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RESUMO

Este estudo investigou as alteragdes hematopoiéticas decorrentes da presenca de
células tumorais circulantes (CTCs) na medula O6ssea, analisando interagbes
celulares e moleculares no microambiente metastatico. Identificou-se uma rede de
comunicagdes celulares e vias de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento
metastatico do cancer de prostata. Ao isolar as células progenitoras
hematopoiéticas, observaram-se modificagcdes no ciclo celular e na expressao
génica associada a ativagao imunoldgica. Isso sugere um impacto direto das CTCs
na hematopoiese medular, comprometendo a homeostase. Os resultados
destacaram genes com expressao significativa nas amostras tumorais, indicando
seu potencial papel na regulagdo génica e metabdlica. A analise das vias de
sinalizagao revelou o envolvimento do fator de transcricio NFkB, fundamental na
resposta inflamatéria e imunolégica, sugerindo sua influéncia na hematopoiese e no
desenvolvimento tumoral. A interacdo entre CTCs e células do microambiente
0sseo, como osteoblastos e macréfagos, foi evidenciada. Essa interagao € mediada
por moléculas de adesdao, como VCAM-1, promovendo a adesao das células
tumorais aos osteoblastos e influenciando a colonizacéo e proliferagdo metastatica
no tecido 6sseo. Além disso, foram identificados genes associados a alteragao
hematopoiética, como CCL4 e CD79, indicando o impacto das CTCs na dinédmica
celular na medula éssea. Esses achados fornecem insights sobre os mecanismos
subjacentes a disseminag&o do CaP para o tecido 6sseo, destacando a importancia
das interagdes celulares e moleculares no microambiente metastatico. Essa
compreensao € fundamental para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
direcionadas e o0 avanco no tratamento do cancer de préostata metastatico.

Palavras-chave: cancer de prostata, metastase 6ssea, RNA de célula unica, nicho
metastatico, hematopoiese.

ABSTRACT



This study investigated hematopoietic changes resulting from the presence of
circulating tumor cells (CTCs) in the bone marrow, analyzing cellular and molecular
interactions in the metastatic microenvironment. A network of cellular
communications and signaling pathways involved in the metastatic development of
prostate cancer (PCa) was identified. Isolating hematopoietic progenitor cells
revealed modifications in the cell cycle and gene expression associated with immune
activation, suggesting a direct impact of CTCs on bone marrow hematopoiesis,
compromising homeostasis. The results highlighted genes with significant expression
in tumor samples, indicating their potential role in gene regulation and metabolism.
Pathway analysis revealed the involvement of the transcription factor NFkB, crucial in
the inflammatory and immune response, suggesting its influence on hematopoiesis
and tumor development. The interaction between CTCs and cells in the bone
microenvironment, such as osteoblasts and macrophages, was evident. This
interaction is mediated by adhesion molecules like VCAM-1, promoting the adhesion
of tumor cells to osteoblasts and influencing metastatic colonization and proliferation
in bone tissue. Additionally, genes associated with hematopoietic alteration, such as
CCL4 and CD79, were identified, indicating the impact of CTCs on cellular dynamics
in the bone marrow. These findings provide insights into the mechanisms underlying
the spread of PCa to bone tissue, emphasizing the importance of cellular and
molecular interactions in the metastatic microenvironment. This understanding is
crucial for the development of targeted therapeutic strategies and advancements in
the treatment of metastatic prostate cancer.

Keywords: prostate cancer; bone metastasis; single-cell RNA; metastatic niche;
hematopoiesis.
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER DE PROSTATA

O céancer de prostata (do inglés, prostate cancer - PCa), uma das neoplasias
mais prevalentes em homens, continua a ser um desafio significativo para a saude
global. Com uma incidéncia consideravel, a progressao da doenca para estagios
avancados muitas vezes resulta em complicagbes graves, destacando a
necessidade premente de uma compreensao aprofundada dos mecanismos que
envolvem a disseminagao do tumor. Este cenario é agravado pelo fato de o PCa ser
o segundo diagndstico de cancer mais frequente em homens e a quinta principal
causa de morte em todo o mundo (RAWLA, 2019; REBELLO et al., 2021)

Com base nas estimativas do GLOBOCAN 2018, foram relatados 1.276.106
novos casos de PCa ao redor do mundo naquele ano, com uma prevaléncia mais
elevada em paises desenvolvidos. As diferengcas nas taxas de incidéncia global
refletem disparidades no uso de testes diagnosticos, e as taxas de incidéncia e
mortalidade por PCa estdo fortemente relacionadas a idade, com a incidéncia mais
alta observada em homens acima dos 65 anos de idade (BRAY et al., 2018)

Acredita-se que o PCa esteja fortemente associado a acumulacdo de
mutagbes somaticas no genoma das células epiteliais da prostata ao longo da vida
de um paciente. Essas modificagdes genéticas especificas, tais como a fusdo do
gene TMPRSS2 com genes da familia ETS, a amplificagdo do oncogene MYC, e a
delecao e/ou mutagcado do PTEN e TP53, sdo observadas (AHMED; EELES, 2016).
Em estagios avancados da doenca, ocorre ainda a amplificacdo e/ou mutagao do
receptor de androgénio. Essas alteragdes podem afetar oncogenes ou genes
supressores de tumores, resultando em mudangas na transcricdo e/ou traducao
genética e defeitos funcionais, o que, por sua vez, leva a uma desregulagdo na
homeostase celular (AHMADIYEH et al., 2010; REBELLO et al., 2021).

Uma das caracteristicas distintivas do PCa avancado € a propensao para
metastatizar, frequentemente manifestando-se por meio de metastases ésseas. A
medula 6ssea emerge como um ambiente propicio para a disseminagao dessas
células tumorais, apresentando implicagdes clinicas significativas na medida em que

compromete ndo apenas a saude Ossea, mas também desencadeia alteragdes
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complexas no microambiente circundante (BUBENDORF et al., 2000; SHIAO; CHU;
CHUNG, 2016).

No cancer de prostata, a metastase ocorre quando as células cancerigenas
se disseminam do tumor primario na prostata para outras partes do corpo, como os
ossos, pulmdes ou figado. E um processo complexo que envolve varias etapas,
incluindo a invasao das células cancerigenas nos vasos sanguineos ou linfaticos, a
circulagdo das células cancerigenas pelo corpo e a colonizacdo das células
cancerigenas em um novo local (JIN; DAYYANI; GALLICK, 2011; VAN ZIJL;
KRUPITZA; MIKULITS, 2011)

1.2 FORMAGCAO DO NICHO PRE-METASTATICO

Embora a metastase seja um processo complexo, acredita-se que a
colonizagdo metastatica bem-sucedida ocorra apenas em determinados 6rgaos.
Anteriormente, acreditava-se que as propriedades mecanicas do fluxo sanguineo
fossem importantes para a disseminacédo das células tumorais, as quais poderiam
colonizar o corpo de forma aleatéria (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG,
2017).

No entanto, no final do século XIX, Stephen Paget, postulou a teoria chamada
"the soil and seeds", que sugere que as células tumorais ndo colonizam o corpo de
forma aleatéria, mas sim que a disseminagao depende de uma interacado especifica
entre as células tumorais ("sementes") e o ambiente do érgao alvo ("o solo"). Essa
teoria destaca a importancia do microambiente do érgéo alvo na metastase e tem
implicagdes significativas para fundamentagdo de diversos estudos posteriores que
visam prevenir ou tratar a metastase (MATHOT; STENNINGER, 2012)

Foi apenas em 1970 que surgiram novas pesquisas que demonstraram a
existéncia de uma rede de comunicagdes entre o tumor primario e o local de
metastase que é estabelecida antes mesmo da chegada das células tumorais
disseminadas (CTD) no 6rgao sélido (KAPLAN; PSAILA; LYDEN, 2006; LIU; CAO,
2016).

As células cancerigenas migram para o ambiente ésseo, que fornece fatores
de crescimento e citocinas que promovem o crescimento e a sobrevivéncia das
células cancerigenas. Os locais permissivos para a alocagcdo das células sao

chamados de nicho pré-metastatico, um ambiente propicio para a colonizagao das
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CTD. Ele é formado por uma série de alteragdes no microambiente do 6rgao
especifico, incluindo a liberagdo de fatores de crescimento e citocinas, a ativagao de
células estromais e a remodelacdo da matriz extracelular (KAPLAN; PSAILA;
LYDEN, 2006)

Essas alteragdes sdo induzidas pelo tumor primario e preparam o nicho para
a chegada das CTD. A comunicagdo entre o tumor primario € o nicho
pré-metastatico € mediada por varias moléculas, incluindo fatores de crescimento,
citocinas e exossomos. (LIU et al., 2023). Essas moléculas s&o liberadas pelo tumor
primario e viajam pela corrente sanguinea até o érgéo onde ocorrera a metastase,
onde ativam as células estromais e induzem as alteracbes no microambiente
(FARES et al., 2020).

