como a ativacdo de células
mieloides envolvidas no sistema imune, assim como a imunidade mediada por

leucécitos.
5.2.11 Células natural killer do tipo T
As células natural killer do tipo T(NKT) sdo uma subpopulagao especializada

de linfécitos T que desempenham um papel crucial na interagdo entre o sistema

imunologico inato e adaptativo. Essas células contém RNAs mensageiros
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responsaveis pela producao de citocinas, como IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-13, sintetizadas
em resposta a moléculas sinalizadoras recebidas de outras células (Wu; Van Kaer,
2011).

Diferenciando-se dos linfocitos T convencionais, as células NKT possuem
receptores capazes de reconhecer componentes lipidicos apresentados por uma
molécula ndo classica semelhante ao MHC |, denominada CD1d. Além disso, tém a
capacidade unica de estabelecer uma ligagcao entre os sistemas imunoldgicos inato e
adaptativo, desempenhando um papel crucial na imunidade antitumoral (Pei et al.,
2023).

As fungdes antitumorais das células NKT do tipo | dependem principalmente
de sua capacidade de secretar citocinas Th1, como IFN-y e TNF-a. Além disso, as
células NKT podem secretar granulos que induzem a lise de células tumorais
expressando CD1d. No entanto, € importante relatar que muitos tumores suprimem a
expressao de CD1d em estagios clinicamente detectaveis, o que pode contribuir para
a evasao dos mecanismos de imuno vigilancia mediados por células NKT (Nair;
Dhodapkar, 2017).

Figura 20 — Genes diferencialmente expressos por células natural killer do tipo T

(NKT) na fragao tumoral e analise de ontologia
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
Legenda: Em vermelho, estao representados os genes com expressdo aumentada e em azul estdo
representados os genes com expressao reduzida.
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Dentro os genes com expressao mais significativa estdo TMSB4X, PNF1 e
GIMAPY.

O gene TMSB4X codifica a proteina timosina-beta 4, que participa de
processos de formagao e organizagéo do citoesqueleto de actina, fundamental para a
organizagao e motilidade celular. Além disso, essa proteina pode ser relacionada com
a migracao de células, assim como o processo de angiogénese. A expressao elevada
desse gene em alguns tipos de cancer, como o cancer de mama, pulméo e colorretal,
pode ser um marcador importante na avaliagdo da agressividade desses tipos de
tumores (Kuo et al., 2022).

O gene TMSB4X também esta relacionado com a proliferagdo celular,
migracao e diferenciacdo. Também atua no processo de polimerizagdo de actina.
Alguns estudos reportam que o gene pode ser um potencial marcador na malignidade
e prognostico em carcinoma hepatocelular, por exemplo (Yang et al., 2023).

Outro gene com atividade relevante € o PNF1, pois também sintetiza
proteinas relacionadas a estruturagcao de actina, dependendo dos estimulos externos
que esta sob influéncia. Os filamentos de actina favorecem processos de migragao e
mobilizacdo celular (Suresh; Diaz, 2021).

Ja o gene GIMAP7, um dos membros da familia de genes GIMAP, sintetiza
proteinas que fazem parte da superfamilia de ligantes do GTP. Além disso, algumas
dessas proteinas sintetizadas por ele sdo reguladas negativamente durante a
leucemia linfocitica aguda. Durante o desenvolvimento do timo, estima-se que
também pode ter participacdo da regulagdo do processo de apoptose (Huo et al.,
2022).

Os processos bioldgicos mais evidentes de acordo com a andlise de ontologia
mostram que a maior parte dos genes atua em vias de sinalizagao do sistema imune,
tanto em mondcitos como em linfocitos.

Além disso, alguns genes participam da via de sinalizacdo do NF-kappaB,
umas das vias que, quando tem sua ativacédo inadequada ou desregulada, resulta em
consequéncias que favorecem a progressao tumoral (Liu et al., 2017).