As caracteristicas fisicas dos tecidos primarios encontrados no tumor e nos
orgaos distantes para onde ele se espalha podem, em certa medida, justificar a
preferéncia de alguns tumores por determinados érgédos. No entanto, pesquisas
recentes sobre as complexas interagdes entre as ceélulas tumorais circulantes e os
orgaos onde se estabelecem preferencialmente mostram que certas moléculas
sinalizadoras desempenham um papel crucial nesse processo de preferéncia por
orgaos especificos A jornada das CTCs nos vasos sanguineos apresenta desafios
significativos, uma vez que essas células detectam e respondem as complexidades
da mecanica tecidual, desencadeando alteragdes temporarias ou duradouras, como
enrijecimento, compressdao e deformagdo da matriz extracelular (MEC),
desdobramento de proteinas, remodelacdo proteolitica e transicbes de bloqueio.
(PEREA PAIZAL; AU; BAKAL, 2021)

Em pacientes com cancer, um grande numero de CTD sao liberadas
frequentemente na circulagdo. No entanto, estudos sugerem que menos de 0,1%
das CTD metastatizam com sucesso. Isso aponta que a maioria das CTD é
eliminada pelo sistema imunolégico ou n&o € capaz de se adaptar ao ambiente do
orgao alvo (LUZZI et al., 1998)

O processo de metastase a distancia € influenciado pela interacdo das CTCs
com as pressdes mecanicas, particularmente durante a paragem em locais distantes
e 0 subsequente extravasamento, além do crescimento metastatico. A eficacia do
alojamento das CTCs em locais distantes e os regimes de fluxo permissivos em
regides vasculares desempenham papéis cruciais nesse contexto. Em regides de

baixo fluxo hemodindmico, as CTCs estabilizam-se, formando aglomerados
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intravasculares ao interagir com células endoteliais. A fixagdo na microvasculatura é
seguida pela fragmentagdo das CTCs pelo fluxo sanguineo, gerando moléculas
intermediarias que, ao interagirem com o sistema imunologico, promovem o
extravasamento e o desenvolvimento de metastases a partir das CTCs
sobreviventes (LUZZI et al., 1998).

A validacdo dessa hipotese pode ser vista em pacientes com metastases
cerebrais, que se formaram em regides de baixo fluxo sanguineo cerebral, mas se
alocam em um sitio distante, destacando a rede de diversos fatores que ocorrem
para a determinagéo do local final de parada das CTCs. (FOLLAIN et al., 2018)

1.3 METASTASE OSSEA NO CANCER DE PROSTATA E INTERACOES
CELULARES

No caso do PCa, a metastase mais comum € para 0os 0sso0s, especialmente
para a coluna vertebral, pelve e costelas. Além disso, as células cancerigenas da
prostata podem interagir com as células do sistema imunologico e escapar da
vigilancia imunolégica na medula 6ssea (JIN; DAYYANI; GALLICK, 2011). Além de
poder levar a complicagbes graves, incluindo dor Ossea, fraturas patologicas e
compressdao medular (ITKIN et al., 2016). A metastase conforme representada na
figura 1, € um processo que envolve a disseminagao de células tumorais do tumor
primario para locais secundarios através do fluxo sanguineo ou linfatico (LEONG et
al., 2021) onde ocorre uma cascata de eventos que envolve a invasdo das células
tumorais no tecido circundante, a intravasagdo no sistema circulatério, a
sobrevivéncia na corrente sanguinea, a extravasagdo em um novo tecido e a
colonizacdo em 6rgaos secundarios (FARES et al.,, 2020; VAN ZIJL; KRUPITZA;
MIKULITS, 2011). Esse processo é influenciado por varios fatores, incluindo a
capacidade das células tumorais de se adaptarem ao ambiente do 6rgao
metastatico, a interagdo com células do sistema imunoldgico e a presencga de fatores
de crescimento e citocinas.

A medula 6ssea é um local com alta vascularizacdo e rica em células
estromais, e células progenitoras hematopoiéticas. Essas células estromais
desempenham um papel importante na regulagdo do crescimento e diferenciagao

celular, bem como na manutencdo do microambiente da medula 6ssea (CRIPPA,;
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BERNARDO, 2018). Isso significa que é um local onde as células tumorais podem
interagir com as células do sistema imunolégico, sendo este também é um local de
producao de fatores de crescimento e citocinas que podem promover o crescimento
e a sobrevivéncia das células tumorais (KANDARAKOV; BELYAVSKY;
SEMENOVA,2022).

Figura 1. Etapas do processo de disseminagao metastatica

.' Célula Macréfago (%) Exossomo (- Plaquetas Epitélio
RS tumoral ativas

Neutréfilo [ Célula oge Fatores Matriz

e v £ @ Plaguetas
Tumor primario - PROSTATA i e Zifgi‘uﬁﬁf B naivas “57 extracelular

Local de metdstase

@ Colonizagao

M

—

! Extravasatlon
Intravasdo l

Nicho pré-metastético Micrometastase

T

® @ e © -

Integrinas if \ a

Figura 1. Representagdo esquematica das Células Tumorais Circulantes. (1) Inicio do
processo de invasdo celular, destacando o papel crucial das integrinas na facilitagao da separacgao
das CTCs do tumor primario. (2) Intravasao celular: As CTCs rompem barreiras teciduais, atravessam
a membrana basal e infitram-se nos vasos sanguineos, permitindo sua entrada na corrente
sanguinea. (3) Circulagéo das CTCs: Na corrente sanguinea, as CTCs enfrentam condi¢des adversas
e resistem as defesas do organismo enquanto viajam pelo sistema circulatério. (4) Extravasagao
celular no nicho pré-metastatico: Apds circular no sangue, as CTCs extravasam nos tecidos
adjacentes ao local de origem, estabelecendo-se no como nicho pré-metastatico. iniciando a
formacao de micro metastases, frequentemente envolvidas por células mieloides. (5) Colonizagdo em
locais distantes. As CTCs estabelecidas no nicho pré-metastatico desenvolvem micro metastases,
colonizando éareas distantes do local original. Esse processo envolve interagcdes complexas com as
células do microambiente circundante, influenciando a resposta imunolégica e o desenvolvimento das
metastases. Fonte: Elaborado pela autora

Ha muito se sabe que este € um 6rgao primariamente hematopoiético e
representa um reservatoério unico para varios tipos de células imunes, como células
dendriticas ou células supressoras derivadas de mieloides, que tém a capacidade de

influenciar dramaticamente a trajetéria da doenga maligna. As células mieloides séo
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um componente importante do sistema imunoldgico inato e desempenham um papel
critico no microambiente tumoral. Essas sdo capazes de influenciar a resposta
imune adaptativa do tumor, bem como a resposta ao tratamento desta neoplasia.

Estudos indicam que as células mieloides podem suprimir a resposta imune
adaptativa do tumor, tornando as células tumorais menos suscetiveis a destruigcao
pelo proprio sistema imunolégico (NEOPHYTOU et al., 2020; VINAY et al., 2015).
Além disso, influenciam na angiogénese, o crescimento tumoral e a metastase,
através da secrecgdo de fatores de crescimento e citocinas, influenciando de diversas
formas na formagdo, homing e evolugdo do quadro metastatico (KANDARAKOV;
BELYAVSKY; SEMENOVA, 2022)

1.4 INTERACOES MOLECULARES NO MICROAMBIENTE OSSEO

A expressado de moléculas na superficie celular desempenha um papel crucial
no desenvolvimento do microambiente favoravel a proliferacdo celular no osso
durante a metastase Ossea. Moléculas como as quimiocinas da familia CXC, o
complexo das integrinas avB3/RANK, o receptor de adesao celular CD 44 e os
receptores de anexina possibilitam a ligagdo das células tumorais as células
endoteliais (HOFBAUER; SCHOPPET, 2004; LIU; WANG; CHEN, 2008;
SENBANJO; CHELLAIAH, 2017).

Essa interagdo promove um ambiente propicio para o desenvolvimento das
células metastaticas no osso (HENSEL; THALMANN, 2016). Adicionalmente, a
secregcao de substancias pro-inflamatorias pelas células tumorais estimula a
ostedlise 6ssea, favorecendo ainda mais o crescimento das células metastaticas no
ambiente 6sseo. (GENANT et al., 1996).

A literatura destaca que essa interagcdo entre células tumorais e o
microambiente 6sseo ndo apenas favorece a progressado tumoral (HIRAGA, 2019;
KINGSLEY et al., 2007a), mas também perturba as interagdes normais entre
osteoclastos e osteoblastos, resultando em um desequilibrio no remodelamento
osseo (POLASCIK, 2009). Essa perturbagao, por sua vez, pode levar a evolugao da
resisténcia aos quimioterapicos e a capacidade das células tumorais de manipular a
biologia 6ssea para sua propria sobrevivéncia (BUENROSTRO et al., 2016; ZHANG,
2019).
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Em condigdes fisiolégicas normais, o remodelamento 6sseo € mantido por um
equilibrio entre a atividade dos osteoblastos, responsaveis pela sintese de o0sso
novo, e dos osteoclastos, responsaveis pela reabsorcdo é6ssea (ZHANG, 2019).
Contudo, a neoplasia éssea metastatica altera esse processo, resultando em
estruturacdo Ossea osteolitica e formacdo Ossea anormal pelos osteoblastos,
desbalanceando a homeostase 6ssea (POLASCIK, 2009).

Células tumorais provenientes de canceres de mama e prostata tém afinidade
pelo tecido 6sseo. Embora a maioria das células tumorais ndo sobreviva nesse
ambiente, ele pode servir como um reservatorio para células malignas,
especialmente as células-tronco hematopoiéticas, que favorecem as células
tumorais dormentes, manifestando-se muitos anos apdés o diagndstico,

caracterizando uma evolucao lenta (COLEMAN et al., 2014).