Entre as consequéncias resultantes da ativagdo intermitente dessa via
podemos citar a regulacdo acentuada de genes que favorecem a sobrevivéncia,
impedindo a morte das células tumorais. Genes que promovem a resposta inflamatéria

também tém sua expresséao favorecida, permitindo o estabelecimento da inflamacéao
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cronica, bem como o estimulo de vias que favorecem a invasdo e migragao celular
(Lin et al., 2010).

5.3 ANALISE DAS REDES DE COMUNICAGCAO CELULAR UTILIZANDO O
CELLCOMM

Na publicagao original, da qual os dados de single-cell foram extraidos, Kfoury
e colaboradores identificaram uma via de sinalizagédo celular que conecta a citocina
CCL20, expressa por Mondcitos Inflamatérios no Tumor (TIM) e Macréfagos
Associados ao Tumor (TAM), ao receptor CCRG6 localizado na superficie celular de
linfocitos T (Kfoury et al., 2021).

Figura 21 — Representagao do ligante CCL20, expresso por TIM e TAM, e sua

interacdo com o receptor CCR6 presente em linfécitos T

CCL20 ,  Receptor CCR6

TAM TiM Linfocitos T

Fonte: Kfoury et al. (2021).

De acordo com os autores, a interacado CCL20/CCR6 pode ser um dos fatores
contribuintes para o processo de exaustado de linfécitos T no microambiente tumoral,
levando a disfuncédo e favorecendo a manutencao do estado de imunossupressao.
Para investigar essa via, eles conduziram experimentos para avaliar se modificagcoes
nessa interacdo poderiam alterar a dindmica do microambiente e aumentar a
sobrevida (Kfoury et al., 2021).

Em experimentos com animais, estabeleceu-se um modelo para desenvolver
metastases 6sseas em camundongos, possibilitando a observagao in vivo da atividade
da via de sinalizacdo. No primeiro experimento, o receptor CCR6 passou por um
knockout, resultando em sua inativagcdo. Os resultados revelaram um aumento
significativo na sobrevida desses camundongos em comparagdo com O grupo

controle, no qual o receptor nao foi inativado (Kfoury et al., 2021).
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No segundo experimento, o ligante CCL20 foi bloqueado utilizando um
anticorpo especifico, impedindo sua ligacdo ao receptor CCR6. Similarmente ao
primeiro experimento, observou-se uma maior sobrevida nos camundongos nos quais
o ligante foi bloqueado em comparagdo com os camundongos controle, nos quais néo
houve bloqueio de CCL20 (Kfoury et al., 2021).

Figura 22 — Representacdo do modelo experimental proposto por Kfoury e

colaboradores

Modelo de metastase ossea

H =
Knockout o - * ot s X CCRb 1. 1
da CCR6 . W~ ®:.
Blogueio de CCL20 —

& : 3 .;., i .EEHE “-s.‘:

Fonte: Kfoury et al. (2021).
Legenda: O knockout do receptor CCRG6 resultou no aumento da sobrevida dos animais quando
comparado ao receptor ativo. Em outro experimento, o bloqueio do ligante CCL20 também resultou
no aumento da sobrevivéncia dos animais.

Apesar da significativa importancia identificada pelos autores para a via de
sinalizagdo CCL20/CCR®, é crucial reconhecer que o microambiente tumoral abrange
uma ampla variedade de vias de comunicagao. Essas vias envolvem diversos grupos
celulares que vao além dos mondocitos e macrofagos. Portanto, por meio da utilizagao
do CellComm, o objetivo foi ndo apenas identificar novas redes de sinalizagao celular
relacionadas a esses grupos celulares principais, mas também identificar vias
associadas as células tumorais, células NK, osteoblastos e osteoclastos. Esse
enfoque busca proporcionar um panorama mais abrangente do microambiente
tumoral.

A partir de um heatmap como o que esta representado na figura 35, é possivel
estabelecer prioridades entre os grupos celulares selecionados para analises mais
detalhadas. As interagdes em azul indicam que ha menos pares de ligantes-
receptores, enquanto as interagdes em laranja e vermelho indicam um maior numero

de pares de ligantes-receptores. No entanto, € crucial ressaltar que essa abordagem
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ndo restringe a utilidade do CellComm, pois cabe ao individuo conduzir as andlises de
maneira a visualizar as interagcdes que respondam as suas questdes bioldgicas

especificas e/ou que sejam de sua prioridade.