1.5 IMUNOSSUPRESSAO, DORMENCIA CELULAR E NOVAS ESTRATEGIAS
TERAPEUTICAS

A imunossupressao desempenha um papel crucial no contexto da metastase
O0ssea, onde as CTD encontram um ambiente propicio para se estabelecerem e
proliferarem. A utilizagdo de técnicas avangadas, como a analise de single cells, tem
proporcionado uma compreensao mais profunda da heterogeneidade celular
presente no microambiente metastatico. (GIANCOTTI, 2013; REINSTEIN et al.,
2017) Nesse cenario, a presencga das CTD exerce uma influéncia significativa na
dindmica do microambiente, particularmente na indugao de dorméncia e quiescéncia
celular.

Podemos ver a relacdo complexa e intrinseca que ocorre entre o
microambiente medular com as células tumorais, como no caso da dorméncia
celular, um estado de laténcia no qual as células tumorais permanecem inativas por
periodos prolongados, o fendbmeno da dorméncia metastatica ocorre principalmente
devido a adaptagao tardia das células cancerosas disseminadas aos seus ambientes
secundarios especificos (GIANCOTTI, 2013). A imunossupressdao na metastase
O0ssea cria um ambiente imunologicamente tolerante, permitindo que as células
tumorais evitem a deteccao e a resposta imune do organismo hospedeiro, além da

alteracdo das atividades celulares (ITKIN et al.,, 2016). Isso contribui para a
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manutengdo das CTD no tecido 6sseo, aumentando a resisténcia aos tratamentos
convencionais.

A dorméncia celular € um estado dinamico, e as analises computacionais
produzem importantes indicadores sobre as mudangas na progressdo do ciclo
celular das células tumorais ao longo do tempo. Essas analises ndo apenas indicam
resultados promissores relacionados a dorméncia celular, mas também identificam
alteragdes hematopoiéticas que desempenham um papel fundamental na promogao
ou supressdo da metastase 6ssea (GIANCOTTI, 2013)

As CTD que conseguem se fixar nos vasos sanguineos do 6rgao alvo podem
adotar diferentes comportamentos. Elas podem retomar seu crescimento,
permanecer em um estado de dorméncia, onde ficam inativas por longos periodos,
ou formar pequenas lesbes metastaticas que permanecem inativas e nao
detectadas. Esses diferentes destinos podem ser influenciados por mecanismos
como a vigilancia do sistema imunoldgico e a limitagcdo do suprimento de sangue,
que restringem a capacidade das CTCs de se proliferarem e de formarem
metastases em larga escala. Estudos indicam que a interacao entre as CTCs e o
ambiente do 6rgéo é crucial para determinar se as CTCs entram em dorméncia ou
se tornam metastaticas, e também para regular a transicéo entre esses estados. Um
ponto importante € que a capacidade das CTCs de permanecerem dormentes esta
ligada a auséncia de mudancas genéticas que as tornam capazes de crescer de
forma independente ou de responder aos sinais de crescimento do ambiente do
orgao. (Aguirre-Ghiso, 2007; Kauffman et al., 2003; Pantel & Brakenhoff, 2004).

Estudos que abordam o tema s&o potenciais para novas abordagens
terapéuticas. Desenvolver estratégias direcionadas para modular as respostas
hematopoiéticas no microambiente metastatico pode abrir caminho para tratamentos
mais eficazes e personalizados. Portanto, as pesquisas que exploram esses
aspectos sdo fundamentais para avangar no entendimento da metastase éssea e
para desenvolver abordagens inovadoras que visem interromper a disseminagao e o

crescimento das células tumorais no tecido 6sseo.

1.6 SEQUENCIAMENTO DE RNA DE CELULA UNICA NA INTERFACE
TUMOR-MEDULA OSSEA
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A anadlise computacional de sequenciamento de RNA de célula Unica
(sc-RNAseq) emergiu como uma ferramenta revolucionaria na pesquisa bioldgica,
permitindo a avaliagao do transcriptoma a nivel de célula individual (HEUMOS et al.,
2023a, 2023b). Nos estudos oncolégicos, essa abordagem tem proporcionado
analises aprofundadas sobre a heterogeneidade tumoral, a dindmica da progressao
do cancer e as interacdes entre células tumorais e seu microambiente.

A técnica de sc-RNAseq possibilita a caracterizagao de populagdes celulares
heterogéneas identificando subpopulagées celulares, estados transicionais e
marcadores moleculares especificos que podem orientar avancos na medicina
personalizada. A analise computacional de sc-RNAseq permite a investigagao das
interacdes complexas entre células tumorais e o microambiente circundante. A
identificacdo de vias de sinalizagdo e fendmenos de imunomodulacdo que sao
cruciais para compreender a dindmica tumoral (REINSTEIN et al., 2017)

Estudos oncoldgicos tém utilizado a analise de sc-RNAseq para identificar
biomarcadores, prognosticos e preditivos, discernir subtipos tumorais e caracterizar
a plasticidade celular (COCHAIN et al., 2018; KIM; XU; MARIGNANI, 2021; MIN et
al., 2015; PATEL et al., 2014; XU et al.,, 2020), pois a compreensdo do
comportamento dos tumores é crucial para avangos significativos no tratamento
dessa neoplasia. Nesse contexto, uma hipotese intrigante emerge: a de que os
tumores buscam estabelecer interacbes especificas com a medula éssea, uma
regido essencial para a produgdo de células do sangue. Essa relagdo entre os
tumores e a medula 6ssea sugere uma estratégia evolutiva por parte das células
cancerigenas, visando reprogramar as ceélulas hematopoiéticas.

A reprogramacao das células hematopoiéticas pela influéncia dos tumores na
medula 6ssea levanta questdes fundamentais sobre como essa manipulacéo afeta a
saude do paciente. Pode resultar em alteragdes no sistema imunoldgico e na
produgdo anormal de células sanguineas, comprometendo a capacidade do
organismo de se defender contra doencas e infecgbes secundarias. Além disso, a
hipétese destaca a complexidade do cancer como uma doenga nao isolada, mas
como um sistema dindmico que interage com outros componentes do organismo.
Essa abordagem é essencial para avangar na compreensao do cancer e na
identificacdo de alvos terapéuticos, além de tentar compreender a interagao entre

tumores e medula Ossea visando ndo apenas a eliminacdo das células
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cancerigenas, mas também a restauracdo da homeostase do sistema

hematopoiético.

1.7 PERSPECTIVAS E DESAFIOS FUTUROS NOS ESTUDOS DE BIOLOGIA DE
SISTEMAS DO CANCER

No contexto da biologia do cancer, parte das anadlises se concentram na
compreensao molecular , uma area de destaque € a compreensdo do papel das
células tumorais na medula éssea. Esse enfoque visa desvendar as complexas
interagcbes entre as células tumorais e o microambiente d&sseo (KOUTSI;
VERVESOU, 2018). Entre os desafios atuais, destaca-se a heterogeneidade
intrinseca das células tumorais e a dindmica das interagdes com as células da
medula o6ssea. A compreensao dessas complexidades é fundamental para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes.

O uso de técnicas avancadas, como o sc-RNAseq, tem revolucionado a forma
de pesquisa na biologia de sistemas. Essas técnicas proporcionam uma visdo mais
detalhada das caracteristicas moleculares das células tumorais na medula Ossea
(OLSEN; BARYAWNO, 2018).

Ha diversos desafios na compreensdo e na modulagdo do microambiente
0sseo. Estratégias que visam restaurar a homeostase 6ssea enquanto combatem as
células tumorais exigem uma abordagem integrada e multidisciplinar.

Os avancos na compreensao das influéncias moleculares das células
tumorais na medula 6ssea tém implicagdes clinicas significativas. A identificagao de
alvos moleculares especificos nas células tumorais da medula éssea pode abrir
portas para tratamentos mais eficazes. A superacao desses desafios e a realizacao
de progressos dependem da colaboracdo interdisciplinar entre a biologia, a
computacdo e a medicina. A busca por uma compreensao profunda desses
processos complexos € um esfor¢co conjunto para melhorar a abordagem clinica e a

qualidade de vida dos pacientes.

1.8 CONSIDERACOES SOBRE ESTE ESTUDO
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A contribuicado deste estudo reside na sua aspiracao de proporcionar uma
compreensao mais profunda de uma fase crucial na progressdao tumoral. Ao
compreender mais sobre os mecanismos moleculares subjacentes a interagéo entre
as CTD e as ceélulas progenitoras hematopoiéticas, contribui para a literatura no
fundamento do desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Além disso, a escolha de adotar uma perspectiva computacional destaca a
importancia da tecnologia na pesquisa em oncologia. O sc-RNAseq, como
ferramenta analitica, permite uma visdo mais detalhada e abrangente do
transcriptoma.

A partir deste amplo cenario, o presente estudo concentra-se na influéncia
das células tumorais na medula 6ssea em pacientes com PCa metastatico,
utilizando uma abordagem computacional de sequenciamento de RNA de célula
unica, para desvendar os mecanismos moleculares da interacdo complexa entre as
CTD, e as células progenitoras hematopoiéticas, visando contribuir para uma
compreensao mais profunda dessa etapa crucial na progressao tumoral.

A medida que avancamos neste campo, espera-se que os resultados aqui
apresentados nao apenas enriquegam o0 conhecimento existente, mas também
inspirem pesquisas futuras e, mais crucialmente, impactem positivamente a

abordagem clinica e terapéutica para pacientes com cancer de prostata metastatico

2. OBJETIVO

Analisar as alteragdes hematopoiéticas que ocorrem no microambiente medular

metastatico na presenca de células tumorais disseminadas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Analisar as interacées realizadas entre as células imunes e

tumorais

- Identificar os tipos especificos de células imunes e tumorais envolvidos na
interacao.
- Investigar os mediadores moleculares e sinalizagbes envolvidas nessas

interacdes.
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2.1.2 Prever redes de interagdao dos pares de ligantes e receptores entre

tipos celulares e células progenitoras hematopoiéticas

Identificar os ligantes e receptores expressos pelas células imunes e tumorais
relevantes.
Utilizar modelagem computacional para prever as interagdes potenciais entre

ligantes e receptores.

2.1.3 Compreender vias de regulagcdao hematopoiética neste contexto

Analisar as vias de regulagdo hematopoiética associadas as células imunes e
tumorais.

Identificar os fatores regulatérios que influenciam a diferenciagdo e fungao
das células hematopoiéticas

Investigar como a regulagdo hematopoiética pode impactar a resposta imune

antitumoral.

3 METODOLOGIA

3.1 ORIGEM DOS DADOS

Neste estudo, foram utilizados dados de scRNA-seq provenientes de

amostras de medula 6ssea (MO) de dois grupos distintos. O primeiro grupo consistiu

em pacientes com céancer de prostata que passaram por cirurgias emergenciais

clinicamente indicadas devido a casos raros de compressao da medula espinhal

causada pela extensdo epidural de um tumor ou fratura patolégica de um corpo

vertebral. O segundo grupo foi composto por pacientes submetidos a cirurgias de

substituicdo do quadril benigno. O fluxo do trabalho desta dissertacdo esta

representado na figura 2.

Figura 2. Fluxo de Trabalho na Analise de Dados de sc-RNAseq
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Figura 2. llustragdo do Fluxo de Trabalho: A esquerda, destacam-se os dados biolégicos de dominio
publico, originados do trabalho de Kfoury, Youmna et al. A direita, apresenta-se um esquema
detalhado do processamento dos dados de sc-RNAseq conduzido nesta dissertagdo. Fonte:
Desenvolvido pela autora.

As amostras de MO foram selecionadas com o propdsito de estabelecer um grupo
de controle ndo maligno para permitir comparagdes com o grupo de pacientes com
condigbes patologicas. Os pacientes do estudo sdo estadunidenses, o RNA-seq foi
realizado e os dados mencionados foram disponibilizados em um banco de dados
publico. Estudos envolvendo seres humanos requerem aprovagao eética, e na
publicagcao original (KFOURY et al., 2021) os autores descrevem os procedimentos
do comité de ética a qual foi submetido.

Apos a obtencdo dos dados, para realizar as analises deste presente
trabalho, foi utilizada a técnica de analise computacional de scRNA-seq, que permite
examinar o perfil de expressdo génica em nivel de célula individual. Cada amostra
de MO continha, em média, 2.490 células que foram submetidas a analise, os
resultados revelaram um numero médio de 3.952 moléculas detectadas por célula.

Essa informacdo é importante, pois indica a quantidade de atividade molecular que
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pode ser observada em cada célula individualmente. Esses dados fornecem uma
visdo abrangente da expressao génica presente nas amostras de MO.

Além disso, a presenca de células tumorais foi avaliada com base na
expressdo de marcadores-chave relacionados ao cancer de prostata. Esses
marcadores incluiram KLK4, KLK2 e AR, que sao conhecidos por desempenhar um
papel significativo no desenvolvimento e progressao do cancer de préstata. A
deteccdo desses marcadores nas amostras de MO confirma a presenca de células

tumorais nos pacientes com cancer.

3.2 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os dados de scRNA-seq foram analisados no RStudio, utilizando a linguagem
R versdo através dos algoritmos de biologia de sistemas: o CellRouter e o
CellComm. Esses algoritmos foram obtidos através do pacote Framework for unified
single-cell analysis (FUSCA, versao 1.3.1), disponivel em
https://github.com/edroaldo/fusca. O FUSCA é um software essencial para a analise
de dados de células unicas, pois integra varias etapas analiticas em um unico
pacote. Com ele, foi possivel realizar as analises propostas neste trabalho.

O CellRouter e o CellComm representam duas ferramentas fundamentais no
contexto da anadlise de dados de single-cell RNA sequencing (scRNA-seq),
desempenhando papéis distintos e complementares na extracdo de informacdes
valiosas a partir de dados complexos e heterogéneos (LUMMERTZ DA ROCHA et al.,
2018)

O CellRouter destaca-se como uma ferramenta especializada na identificacao
de trajetdérias celulares, oferecendo uma abordagem avangada para mapear e
compreender o desenvolvimento e a diferenciagéo celular. Ao analisar os dados de
scRNA-seq, o CellRouter destaca genes diferencialmente expressos, contribuindo
para uma analise mais aprofundada das variagdes genéticas e funcionais entre as
células. Por outro lado, o CellComm concentra-se na analise da comunicacao
intercelular, oferecendo uma perspectiva crucial sobre as interagdes entre as células
em um ambiente complexo. Essa ferramenta permite a identificacdo e a
caracterizacdo das vias de comunicagcdo entre diferentes tipos celulares,
proporcionando insights sobre os sinais molecularmente mediados que

desempenham um papel essencial na regulagdo do microambiente celular. Ao
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destacar os aspectos comunicativos entre as células, o CellComm contribui para
uma compreensdo mais abrangente das redes celulares e seus papéis na
homeostase e em processos patologicos (Lummertz Da Rocha et al., 2018).

Essas capacidades analiticas avangadas sdo essenciais para desvendar a
complexidade dos sistemas bioldgicos em nivel celular, proporcionando uma visao
mais completa e detalhada das dinamicas celulares em diferentes contextos

fisiolégicos e patoldgicos.

3.3 CONTROLE DE QUALIDADE

Para realizar a analise de dados de scRNA-seq, é fundamental garantir que
os dados utilizados sejam de alta qualidade e que apenas as células de interesse
sejam incluidas na analise. Para isso, os datasets em formato matriz foram utilizados
para criar um objeto CellRouter, que € criado com base nos parametros da analise
transcriptomica (RNA), o niumero minimo de genes expressos por célula (neste
trabalho foi incluido 200 genes/célula) e o minimo de trés células por matriz. Além
disso, é considerado o valor de expressao minimo igual a O.

Esses parametros garantem a qualidade das células analisadas e a
confiabilidade dos resultados. A andlise transcriptdmica identifica os genes
expressos em cada célula, enquanto o numero minimo de genes expressos por
célula assegura a inclusdo apenas das células com expressao génica relevante. O
minimo de trés células por matriz fornece dados suficientes para analise, e o valor
minimo de expressao igual a zero assegura a inclusdo de todas as células,

independentemente do nivel de expresséo génica.

3.4 REDUCAO DIMENSIONAL

Para observar os grupos celulares das amostras, foi gerado um grafico UMAP
(Uniform Manifold Approximation and Projection), essa representacdo € empregada
para preservar a estrutura local dos dados, permitindo a visualizacdo da

heterogeneidade celular e a identificacdo de subpopulagbes celulares com
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caracteristicas moleculares distintas. Essa técnica é frequentemente utilizada em
conjunto com outras técnicas de analise de dados genémicos para obter uma
compreensao mais completa dos dados.

Foi utilizada a fungdo ComputePCA é empregada para realizar a Analise de
Componentes Principais (PCA, Principal Component Analysis), uma fungéo que tem
como obijetivo identificar as diregdes de maior variabilidade nos dados e projetar os
pontos de dados em um espago de menor dimensdo, mantendo o0 maximo de
informagédo possivel. Essa técnica é alcangcada através da identificagdo dos
componentes principais, que sao combinagdes lineares das variaveis originais,
permitindo visualizar a estrutura dos dados em um espaco reduzido.

A funcdo ComputeUMAP por sua vez, é utilizada para realizar a projegao
UMAP, um algoritmo de reducdo de dimensionalidade n&o linear amplamente
utilizado na analise de dados de alta dimensionalidade.

ComputePCA e ComputeUMAP sao ferramentas importantes para analise de
dados gendmicos, permitindo reducao de dimensionalidade e visualizagdo em
espago menor. PCA identifica fontes de variabilidade, enquanto UMAP preserva
relacbes de proximidade entre células, auxiliando na identificagdo de subgrupos
celulares e compreensdo da heterogeneidade. Essas técnicas sdo amplamente
utilizadas para obter compreensao completa dos dados e facilitar interpretacéo dos

resultados.

3.5 ANALISE DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Para identificar os genes com expressao diferencial entre os grupos benigno
e tumor, utilizou-se a fungao compareTwoGroups do FUSCA, que permite analisar as
diferengcas na expressdo génica. Essa fungcdo compara os dados de expressao
génica de cada célula nos dois grupos e aplica testes estatisticos, como o teste t de
Student ou Mann-Whitney, para avaliar a significancia das diferencas.

Para visualizar as informagdes de expressdao génica, os dados sao
representados em mapas de calor (heatmaps). Esses heatmaps sdo gerados
usando a fungdo findSignatures para identificar padrées de expressao génica
distintos em cada grupo. Em seguida, a funcao PlotSignaturesHeatmap foi utilizada

para exibir visualmente os dados.