Figura 23 — Heatmap para as comunicagdes celulares da por¢ao tumoral
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

Além disso, para facilitar a interpretagdo das imagens a seguir € importante
ressaltar alguns detalhes. No eixo X estdo representados os pares de células que
estabelecem alguma comunicagao celular. A primeira célula do par é aquela que envia
uma molécula sinalizadora; e a segunda célula do par € quem recebe. Ja no eixo Y,
estdo representados os principais pares de ligantes e receptores. Seguindo o

raciocinio, a primeira molécula corresponde ao ligante; sendo que a segunda molécula

do par corresponde ao receptor.
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5.3.1 Vias de comunicacao celular mais evidentes nas células tumorais

Figura 24 — Pares de ligantes e receptores mais evidentes nas células tumorais
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

Dentre os ligantes identificados e que sao importantes no contexto em
questao, esta o MIF, uma citocina expressa por células tumorais relacionadas a
diversos tipos de cancer. Tem importante papel na estimulacdo da expressao de outras
citocinas envolvidas no processo de inflamagédo. De acordo com a literatura, esse
ligante tem como receptores alvos principais 0 CXCR2 e CXCR4, promovendo o
recrutamento de células inflamatérias. Além disso, alguns estudos relacionam a
atividade do MIF com a ativagéo conjunta das vias de CXR2 e CD74, indicando que
ambas as vias tém papel significativo no estabelecimento do processo inflamatdrio,
novas metastases e quimiotaxia (Jankauskas et al., 2019).

Outro ligante importante € o RPS19, uma citocina que atua na sintese de
proteinas ribossomais. Segundo alguns estudos, essa citocina, quando elevada, péde
ser relacionada com uma taxa aumentada de crescimento tumoral, assim como um
aumento da imunidade antitumoral. Além disso, em ensaios em camundongos, foi
possivel observar que niveis reduzidos dessa citocina sao relacionados com um
aumento na quantidade das células CD8+, CD4+ e células dendriticas, indicando que
tem papel crucial em vias que controlam a apresentagdo de antigenos (An et al.,
2021).
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Os ligantes CALM1 e CALM2 sao sintetizados pela familia de genes CALM e,
quando apresentam expressao elevada, sao relacionados com estagio avangados do
cancer e prognostico desfavoravel. Além disso, em neuroblastoma, a atividade desse
gene esta intimamente relacionada a agressividade desse tipo de tumor,
principalmente por favorecer mecanismos de invasdo celular (Liu et al., 2021).

Ja o ligante APP, tem relagdo com processos que favorecem a sobrevivéncia,
adeséo, diferenciacdo e migracao celular. Comumente é relacionada a atividade de
células neuronais, porém a sua expressao aumentada também se relaciona a outros

tipos celulares e tipos de cancer, como mama e prostata (Lee; Na; Choi, 2021).
5.3.2 Vias de comunicagao celular mais evidentes para os TIM

Figura 25 — Pares de ligantes e receptores mais evidentes nos TIM
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

Um dos ligantes identificados aqui, o CXCL2, tem envolvimento no
estabelecimento do processo inflamatoério. Além disso, sua expressao esta associada
a angiogénese e crescimento tumoral. No melanoma, por exemplo, concentradas
elevadas de CXCL2 foram diretamente relacionadas com a agressividade do tumor,
sendo um dos principais fatores que ditam o progndstico da doenca (Shi; Riese; Shen,
2020).
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O ligante CCL20, relatado pelos autores do artigo de referéncia, também foi
identificado aqui, porém sob acdo no receptor CXCR4. Esse receptor tem sua
expressao aumentada em células tumorais quando comparado as células saudaveis
(Chatterjee; Behnam Azad; Nimmagadda, 2014).

Além disso, a ativag&o dele pode ser relacionada a progressao do tumor, bem
como em processos de diferenciacdo e migragao de células hematopoiéticas (Xu et
al., 2015).

Também podemos citar a presenga dos ligantes HMGB1 e HMBG2,
principalmente em vias relacionadas as células tumorais. Quando estao presentes no
ambiente intracelular, sdo capazes de se ligar ao DNA e controlar alguns mecanismos
transcricionais e replicacdo do DNA. Além disso sdo encontrados no meio extracelular,
derivados principalmente de células que sofreram necrose e/ou que se encontram em
estado de estresse (Qiu et al., 2022; Wang et al., 2020).

5.3.3 Vias de comunicagao celular mais evidentes para os TAM

Figura 26 — Pares de ligantes e receptores mais evidentes nos TAM
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

O ligante FN1, segundo a literatura, tem como papel o estabelecimento e
progressao tumoral. Além disso, sua expressao tem relagdo com o processo de

infiltracdo de macrofagos do tipo M2 no microambiente tumoral, sendo que esse
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fendtipo €& caracterizado pela capacidade de promover imunossupressao,
angiogénese e progressao tumoral (Sun et al., 2020).

Outro ligante encontrado que possui relevancia € o PSAP, pois pode ser
relacionado proliferacao celular, formacado de tumores e processos de formacao de
metastases. Em alguns estudos que realizaram analises in silico para investigar a
atividade de PSAP, foi possivel correlacionar uma expressao elevada do ligante ao

prognéstico desfavoravel (Miyahara et al., 2022).

5.3.4 Vias de comunicagao celular mais evidentes para os osteoblastos

Figura 27 — Pares de ligantes e receptores mais evidentes nos osteoblastos

VCAM1_RPSA- o
LAMB2_RPSA | [ )
COL1AT_ITGAV { o
TIMP1_LRP1 [ ]
ANXA1_CXCR4 1 o
RPS19_C5AR1A
CALM1_RPSA{ o O
COL1A1_CD44 ] o o e 6 o o
FN1_RPSA- e 6 6 o o o
MIF_CD74{
COL1A1_ITGA10{ @
COL1AI_ITGA{ @ @
coL1A1_cD36{ @ @ [ ® ©o e ©
COL1A1_ITGAS{ @
COL1A1_ITGB1 ® ©o o o d
‘o‘z@ -G\\ef-’ Qéb '\\® \c} o°0 &§ o'\(\O\ \”"'c}% @QQ QQ X ék
60\ Q @(\ \§\ \@6@/ é@oﬁ » @%\‘O/ o’ 6&00 %\@ > rbe‘\fo/ O\ID%\@/
o & o & @9 $° \.006 o@% s@/o @\7/‘ @\ ¢
00\@ @Oo\ o"}@o & 0\@@ Oa\@o P 0@% AN O
¥ o’ X &
IS o° o’

Fonte: elaborada pelo autor (2023).

O ligante COL1A1 é altamente expresso em diversos tipos de tumores, além
de desempenhar processos biolégicos variados. Ele atua na proliferagao celular,
estabelecimento de metastases e resisténcia a um dos farmacos mais utilizados, a
cisplatina. Dessa maneira, € um dos principais marcadores no progndstico da doenca.
Além disso, sua atividade pode relacionado com receptores diversos, como o receptor
CD36, ITGARS e ITGB1 (Liu et al., 2017).

Ja o ligante VCAM1 é um importante fator de adesao celular, relacionado a
diversos tipos de tumor, como cancer de mama e melanoma. Quando elevado, pode
favorecer processos de migragcao que ocorre através do endotélio, caracterizado pela

migracao de células de um tecido para a corrente sanguinea. Além disso, como pode
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ser expresso por células tumorais, favorece o estabelecimento do microambiente
tumoral através do recrutamento de mondcitos e macréfagos para o local (Zhou et al.,
2020).

Assim como os dois ligantes apresentados anteriormente, o ligante TIMP1
também é relacionado com processo de metastases. Por mais que ainda n&o se tenha
clareza dos mecanismos celulares que exerce, sua expressao elevada também
resulta em processos inflamatérios (Pietrzak et al., 2023).