30

As anotagbes atribuidas a cada grupo celular foram determinadas com base
na analise dos genes expressos, utilizando as anotagdes pré-estabelecidas obtidas
pela funcao findClusters. Isso permite identificar e caracterizar os grupos celulares

com base nas informagdes dos genes expressos.

3.6 INTERACOES LIGANTES-RECEPTOR

A analise das interagcbes ligante-receptor na biologia computacional

representa um campo crucial dedicado a desvendar os intricados lacos moleculares
entre moléculas de ligante e seus receptores bioldgicos correspondentes. No ambito
dessa investigacdo, o FUSCA emerge como uma ferramenta fundamental, aplicando
uma abordagem avangada para analisar a expressao génica e discernir os genes
responsaveis pela codificagcao de ligantes e receptores biologicamente relevantes.
A metodologia adotada pelo envolve a utilizagdo de bancos de dados de anotagéo
funcional, que fornecem informagdes cruciais sobre a fungao biolégica especifica de
genes individuais. Esse enfoque permite uma analise aprofundada das
caracteristicas genéticas associadas as interagdes ligante-receptor

O uso de bancos de dados de anotacdo permite correlagcbes entre a
expressdo génica e as fungdes bioldgicas especificas das moléculas envolvidas.
Esse contexto é fundamental para discernir as nuances das interagoes
ligante-receptor em diversos contextos biolégicos, desde processos fisioldgicos

normais até desregulag¢des associadas a condigdes patologicas.

3.7 VIAS DE ENRIQUECIMENTO DE GENES

As vias de enriquecimento de genes no software FUSCA correspondem a
identificacdo e andlise das vias biolégicas ou processos celulares que sao
aprimorados com genes expressos diferencialmente em grupos de células
especificas. No FUSCA, esse tipo de analise é conduzido por meio de métodos de
enriquecimento de genes, como a Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) ou
analises de sobreposicdo de genes com conjuntos de genes previamente

estabelecidos.
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Essas analises de enriquecimento de genes possibilitam uma compreensao
mais abrangente das fung¢des bioldgicas e vias de sinalizagao envolvidas nos grupos
de células estudados. Elas podem revelar quais vias estao ativas ou desreguladas
em determinadas condigdes ou tipos celulares, fornecendo informacdes valiosas
sobre 0s processos bioldgicos subjacentes.

Ao identificar as vias de enriquecimento de genes, o FUSCA auxilia na
interpretacdo dos dados de expressao génica em nivel de célula Unica, oferecendo
perspectivas sobre as fungdes bioldgicas e interagdes moleculares relevantes para

0s grupos de células analisadas.

4 RESULTADOS

4.1 GRUPOS CELULARES



32

As amostras utilizadas neste estudo foram submetidas a analise pelo software
FUSCA permitiu a identificacdo de duas fragdes amostrais distintas: tumor, e
benigno, conforme descrito na metodologia. Cada uma dessas fragdes foi analisada
separadamente, posteriormente, os conjuntos de dados foram integrados para gerar
uma analise integrada e anotagédo dos resultados obtidos. Essa abordagem permitiu
uma analise mais abrangente e detalhada dos tipos celulares presentes em cada
fracdo amostral, bem como das diferengas quantitativas entre elas.

Através do algoritmo utilizado foi possivel observar um extenso repertério
celular na analise de sc-RNAseq. Os 20 tipos celulares foram representados por um
grafico UMAP na Figura 3, que mostra a distribuicdo dos 20 tipos celulares em
células estromais, tumorais e imunoldgicas. O UMAP é uma técnica de reducao de
dimensionalidade que permite visualizar dados complexos em um espaco
bidimensional. Cada ponto no grafico representa uma célula, e a cor indica o tipo
celular. A distribuicdo dos pontos no grafico mostra como os diferentes tipos
celulares estdo agrupados e separados uns dos outros. Por exemplo, podemos ver
que os tipos celulares imunoldgicos estdo agrupados em uma regiao especifica do
grafico, enquanto os tipos celulares estromais e tumorais estdo mais espalhados.

Nessa figura é possivel observar, uma subpopulagdo imunoldgica composta
por células B, macréfagos, mondcitos, natural killers (NK), progenitores, células T
(Naive T, helper T, CD8+ T) com o cluster um pouco mais distante dos demais, por
ser formada fora do tecido medular. E células estromais, que estdo presentes
principalmente na parte interna da pogado tumoral, incluem pericitos, células

endoteliais, osteoblastos, osteoclastos, e também as proprias células tumorais.

Figura 3 — Perfil celular tumoral
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Figura 3. UMAP dos 20 tipos celulares, distribuidos entre células estromais, tumorais e
imunolégicas. A integracdo de todas as amostras revelou a presenca de células imunes e
hematopoiese em curso, com células progenitoras HSC dando origem a células B, mondcitos e
eritréides. Adicionalmente, subpopulagdes estromais foram identificadas, tais como endotélio,
pericitos, osteoblastos, osteoclastos e células tumorais.

Foram contabilizadas em média 2.490 células por amostra, e 3.952 moléculas
por célula. Além disso, foi realizada uma andlise comparativa entre os grupos
celulares, separando as propor¢des dos grupos tumoral e benigno como visto na
Figura 4 que apresenta os 20 tipos celulares presentes nas amostras medulares. Os
resultados obtidos demonstraram uma diminuicdo acentuada nas proporgdes celular
de células B (madura e imatura) na porgéo benigna, enquanto houve um aumento
critico nas proporgdes de macrofagos, osteoclastos, osteoblastos, células endoteliais
e pericitos. Essas diferengas quantitativas entre os grupos tumoral e benigno podem
fornecer informacdes importantes, portanto foi realizada uma comparacao detalhada
das proporg¢des entre os grupos mais distintos para uma melhor compreensao das
diferencas quantitativas, conforme a Figura 5 apresenta, nela ha uma comparagao
detalhada das propor¢des entre os grupos celulares distintos nas amostras benignas
e tumorais. Cada barra representa a proporcdo de um tipo celular especifico em

cada amostra. As cores das barras indicam se o tipo celular € predominante na
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amostra benigna (laranja) ou na amostra tumoral (azul). A comparagao entre as
propor¢cdes dos grupos celulares nas amostras benignas e tumorais fornece
informacdes importantes sobre as diferengas quantitativas entre esses grupos em
cada tipo de amostra.

A analise permitiu observar que as células B imaturas, maduras e Pro-B
compdem as maiores porgdes na amostra benigna, enquanto na amostra tumoral a
maior quantidade de células é encontrada sao os macréfagos associados ao tumor
(TAM - tumor associated macrophages). Para investigar a relagao entre estes tipos

celulares e o tumor foi feita uma analise de enriquecimentos de ambos os grupos.

Figura 4 - Grafico de proporgdes celulares
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Figura 4. Proporgdes dos grupos celulares nas amostras medulares tumorais e benignas.
Nessa figura, sdo apresentados os 20 tipos celulares mais representativos em cada tipo de amostra.

Destaca-se os osteoblastos e osteoclastos, células endoteliais, macréfagos e células B.

Figura 5 - Gréfico de proporgdes celulares detalhado
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Figura 5. Proporgdes celulares do grupo tumoral detalhada das proporgdes entre os grupos celulares
mais distintos nas amostras benignas e tumorais. Cada barra representa a propor¢gao de um tipo
celular especifico, sendo as cores das barras indicativas de predominéncia na amostra tumoral (azul

claro) e na amostra benigna (azul escuro).

4.2 REDES DE INTERAGOES E COMUNICACAO CELULAR

Para compreender a proximidade e interagdo entre os grupos celulares, foi
gerado um heatmap de forgca de interacao entre eles (Figura 6). Esse grafico analisa
a intensidade das interagbes ou associagdes entre diferentes grupos celulares no
contexto biolégico do ambiente metastatico medular. Construido a partir de uma
matriz de dados, cada célula no heatmap é preenchida com uma cor representando
a forga ou intensidade da interagcdo entre os grupos celulares correspondentes. As
linhas e colunas do heatmap representam os diversos tipos celulares identificados
na analise de sc-RNAseq. As cores indicam a forga da interagcao entre os tipos
celulares; quanto mais forte a interagéo, ou seja, o maior niumero de interagdes entre
0s grupos celulares, mais escura é a cor da célula correspondente, e quanto mais
fraca ou seja, menos interagdes, mais clara. Esse heatmap facilita a identificagdo de
interacdes mais fortes ou mais fracas entre tipos celulares, fornecendo informacdes
valiosas sobre a biologia do cancer e o ambiente metastatico medular.

O grafico revela que osteoblastos, macréfagos, células endoteliais e pericitos
apresentam interagées mais intensas entre si. A analise do grafico de comunicagao
célula-célula permitiu avangar para a avaliacdo da intensidade de interacdo dos
pares de ligantes e receptores dessas células com as células tumorais. Essa
abordagem visa aprofundar a compreensdo da comunicagao entre as células do
tumor e as células imunoldgicas mais interativas. Esses resultados proporcionam
uma visdo mais detalhada das dindmicas celulares no contexto do ambiente
metastatico, contribuindo para o entendimento mais amplo dos mecanismos

bioldgicos envolvidos no cancer.
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Figura 6 - Forga de interagbes entre grupos celulares
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Figura 6. Heatmap das interagdes entre os clusters da amostra tumoral, sendo representadas por
uma escala de cores que reflete a amplitude da rede de interagdo dos pares ligantes-receptores.
Nessa escala, 0 azul indica um menor grau de interacdo, enquanto o vermelho indica um maior grau.
As interagbes mais significativas s8o observadas entre as células endoteliais, osteoblastos e
macréfagos.

4.3 VIAS DE ENRIQUECIMENTO DE GENES

Na analise anterior, que comparou as propor¢des dos grupos celulares nas
amostras benignas e tumorais, observamos diferengas quantitativas nas células B,
osteoclastos, osteoblastos e macréfagos, para investigar a relagao entre esses tipos
celulares e o tumor, foi feita uma analise de enriquecimento de genes de ambos os
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grupos. Essa analise permitiu identificar quais os principais genes estavam
enriquecidos no tumor em relagado a amostra benigna e vice-versa.

Para isso, foi feita a comparagao do conjunto de genes de interesse com um
conjunto de genes de referéncia. Aqui a ferramenta e métodos utilizados para essa
analise, avaliam a ocorréncia dos genes de interesse em relagdo ao que seria
esperado ao acaso no grupo benigno e tumor. As vias metabdlicas conhecidas,
como os presentes no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG), foram visualizadas para auxiliar na analise (Figuras 7 e 8).

Na anadlise da amostra tumoral, observou-se a expressao de reguladores
associados ao ciclo celular e a respiragdo celular. Esse resultado sugere uma
intrincada interacao entre processos celulares fundamentais e a progressao tumoral.
Reguladores do ciclo celular desempenham um papel crucial na modulagdo da
divisdo celular, e sua expressao alterada pode contribuir para a rapida proliferacao
caracteristica das células cancerigenas.

Além disso, a expressdao de genes relacionados a respiragao celular na
amostra tumoral destaca a complexidade do metabolismo celular durante a
carcinogénese. Alteracbes nesses reguladores podem influenciar o equilibrio
energético da célula, fornecendo um ambiente propicio para o crescimento
descontrolado e a sobrevivéncia celular.

A analise das vias de enriquecimento genético revelou discrepancias notaveis
entre a amostra benigna (a esquerda) e a amostra tumoral (a direita). Na amostra
tumoral, destacam-se indicagdes significativas de vias associadas ao 6xido-redugao
e atividades mitocondriais. Essas descobertas sugerem alteragées metabdlicas e
bioenergéticas que ocorrem durante a carcinogénese.

Essas vias expressas indicam uma potencial influéncia direta na homeostase
do microambiente, sugerindo que as células tumorais estdo reprogramando suas
atividades metabodlicas para promover seu crescimento descontrolado. A
compreensao dessas vias especificas abre novas perspectivas para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas, visando modular esses
processos metabodlicos e restaurar a homeostase prejudicada no microambiente
tumoral.

A via de sinalizagao SLIT/ROBO envolve uma familia de proteinas, incluindo
os ligantes SLIT e seus receptores transmembranares, ROBO. (Debnath et al.,

2022). Pesquisas recentes destacaram o envolvimento especifico da via SLIT/ROBO



38

na promog¢ao da migracdo das células tumorais, um aspecto crucial do processo
metastatico. A ativacdo dos receptores ROBO pelos ligantes SLIT pode
desencadear vias de sinalizagdo subsequentes que regulam a dinamica do
citoesqueleto, a adesao celular e a motilidade. Observou-se que a disfungdo dessa
via estd associada a uma maior capacidade de migragdo e invasdo das células
tumorais em varios tipos de cancer. Além disso, foi sugerido que a regulagao da
migracdo mediada pelo complexo SLIT/ROBO pode ser influenciada por
mecanismos que afetam diretamente a fungdo da cadeia respiratoria. Durante a
transicao epitelial-mesenquimal, que € um processo-chave na disseminacdo do
cancer, é plausivel que ocorram alteragdes na regulagao da cadeia respiratéria para
fornecer energia necessaria para a migragao celular aumentada. Essas mudancas
podem estar interligadas com os mecanismos que regulam a migragao mediada pelo
complexo SLIT/ROBO, sugerindo uma interagdo complexa entre esses dois
sistemas durante processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a progressdo do
cancer. (Debnath et al., 2022; Jiang et al., 2019)
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Figura 7 - Vias enriquecidas em progenitores
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Figura 7. Vias de enriquecimento de genes da amostra benigna (a esquerda) e da amostra tumoral (a
direita). Na amostra tumoral esta sendo expresso reguladores de expressao associados ao ciclo e

respiragao celular.
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Figura 8 - Ontologia génica em progenitores
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Figura.8 - Vias de enriquecimento de genes da amostra benigna (a esquerda) e da amostra tumoral (a
direita). Na amostra tumoral esta sendo indicado vias a partir do gene ontology expressas associadas
a oxido redugdo, e atividades mitocondriais que influenciam diretamente na homeostase do

microambiente.

4.3 EXPRESSAO GENICA

Para podermos compreender as diferencas transcriptomicas, foi realizada a
analise do Fold Change, que nos permite compreender como os genes estao sendo
regulados em diferentes condi¢gbes, neste caso, comparando amostras tumorais e
benignas. Esse tipo de analise apresenta uma métrica que indica a magnitude da

mudanga na expressao génica entre dois grupos de amostras. Neste contexto, ele
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nos ajuda a identificar quais genes estdo sendo regulados de forma positiva
(aumento na expressao) ou negativa (diminuicdo na expresséo) nas células tumorais
em comparagao com as ceélulas benignas.

A analise esta representada na Figura 9 e identifica os genes mais expressos
em ambas as amostras, para compreender quais podem aqui estar associados a

alteracbes hematopoiéticas.

Figura 9 - Genes expressos em progenitores

RPL27 1
TPSABT ¢
TMSB10+

FTL+

CCL41
RPL37A+

RPL391

RPS21 1

UBAS52 -

RPS16 1

RPL37 1

VIM 4
TMSB4X 4
EEF1A1+

RPS27 1

CD79B+

HIST1H1E+
TCL1A 1
STMN1 ¢
HIST1H1D A

UBE2C 1
TUBA1B 1

LYZ+

DNTT A

SRGN 1

CST31

LTB+
HBD 1
IGLL5 1
HIST1H4C 1

Percentage
Q 25
O 50
O 715

Average expression

!!99

60

30

%1000 0000 00000 ¢ 0 CABALOCOA0CCD O
% {00 ° 0000 60000000ABCOOCO0BDCO -0

2
<%’.>

Figura 9. A analise de Fold Change, os genes que estdo sendo regulados positivamente (aumento na

expressao) ou negativamente (diminui¢gdo na expressdo) na amostra tumoral e na benigna.

Quando observamos um Fold Change positivo, isso significa que a expressao
de um gene esta aumentando nas células tumorais em relacéo as células benignas.

Isso pode indicar a ativagdo ou super expressao de certos genes, o que pode estar
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associado a processos patoldgicos ou caracteristicas especificas das células
cancerosas. Por outro lado, um Fold Change negativo aponta para uma diminuigéo
na expressao génica nas ceélulas tumorais em comparagdo com as benignas. Isso
pode sugerir uma supressao ou inibicdo da expressdo de certos genes, o que
também pode ser significativo na compreensao das caracteristicas do cancer.

A partir disso podemos compreender melhor as vias de sinalizagao, os
processos metabodlicos e as interagbes génicas que estavam nas amostras
analisadas, obtivemos 22 genes e sua atividade (regulagdo positiva/negativa)
genética em cada amostra. Destacamos aqui os genes CCL4, CD79, DNTT, LTB e
TCL1A. de interesse que apresentaram funcdes influentes dentro do contexto
hematopoiético e destacamos suas fungbes celulares e dos mecanismos
subjacentes. Essa analise sugere um desequilibrio no processo de diferenciagéo

hematopoiética.

4.4 VIAS DE SINALIZACAO

4.4.1 Macroéfagos

A Figura 10 apresenta as vias de enriquecimento de genes da amostra
benigna e da amostra tumoral, onde se destacam as vias de sinalizagdo FoxO e
MAPK. Essas vias de sinalizagdo s&o importantes para a regulagdo de processos
celulares como a proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular. A via de
sinalizagdo FoxO é uma via de sinalizacao intracelular que regula a expressao de
genes envolvidos na proliferacdo celular, apoptose e resposta ao estresse celular. A
ativacdo dessa via de sinalizagao pode levar a inibicdo da proliferagao celular e a
inducdo da apoptose, o que pode ser importante para a prevencao do
desenvolvimento tumoral. A via de sinalizagago MAPK & uma via de sinalizagao
intracelular que regula a proliferacao celular, a diferenciacdo e a sobrevivéncia
celular. Essa via de sinalizacéo é ativada por uma variedade de estimulos, incluindo
fatores de crescimento e estresse celular.

A ativacao dessa via de sinalizagao pode levar a proliferagcéo celular e a
sobrevivéncia celular, o que pode ser importante para o desenvolvimento tumoral. A

presenca dessas vias de sinalizacdo em maior quantidade na amostra tumoral pode
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indicar uma relagdo com o desenvolvimento do tumor. A analise de enriquecimento
de genes permite identificar quais os principais genes estao enriquecidos no tumor
em relacdo a amostra benigna e vice-versa, o que pode fornecer informagdes
importantes para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na relagado entre o

tumor e as células presentes na medula éssea.