Ligantes como o MIF, FN1 e RPS19 também foram identificados na analise,

indicando que sdo amplamente expressos por tipos celulares variados.

5.3.5 Vias de comunicagao celular mais evidentes para os osteoclastos

Figura 28 — Pares de ligantes e receptores mais evidentes nos osteoclastos
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

O ligante MMP9 é responsavel por regular processos de migragéo celular e
angiogénese no microambiente tumoral. De acordo com estudos recentes, a
modulagao dele é pouco elucidada e tem como limitagao o fato de possuir homologia
com outros ligantes da familia MMP (Huang, 2018).

Como alternativas para contornar essas limitacbes, se faz necessario
identificar quais os receptores que apresentam afinidade por MMP9 e quais as
consequéncias da ativacdo deles. Conforme foi constatado nessa analise, os
principais receptores foram ITGB1, ITGAM, LRP1 e CD44.
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Outra citocina importante € a SPP1, conhecida como osteopontina. Ela é
responsavel por regular a atividade dos osteoblastos e osteoclastos, permitindo a
acao de equilibrio entre eles (Tang et al., 2021).

Entretanto, quando essa proteina tem seus niveis elevados, principalmente
em resposta ao processo de inflamagao, ela altera a dinamica do metabolismo 6sseo,
facilitando a progressao tumoral por diversos mecanismos. Um desses mecanismos
se relaciona com a sua capacidade de regular a atividade das células do sistema
imune, favorecendo imunossupressao e formagcao de novas metastases, por exemplo
(Zhao et al., 2018).

5.3.6 Vias de comunicagao celular mais evidentes para as células NK

Figura 29 — Pares de ligantes e receptores mais evidentes nas células NK
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

O ligante CCL5 é uma das citocinas que mais se tem conhecimento sobre seu
papel no microambiente tumoral (Aldinucci; Borghese; Casagrande, 2020). Essa
citocina € sintetizada principalmente pelos mondcitos e macréfagos, estando
relacionada com os processos de crescimento tumoral, estabelecimento de
metastases, resisténcia farmacoldgica, reprogramagao metabdlica, entre outros
(Aldinucci; Colombatti, 2014).
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O eixo de sinalizagdo mais frequente do CCL5 esta relacionado com o
receptor CCR5, formando o complexo CCL5/CCRS5, porém nessa analise outros
receptores também foram identificados, como o CCR1 e CXCR4 (Singh et al., 2018).
Dessa forma, a CCL5 tem propriedades quimiotaticas, pois promove a migragao de
células imunes durante o processo de inflamagdo, assim como ocorre no
microambiente tumoral (Huang et al., 2023).

Além disso, € importante citar que a produg¢ao de CCL5 é induzida pela agao
das diversas citocinas com propriedades inflamatérias, favorecendo ainda mais o
estabelecimento do quadro inflamatério presente no microambiente tumoral (Melese
et al., 2021).

Outros ligantes ja citados anteriormente também estdo presentes aqui, como
MIF, RPS19 e CALM1, indicando que participam de vias de sinalizagcao

compartilhadas entre diversos tipos celulares.
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6 CONCLUSAO

O microambiente tumoral tem composicdo celular semelhante, com
excegao de alguns tipos celulares, a medula éssea saudavel, porém a
proporgado da quantidade de células identificadas é divergente.

A quantidade e expressado dos genes se altera a medida em que o
microambiente tumoral se desenvolve, sendo que ha grande aumento
dos genes expressos por Linfocitos Infiltrados no Tumor (TIM) e
Macrofagos Associados ao Tumor (TAM), por exemplo.

Os processos biolégicos relacionados aos genes expressos sao
diferentes na porgao benigna e tumoral. No microambiente tumoral, os
genes expressos sao responsaveis por processos relacionados a
sintese e controle dos RNAs mensageiros.

As principais vias de comunicagdo celular identificadas estao
relacionadas com o processo de imunossupressado, migragao celular,

angiogénese e estabelecimento de novas metastases.
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