4.4.2 Pr6- B

A Figura 11 apresenta as vias de enriquecimento de genes da amostra
benigna e da amostra tumoral, onde se destacam as vias de sinalizagao TNF, IL-17,
diferenciagcao osteoclastica, NF kappa B e linhagem hematopoética. Essa via de
sinalizagcdo é importante para a manutencdo da homeostase 6ssea. O fator de
transcricdo NF-kappaB € um regulador chave da resposta inflamatdria e imunolégica
do organismo. Ele é ativado por uma variedade de estimulos, incluindo citocinas
inflamatorias como o TNF e a IL-17. A linhagem hematopoiética € a linhagem celular
que da origem as células sanguineas, incluindo glébulos vermelhos, glébulos
brancos e plaquetas. A presencga dessa via de sinalizagdo na amostra tumoral pode

indicar uma relacdo com a proliferagao celular e o desenvolvimento do tumor.

Figura 10 - Vias enriquecidas em Macrofagos
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Figura 10 - Vias de enriquecimento de genes da amostra benigna (a esquerda) e da amostra tumoral
(a direita), onde se destacam as vias de sinalizagao FoxO, e MAPK
Figura 11 - Vias enriquecidas em Pré-B
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Figura 11. Vias de enriquecimento de genes da amostra benigna (a esquerda) e da amostra
tumoral (a direita), onde se destacam as vias TNF, IL-17, diferenciagdo osteoclastica, NF kappa B e
linhagem hematopoética.

4.5 RELACAO LIGANTE-RECEPTOR

Apds a geragado do heatmap foi possivel observar que as interagdes mais
fortes ocorreram entre as células endoteliais e osteoblastos, para investigar a
relagdo de comunicagao celular entre esses grupos e as células tumorais foi
realizada uma analise através da identificagdo do numero de pares ligante-receptor
co-expressos entre diversas combinagdes de interagdes célula-célula, o algoritmo
realiza a identificagdo de possiveis redes de comunicacgao intercelular nos conjuntos
de dados.

Na Figura 12, é apresentada uma representacéo visual da interagdo entre
ligantes e receptores em diferentes tipos celulares. Na coluna da esquerda estédo
listados os ligantes e os receptores respectivamente. Na linha inferior estdo os
diferentes tipos celulares, incluindo células endoteliais e tumorais, bem como

osteoblastos e células tumorais. A figura também indica que essa interagédo ocorre
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nos dois sentidos, ou seja, os ligantes podem se ligar a receptores nas células
endoteliais e tumorais, e também nas células de osteoblastos e tumorais.

A intensidade da interacdo entre os pares de ligantes e receptores ¢é indicado
por cores diferentes, onde uma cor mais intensa indica uma interagdo mais forte.
Essa representacéo visual ajuda a identificar quais ligantes estao interagindo com os
receptores em diferentes tipos celulares.

O valor estatistico é utilizado para avaliar a significancia das interagcdes

observadas. No contexto da figura, -log10(valor P) = 2.399 indica que a interagao
entre os ligantes e receptores mostrados é estatisticamente significativa, ou seja, é
improvavel que ocorra ao acaso.
Observamos em nosso resultado a interacdo da molécula de adesao vascular 1
(VCAM-1), esta € uma proteina transmembranar expressa em células endoteliais,
que revestem oOs vasos sanguineos, € em alguns tipos de células do tecido
conjuntivo. Ela desempenha um papel crucial na regulagdo da adesao e migragao de
células imunes, como leucdcitos, durante processos inflamatérios e imunolégicos.

A VCAM-1 emerge como um elemento relevante no contexto do cancer,
desempenhando papéis cruciais na progresséo tumoral e nas interagcdes entre
células cancerigenas e o microambiente tumoral. A expresséo elevada de VCAM-1
pode estar associada a capacidade de invasdo e metastase em alguns tipos de
cancer, faciltando a adesdo das células cancerigenas aos vasos sanguineos e
promovendo sua disseminagao para outros tecidos. Além disso, a VCAM-1 parece
desempenhar um papel na promogéo da angiogénese, um processo vital para o
fornecimento de nutrientes aos tumores em crescimento. A influéncia da VCAM-1 no
microambiente tumoral também €& evidente, aumentando a interagdo entre células
tumorais e células imunes, o que pode afetar a resposta imunoldgica antitumoral.
Assim, a compreensdo do papel da VCAM-1 no cancer pode ter implicacbes
significativas no desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas, visando
inibir a disseminacéao e crescimento tumoral (PINHO; FRENETTE, 2019; SHARMA et
al., 2017)
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Figura 12 - Ligantes e receptores entre células endoteliais e tumorais
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Figura 12. Ligantes e receptores estdo presentes na coluna da esquerda, enquanto na linha inferior
estdo os tipos celulares, endotelial e tumor, osteoblastos e tumor e vice-verso. Intensidade de
interagcao dos pares de ligantes e receptores valor estatistico significativo -log10(valor P) = 2.399
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DISCUSSAO

Neste estudo, observamos alteragbes hematopoiéticas resultantes da
perturbacdo do ambiente medular causada pela presenca de CTCs. Identificamos
cinco genes relacionados a alteracdo hematopoiética: CCL4, CD79, DNTT, LTB e
TCL1A, identificamos o enriquecimento das vias de TNF, IL-17 e NF Kappa B,
confirmando nossa hipoétese inicial que a presenca de CTDs no ambiente medular
promove alteragcdes na hematopoiese. E destacamos aspectos cruciais do processo
de desenvolvimento metastatico, incluindo imunossupressdo, angiogénese e
permeabilidade vascular.

Ao isolarmos a populagdo de células progenitoras hematopoiéticas,
observamos modificacdes na atividade do ciclo celular e alteragdes na expressao de
genes associados a ativagdo imunoldgica e tradugdo. Essas adaptagées no nicho
metastatico podem propiciar o crescimento e a sobrevivéncia das células
cancerigenas, impactando diretamente a hematopoiese na medula éssea. A analise
para identificacdo dos principais genes expressos nas amostras permitiu-nos
explorar o perfil genético em um nivel molecular, destacando genes com expressao
mais acentuada e, consequentemente, desempenhando um papel potencialmente
relevante na regulagcdo génica positiva e negativa. A partir disso podemos
compreender melhor as vias de sinalizagdo, os processos metabdlicos e as
interagdes génicas que estavam nas amostras analisadas.

As adaptacdes no nicho metastatico desempenham um papel crucial no
suporte ao crescimento e a sobrevivéncia das células cancerigenas, influenciando
diretamente a hematopoiese na medula 6ssea. As CTCs do PCa metastatico
competem diretamente com as HSCs pelo nicho na medula dssea, utilizando
mecanismos fisiologicos semelhantes aos das células-tronco hematopoéticas. Uma
estratégia utilizada pelos DTCs ¢é induzir mudangas no microambiente que afetam a
maturidade e a fungdo das HSCs. Um mecanismo que as células PCa podem usar
na competicdo pelo nicho de HSC é impulsionar direta e indiretamente a maturidade
do HSC para que desocupam o nicho. (KINGSLEY et al., 2007b).

A influéncia dos CTCs nas HSCs também se reflete na dindmica da
populacao celular. A competicao resulta em uma menor presenca de HSCs no nicho,

pois os CTCs alteram a capacidade das HSCs de se auto-renovarem e aceleram a
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taxa do ciclo celular, fazendo com que saiam do estado de dorméncia e deixem o
nicho. Esse efeito direto nas HSCs é acompanhado pela mobilizagdo de HPCs para
a circulacao periférica, evidenciada pelo aumento de HPCs no sangue periférico de
pacientes com CaP metastatico em comparacdo com aqueles com CaP localizado
ou individuos saudaveis (DECKER et al., 2016).

Essas adaptacdes no nicho metastatico ndo apenas favorecem o crescimento
continuo dos CTCs, mas também impactam a hematopoiese global na medula
Ossea. A alteragcdo na dinamica das HSCs e a mobilizagdo aumentada de HPCs
podem afetar a produgdo de células sanguineas normais, comprometendo a
homeostase hematopoiética.

Identificamos cinco genes relacionados a alteracdo hematopoiética: CCL4,
CD79, DNTT, LTB e TCL1A. A quimiocina CCL4 (MIP-1B), liberada por células
osteoblasticas, desempenha um papel crucial na restauracdo da homeostase das
células-tronco hematopoiéticas durante a ativagcdo da medula éssea (LEE et al.,
2018). O CD79, ou Ig-beta, um componente do complexo receptor de células B, esta
envolvido na formacao e ativacao de linfocitos B (CHU; ARBER, 2001). A expressao
dos genes DNTT é especifica para linfocitos em desenvolvimento, compartilhada
pelas linhagens B e T, sendo essencial para a diversidade dos receptores
imunoldgicos (ROTHENBERG, 2014). J4 o LTB é uma proteina de membrana do
tipo Il pertencente a familia TNF, desempenhando papel na indugao da resposta
inflamatdria e no desenvolvimento saudavel do tecido linfoide ("Linfotoxina beta LTB
[Homo sapiens (humano)] - Gene - NCBI"). A expressdao de TCL1A esta
estreitamente associada as células B precoces, antes de sua migragdo para os
centros germinativos (BRINAS; DANGER; BROUARD, 2021).

Esses genes desempenham fungdes diretamente relacionadas aos tipos
celulares B, macrofagos e osteoblastos. Desta forma, concentramos nossa atengao
nesses grupos celulares no ambiente medular metastatico. Estudos anteriores,
indicaram niveis mais elevados de células B no cancer de prostata (DAl et al., 2005;
KELLER; BROWN, 2004), em nossas analises observamos uma redug&o acentuada
dessas células na medula. Investigamos essa diferengca e, através dos principais
genes expressos nas amostras tumorais de células B, identificamos o
enriquecimento das vias de TNF, IL-17 e NF Kappa B, conforme demonstrado na

figura 10.
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A familia de fatores de transcricdo nuclear NFkB desempenha papel
fundamental na regulagdo do desenvolvimento do sistema imunoldgico, nas
respostas imunoldgicas, na inflamacdo e no cancer (MITCHELL; VARGAS;
HOFFMANN, 2016). Estudos evidenciaram que o NF-kB promove a sobrevivéncia
celular, proliferagcdo e invasdo no cancer de préstata (GUTIERREZ-UZQUIZA et al.,
2015; JIN et al.,, 2013; STAAL; BEYAERT, 2018). A ativagdo inadequada ou
desregulacao da via NF-kappa B pode impactar significativamente a hematopoiese e
o sistema imunoldgico, levando a disturbios hematopoiéticos e desequilibrios na
producdo de células sanguineas. Portanto, o controle preciso dessa via € crucial
para manter a homeostase hematopoiética e uma resposta imunolégica adequada.

Ao analisarmos as vias enriquecidas em progenitores, observamos um
aumento notavel na expressdo de vias relacionadas ao processo de ciclo e
respiragdo celular representados nas figuras 6 e 7. As células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) apresentam um perfil metabdlico com baixo teor de
NAD+/NADH quando residem em seu nicho hipéxico. Quando necessario, como na
reconstituicdo do sistema hematopoiético apos lesdo ou transplante de medula
O0ssea, as HSCs migram para a fosforilagdo oxidativa nas mitocéndrias, o que pode
resultar em envelhecimento prematuro das HSCs (NAKAMURA-ISHIZU; ITO; SUDA,
2020).

As espécies reativas de oxigénio, geradas em resposta a estimulos
endoégenos e exdgenos, desempenham um papel na sinalizagdo celular em
concentragoes fisioldgicas. No entanto, em concentragdes mais altas, podem induzir
morte celular, apoptose e senescéncia, ativando vias de sinalizacdo, como a
NF-Kappa B. A Figura 10 destaca as vias de enriquecimento de genes em amostras
benignas e tumorais, revelando notaveis diferengas, principalmente nas vias de
sinalizagdo TNF, IL-17, diferenciacdo osteoclastica, NF kappa B e linhagem
hematopoética. Essas vias, essenciais para a regulacdo da resposta inflamatéria e
imunoldgica, apresentam-se em maior quantidade na amostra tumoral, sugerindo
uma possivel relacdo com o desenvolvimento do tumor.

A via de sinalizacdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF) é crucial,
transmitindo sinais para desencadear respostas biolégicas. Produzido por células do
sistema imunoldgico, como macrofagos e linfécitos T, o TNF desempenha papel
fundamental na regulagdo da resposta inflamatoria e imunologica do organismo.

Similarmente, a via de sinalizagédo da interleucina 17 (IL-17), produzida por células T
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auxiliares e outras do sistema imunoldgico, desempenha papel importante na defesa
contra infecgdes. A diferenciacdo osteoclastica, responsavel pela formacgédo de
osteoclastos a partir de células precursoras, é crucial para a manutengdo da
homeostase Ossea. O fator de transcricdo NF-kappaB, ativado por citocinas
inflamatdorias como TNF e IL-17, é central na regulagcdo da resposta inflamatéria e
imunoldgica. Além disso, a linhagem hematopoética, que origina células sanguineas,
pode indicar uma relagao com a proliferagao celular na amostra tumoral.

Além das células B, os macrofagos, com diversas etapas de formagao e
atuagao no sistema imunoldgico, sdo cruciais. Alteragdes nesse grupo celular tém o
potencial de propiciar a imunodeficiéncia, desafio significativo no tratamento do
cancer metastatico. Ao analisar as vias enriquecidas nessa populagao, observamos
as vias FoxO e MAPK. A subfamilia de fatores de transcrigdo FoxO exerce papel
crucial em processos fisioldgicos, incluindo regulagdo do ciclo celular e indugao da
apoptose, sendo indicativa de alteracbes hematopoiéticas neste contexto. A
comunicacao do tumor com sitios secundarios ocorre de diversas formas, incluindo a
preparacao do nicho pré-metastatico e manutengao da imunossupressao.

A via MAPK desempenha papel crucial ao promover a expressao da integrina
a4B1 nos osteoblastos, essencial na adesdo das células cancerosas de proéstata.
Essa interacdo € crucial no desenvolvimento de metastases 6sseas, destacando-se
pela significativa adesdo das células de céncer de prostata aos osteoblastos,
mediada por VCAM-1 e integrina a431. Diversas evidéncias indicam que as células
de cancer de prostata produzem fatores pro-osteoblasticos(DAI et al., 2005;
KELLER; BROWN, 2004), resultando em perturbacdo do balanceamento entre
osteoblastos e osteoclastos, levando a metastase osteoblastica . A interacéo
VCAM-1/integrina a4B1 € central, permitindo adesdo especifica e possibilitando a
colonizacédo e proliferacdo das células cancerosas no tecido 6sseo. O VCAM-1,
presente nas células tumorais, serve como ligante para receptores em diversas
categorias celulares, incluindo macrofagos, evidenciando a complexidade das
interagcdes. Osteoblastos, ao produzirem WISP-1, inibem a formagdo de
osteoclastos, contribuindo para o desenvolvimento da metastase osteoblastica.

A analise da intensidade de ligacdo dos pares de ligantes e receptores revela
a interacao entre VCAM-1 e tecido tumoral e endotelial, ampliando nossa
compreensao sobre o papel dessas moléculas na regulagado da ades&o das células

de cancer de prostata aos osteoblastos. As moléculas de adesdo desempenham
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papel fundamental na invasao de tecidos circundantes pelas células cancerosas,
fator-chave na disseminagao do cancer para outras partes do corpo.

A colonizacao tecidual antecede a chegada das células tumorais circulantes,
desencadeando a disrrup¢ado da homeostase no microambiente medular, culminando
em alteragbes hematopoiéticas subsequentes (PINHO; FRENETTE, 2019). Este
processo € crucial nas fases iniciais da metastase, premeditando a entrada das CTD
na medula éssea e provocando alteragées no ambiente hematopoiético.

Em situacbdes de inflamacdo exacerbada, como em neoplasias e doencgas
crbnicas, a VCAM-1 transcende sua expressao convencional nas células endoteliais,
expandindo-se para outras células, incluindo macréfagos teciduais, células
dendriticas, fibroblastos da medula 6ssea, mioblastos e até mesmo as proprias
células cancerigenas (SHARMA et al., 2017). Esta ampla gama de células cria uma
teia complexa de interagdes no microambiente tumoral, desempenhando um papel
essencial nas etapas que culminam no desencadeamento da metastase.

Os efeitos do sistema imunologico na regeneragdo Ossea podem ser
entendidos sob dois aspectos fundamentais. Em um cenario, a inflamacao aguda
durante a regeneragédo é6ssea exerce influéncia anabdlica, acelerando a formagao
O0ssea nas fases iniciais da recuperacao de fraturas 6sseas. Esse processo estimula
a proliferacéo e a diferenciagdo das células progenitoras mesenquimais em células
osteoblasticas (ONO; TAKAYANAGI, 2017). Em contrapartida, a inflamagao cronica
tem impacto negativo na reabsorgédo 6ssea.

Neste contexto intrincado, observamos uma rede complexa que envolve a
formagdo de novas células, influenciada pela presenga de CTD. Além disso, essa
rede é afetada por processos de intravasdo e angiogénese, regulados por
comunicagoes celulares complexas, ainda em constante estudo e desenvolvimento.
Essa perspectiva integrada destaca a interconexao entre a inflamacgao, a presenca
de CTD e os processos fundamentais na regulagcdo do microambiente tumoral

durante a metastase ossea.
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CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que este estudo sobre a analise de dados de RNA de
célula unica de amostras de medula 6ssea apresentou aspectos cruciais para
compreender as alteragcbes hematopoiéticas induzidas pela presenca de CTCs. Ao
explorar elementos essenciais do desenvolvimento metastatico, como
imunossupressao, angiogénese e permeabilidade vascular, identificamos um
aumento significativo na expressao de vias relacionadas ao ciclo celular e respiragao
celular em progenitores, indicando possiveis mecanismos de envelhecimento
prematuro das células-tronco hematopoiéticas em resposta a reconstituicdo do
sistema hematopoiético apos lesédo.

Além disso, as diferengas significativas nas vias de sinalizagcdo entre
amostras benignas e tumorais, especialmente nas vias TNF, IL-17 e NF-kappa B,
sugerem uma possivel associacdo com o desenvolvimento tumoral. A analise das
interagcdes e comunicagao celular destacou padrdes intensos entre osteoblastos,
macrofagos, células endoteliais e pericitos, proporcionando insights valiosos sobre a
biologia do cancer e 0 ambiente metastatico medular.

A investigacdo da expressao génica através de analises de Fold Change
revelou genes associados a alteragdes hematopoiéticas, apresentando padrdes de
regulagéo positiva e negativa, potencialmente relacionados a processos patologicos
e caracteristicas especificas das células cancerosas. Essas descobertas oferecem
uma compreensdo mais profunda dos mecanismos bioldgicos subjacentes ao cancer
de prostata metastatico, fornecendo insights cruciais para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais direcionadas e eficazes.
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